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RESUMO

Com a necessidade de adequacdo do leite cru a padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos estabelecidos
pela nova legislacdo brasileira em vigor e pelos estabelecimentos processadores, técnicas indiretas com
elevada capacidade analitica, a exemplo de outros paises, t€m sido implantadas. Foram analisadas
amostras de leite coletadas em 200 tanques de refrigeragdo de diferentes propriedades rurais de Minas
Gerais. A proteina, componente geralmente de maior valorizagdo em planos de pagamento por qualidade,
foi analisada comparativamente pelo método Kjeldahl e por espectrometria de absor¢ao no infravermelho
médio, apresentando respectivamente S, de 0,0124 e de 0,0106% m/m, médias de 3,113% m/m e 3,095%
m/m e desvio-padrdo de 0,168 ¢ 0,171% m/m. A quantificagdo dos componentes do leite revelou médias
dos teores em nitrogénio ndo protéico de 26,06 mg/100g, nitrogénio ndo protéico no nitrogénio total de
5,35%, proteina bruta por Kjeldahl de 3,113% m/m, e por espectrometria no infravermelho médio de
3,095% m/m, proteina verdadeira de 2,947% m/m, gordura de 3,458% m/m, lactose de 4,551% m/m ¢
solidos totais de 12,075% m/m. A contagem de células somaticas e a contagem de microrganismos
apresentaram respectivamente médias geométricas de 346.500 células/mL e 153.500 UFC/mL.
Estabeleceu-se um modelo linear de predi¢do da proteina verdadeira em fungdo da proteina bruta, de
utilidade pelas industrias processadoras de produtos lacteos. Avaliou-se a curva de regressao entre os
teores em proteina bruta obtidos pelos métodos de referéncia (Kjeldahl) e indireto por espectrometria de
absorcao no infravermelho médio acusando desvio significativo do intercepto, da inclinacdo e do centro
de gravidade dos resultados. A associacdo entre componentes do leite de niveis de producdo das
propriedades foi avaliada. Quanto a avaliacdo do efeito da adigdo de uréia ao leite nos teores em proteina
bruta analisados por espectrometria de absor¢do no infravermelho médio (hipétese de fraude), verificou-
se interferéncia significativa nas determinagdes analiticas.

Palavras-chave: composigio do leite; infravermelho, proteina, espectrometria, Kjeldahl, uréia.
ABSTRACT

Being necessary to adjust the raw milk quality to physical, chemical and microbiological standards from
the new brazilian legislation in force and from the processor establishments, indirect techniques with
higher analytical capacity, following the examples taken from other countries, have been put into practice.
In order to carry out this study, two hundred bulk milk samples from dairy farms situated in Minas Gerais
were collected and analyzed. The milk protein, which is generally regarded as the milk component with
highest value in payment for quality systems, was analyzed comparatively by the Kjeldahl and mid-
infrared methods, from which the respective results for the S, were 0.0124 and 0.0106% wt/wt, the
averages were 3.113% wt/wt and 3.095% wt/wt, with a standard deviation of 0.168 and 0.171% wt/wt.
The average results were found to be 26.06 mg/100g of non protein nitrogen, 5,35% of non protein
nitrogen into total nitrogen, 3,113% wt/wt of crude protein analysed by Kjeldahl and 3.095% wt/wt by
mid-infrared method, 2.95% wt/wt of true protein, 3.46% wt/wt of fat, 4.55 % wt/wt of lactose and 12.08
% wt/wt of total solids. The geometric average result for somatic cells count was 346,500 cells/mL and
for enumeration of microrganisms was 153,500 CFU/mL. A prediction linear model for the true protein
content in milk in function of the crude protein content was established, in order to be useful for dairy
processing industries. The regression curve calculated from crude protein contents obtained by the
reference (Kjeldahl) and indirect mid-infrared methods was evaluated, resulting in significant deviations
of the intercept, the slope and the centre of gravity of the results. The association among milk components
and production levels of the farms was evaluated. Concerning to the effect of the addition of urea to milk
in the mid-infrared spectrometric crude protein results (fraud hypothesis), significative interferences were
detected in the analytical results.

Keywords: milk composition, infra-red; infrared; protein; spectrometry; Kjeldahl, urea.
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1 INTRODUCAO

Entre os produtos agropecuarios, o leite sempre
assumiu grande importancia econémica e social
no Brasil ¢ no mundo, desempenhando papel
importante no suprimento de alimentos a
populagdo e na geragdo de emprego e de renda.

Conforme célculos elaborados a partir de dados
do Ministério da Agricultura (MAPA, 2006),
em 2002, o leite representou 16% do valor bruto
da produgdo pecudria no pais, com valor de 6,6
bilhdes de reais. O mercado externo do
agronegocio de leite e derivados tem
tradicionalmente colocado o Brasil na condi¢do
de importador. Entretanto, em 2004 houve
inversio da balanca comercial brasileira do
complexo leite, com superavit de 11,4 milhdes
de dolares, abrindo ao pais, nova possibilidade
de ganhos adicionais pelo comércio exterior.
Soma-se a este cenario, 0 aumento progressivo
da producdo brasileira de leite, que segundo
calculos a partir de dados do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2006), houve crescimento médio de 3,9% ao
ano no periodo de 1999 a 2004.

Para que o Brasil se consolide como exportador
de produtos lacteos, torna-se necessaria a
melhoria da qualidade do leite in natura,
adequando-se aos padrdes de qualidade exigidos
pela Instrucdo Normativa N°51 e pelos
mercados internacionais. Além disto, a
execu¢do de medidas e programas de
conscientizagdo, envolvimento, credenciamento
e fiscalizagdo de produtores e estabelecimentos
industriais desencadeadas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e  Abastecimento
(MAPA), além das iniciativas das demais
instituigdes publicas e privadas da cadeia
produtiva do leite e derivados sdo importantes
para o agronegocio do leite.

Em 2004, o volume de leite produzido no pais
foi superior a 23 bilhdes de litros, sendo que
estabelecimentos sob inspegdo federal, estadual
e municipal captaram 14,5 bilhdes de litros.
Assim, ampliar a capacidade de rastreamento da
produgdo nacional de leite, sobretudo aplicada
aos demais 8,5 bilhoes de litros ndo submetidos
a inspecdo oficial de qualquer natureza, ¢
fundamental.

O Brasil apresenta também, um mercado interno
potencial para o leite e derivados. O consumo
per capta de leite no Brasil estabilizou-se apos
1998 na ordem de 130 litros/habitante/ano, bem
abaixo das taxas de consumo recomendadas
pelo Ministério da Satde, de 146, 256 ¢ 219
litros/habitante/ano respectivamente nas faixas
etarias de 0 a 10 anos, 11 a 19 anos e acima de
20 anos (Carvalho et al., 2005). Estes valores
sdo bem inferiores, por exemplo, ao consumo
médio de 291 litros/habitante/ano no Canada,
em 1998. A populagdo brasileira deveria,
portanto ter consumido em 2004 a quantidade
de 38,5 bilhdes de litros de leite, o que
representa uma potencialidade de expansdo do
consumo pelo mercado interno de 14,7 bilhdes
de litros/ano. Certamente esta expansdo do
consumo depende de fatores sociais,
econdmicos ¢ de mercado, enquanto que o
aumento da producdo depende do aumento da
produtividade do rebanho leiteiro nacional, que
passa obrigatoriamente pelas politicas de curto,
médio e longo prazo a serem adotadas para o
setor, contemplando os pequenos, médios e
grandes produtores com o acesso a tecnologias
disponiveis.

Além disto, o agronegocio do leite é de grande
importancia na geragdo de empregos ¢ na
fixagdo do homem no campo. Ampliar a
participagdo da agropecuaria no comércio &,
portanto, primordial para o crescimento do setor
agricola e do proprio crescimento econdmico
geral da nacdo.

A Instru¢do Normativa n° 51 de 18 de setembro
de 2002 do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (Brasil, 2002a), por meio de
seus anexos I a VI, complementou a legisla¢do
sanitaria federal, particularmente a Lei 1283 de
18 de dezembro de 1950, que dispde sobre a
inspecdo industrial e sanitaria dos produtos de
origem animal (Brasil, 1950) ¢ ao Decreto n°
30691 de 29 de margo de 1952 (Brasil, 1952)
que instituiu o Regulamento da Inspecdo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA). Esta complementacio
normativa veio suprir as mudangas que
ocorreram nas condicdes de manejo dos
rebanhos leiteiros, exploracdo e sobretudo,
conservacdo sob refrigeracdo do leite cru nas
propriedades rurais e seu transporte a granel aos
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estabelecimentos beneficiadores, processo este
comumente conhecido como “graneliza¢io”.

Além das restricdes de qualidade impostas pela
legislagdo vigente, o setor de leite no Brasil
experimenta, por meio da Rede Brasileira da
Qualidade do Leite, a possibilidade sem
precedentes de colocar em pratica, ferramentas
de monitorizagdo dos principais componentes
do leite (gordura, proteina, lactose, sé6lidos), de
bactérias e de células somadticas, atendendo as
demandas de produtores (melhoramento
genético e nutricional do rebanho) e
estabelecimentos processadores (menor custo,
melhor rendimento e qualidade dos produtos
processados). A avaliacdo da qualidade do leite
cru antes da implantagdo da refrigeragdo do leite
na propriedade rural e seu transporte a granel
aos estabelecimentos processadores foi sempre
realizada em iniciativas isoladas, sem uma
politica ptblica ou privada consistente para que
a qualidade desse um salto efetivo no Brasil.
Isto se deveu em parte a complexidade dos
procedimentos analiticos disponiveis,
laboriosos, de alto custo e baixa capacidade
analitica. A Rede Brasileira de Laboratorios de
Controle da Qualidade do Leite (Brasil, 2002b)
atualmente conta com equipamentos de alta
capacidade analitica, com expectativa de
acuracia e precisdo adequadas aos propdsitos
previstos.

No pagamento por qualidade, resultados
analiticos na quantificacdo de proteina, gordura,
lactose, soOlidos, células somaticas e de
microrganismos adquirem uma importancia
cada vez maior para industrias de laticinios e
produtores. Para que ocorra uma melhoria real
da margem de Ilucro, redu¢do dos custos
gerenciais e operacionais, melhoraria da
qualidade dos produtos que tradicionalmente ja
compdem as opgdes de processamento das
empresas ¢ ampliagdo do desenvolvimento de
novos produtos, ¢ imprescindivel o controle de
todo o processo, desde a coleta das amostras até
os procedimenteos analiticos.

Como ocorreu em outros paises, dentre os
principais componentes do leite, a gordura e a
proteina tendem a ser mais valorizados. A
selecdo genética ¢ a melhoria do manejo do
rebanho podem melhorar o teor de soélidos do
leite, com ganhos para os produtores e
inddstrias. A proteina, a exemplo do que tem

ocorrido em outros paises do mundo, tem
adquirido maior importdncia em planos de
pagamento de qualidade no Brasil até entio
adotados.

Considerando a importancia social e econdmica
do leite e da RBQL no contexto de diagndstico
da qualidade da produg¢@o nacional, este trabalho
objetivou avaliar a relagdo entre proteina
verdadeira, proteina bruta e nitrogénio ndo
protéico e a associa¢do destes parametros com
demais indicadores da qualidade do leite cru
refrigerado de propriedades rurais de Minas
Gerais.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  LEITE, SEUS COMPONENTES E
FATORES DE VARIACAO

2.1.1 Leite

O leite ¢ um fluido secretado pela fémea de
todas as espécies de mamiferos, ¢ tem a fungdo
primordial de atender demandas nutricionais e
fisiolégicas do recém-nascido, promovendo o
fornecimento de imunoglobulinas, enzimas e
seus inibidores, veicular compostos que atuam
como transportadores de proteinas, fatores de
crescimento e agentes antibacterianos (Fox &
McSweeney, 1998). O leite ¢ um dos alimentos
de maior importancia para a sociedade humana
(Diirr, 2004) e sob o aspecto fisico-quimico,
Biggs (1987) define o leite como um fluido que
consiste de uma suspensdo coloidal de micelas
de caseina de didmetro variando de 0,03 pm a
0,3 um e uma emulsdo de globulos de gordura
que apresentam didmetro variando de 1 a 20
pm.

A definigdo legal de leite no Brasil ¢ conferida
pelo Regulamento da Inspecdo Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA): “Entende-se por leite, sem outra
especificagdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas.
O leite de outros animais deve denominar-se
segundo a espécie de que proceda” (Brasil,
1952).
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2.1.2  Composi¢do do leite

Sendo um fluido bioldgico, o leite apresenta
composicdo  muito  varidvel,  constituido
principalmente por gordura, proteina, lactose,
minerais e centenas de outros em menor
quantidade, tais como vitaminas, ions metalicos
e compostos flavorizantes (Fox & McSweeney,
1998). A composicdo do leite de vaca varia
tanto no aspecto quantitativo quanto qualitativo,
principalmente em funcdo da individualidade,

da raga, do estado de saude, da condigdo
nutricional, do estagio de lactagdo e da idade do
animal ¢ também do intervalo entre ordenhas
(Fox & McSweeney, 1998). Nickerson (1995)
apresenta composi¢des médias dos principais
componentes do leite de diversas racas
européias (Tabela 1), demonstrando ser a
gordura o componente que mais varia em
funcdo do fator raga, seguida da proteina e dos
solidos totais (ST) e por ultimo, da lactose.

Tabela 1. Composi¢ao média do leite de diversas ragas européias.

Ragas européias Gordura Caseina Proteinas Lactose Cinzas Sélidos
(%) (%) do soro (%) (%) totais (%)
(%)
Ayrshire 3,97 2,68 0,60 4,63 0,72 12,69
Pardo suigo 3,80 2,63 0,55 4,80 0,72 12,69
Guernsey 4,58 2,88 0,61 4,78 0,75 13,69
Holstein 3,56 2,49 0,53 4,61 0,73 11,91
Jersey 4,97 3,02 0,63 4,70 0,77 14,15

Fonte: Nickerson (1995)

2.1.2.1 Lactose

A lactose ¢ o principal carboidrato presente no
leite dos mamiferos, e este contém também em
pequenas  quantidades  glicose,  frutose,
glicosamina, galactosamina, acido neuraminico
e oligossacarides (Fox & McSweeney, 1998).
Conforme Wattiaux (2006), a glicose e a
galactose sdo encontradas no leite nos teores de
14 mg/100 g e 12 mg/100 g, respectivamente, e
s30 os monossacarides de formagao da lactose.
O teor em lactose varia no leite de vaca em
funcdo da raga, da individualidade do animal,
processos infecciosos do ubere e sobretudo, do
estagio de lactacdo (Fox & McSweeney, 1998),
embora seu percentual no leite seja
relativamente constante, entre 4,8% e 5,2% de
lactose monoidratada (Goff & Hill, 1993).

A lactose apresenta-se sob duas formas, a a-
lactose ¢ a P-lactose, diferentes entre si em
funcdo de qual isomero da glicose, a ou p,

participa da formacdo do dissacarideo. A figura
1 demonstra as estruturas quimicas dos dois
anomeros da lactose.

O metabolismo dos carboidratos nos ruminantes
se da inicialmente pela degradagdo da celulose e
hemicelulose (fibras) e pela fermentagdo de
amido e carboidratos mais simples por
microrganismos presentes no rumen. Durante a
fermentacao ruminal, ha produgao
principalmente de energia, metano, didoxido de
carbono e acidos graxos volateis como o acido
acético  (acetato), o 4cido propidnico
(propionato) e o éacido butirico (butirato).
Ocorre também a formacdo de lactato. Estes
acidos sdo absorvidos pela parede do rimen. No
figado, a glicose ¢ sintetizada principalmente a
partir do propionato, mas pode ser sintetizada
também a partir de aminoacidos resultantes do
metabolismo de proteinas e do lactato. Do
figado, a glicose ¢ levada pela circulagdo
sanguinea a glandula mamaria onde ¢
transformada em lactose (Wattiaux, 2006).
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Figura 1: Estrutura quimica da lactose nas formas alfa
Fonte: Nelson & Cox (2005) (traduzido e modificado).

A concentragdo de lactose decresce progressiva
e significativamente durante a lactacao (Figura
2), contrastando com o que ocorre com a
proteina e com a gordura, cuja concentragdo no
leite diminui durante o comego da lactacdo e
aumenta significativamente na segunda metade
da lactacdo (Fox & McSweeney 1998).

O decréscimo do teor em lactose do leite em
casos de rebanhos acometidos de mastite deve-
se provavelmente em parte ao dano sofrido pelo
epitélio glandular dos alvéolos, com redugdo da
sintese e secre¢do celular. Como a lactose
possui um papel importante no equilibrio
osmoético do leite, ocorrendo a redugdo em seu
teor, ha um influxo de eletrélitos do sangue para
o leite com o objetivo de manter aquele
equilibrio (Auldist & Hubble, 1998), havendo
portando elevagdo dos teores em cloreto e sodio
(Fox & McSweeney, 1998). Em caso de mastite,
ha evidéncias de que a lactose seja transferida
do leite para o sangue por via paracelular
(Auldist et al., 1995), o que explica 0 aumento
da concentracdo de lactose no sangue e na urina
do animal (Auldist & Hubble, 1998). Auldist et
al (1995) e Auldist & Hubble (1998) relatam
também como causa do decréscimo do teor em
lactose do leite de animais acometidos de
mastite o fato de muitos dos microrganismos
causadores do processo inflamatdério serem
fermentadores daquele carboidrato.

Bueno et al. (2004) observaram o decréscimo do

-p -D-glicopiranose

(natural) e beta.

teor em lactose em leites com maiores
contagens de células somaticas, com uma
variagdo de 5,22% entre leites com menos de
200.000 cé€lulas/mL e leites com mais de
1.000.000 células/mL, sendo o componente do
leite que mais apresentou decréscimo em seu
teor. Neste mesmo estudo, foi observado o
decréscimo significativo de 0,44% no teor em
lactose entre uma classe de leites com contagem
bacteriana total igual ou inferior a 10.000
UFC/mL e uma classe com contagem bacteriana
total superior a 1.000.000 UFC/mL, o que foi
atribuido a provavel facilidade de degradagédo da
lactose por microrganismos.

Os métodos normatizados pela American
Organization of Analytical Chemists (AOAC)
para quantificagdo da lactose em leite sdo o
896.01 (polarimétrico), o 930.28 (gravimétrico
por pesagem de oxido cuprico reduzido), o
984.15 (enzimatico) e 0 972.16H
(espectrometria de absorcdo no infravermelho
médio) (Bradley Jr., 2000). A Federacdo
Internacional de Laticinios (FIL) n3o possui
método quimico normatizado para quantificagdo
de lactose em leite, tendo sido o método
International IDF  Standard  028A:1975
(polarimétrico) revogado (IDF, 2006), restando
o método indireto por espectrometria de
absor¢ao no infravermelho médio (EIVM) (IDF,
2000). O Canadian National Committee (1994)
preconiza o uso do método cromatografico.
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2.1.2.2 Lipides

O leite dos mamiferos contém lipidios, ¢ a
funcdo nutricional primordial deles ¢ constituir
uma fonte energética para o recém-nascido. De
forma geral, as fun¢des que os lipideos do leite
desempenham em prol do ser humano sdo:
nutricional como fonte de Aacidos graxos
essenciais ¢ de vitaminas lipossoliveis; e
tecnologica, como agente flavorizante em
alimentos que empregam o leite em sua
composic¢ao (Fox & McSweeney, 1998).

A gordura do leite apresenta-se na forma de
glébulos com didmetros variando de menos que
I pm a aproximadamente 10 pm, constituidos
pela gordura ligada a substincias bipolares,
como fosfolipides, colesterol, proteinas,
enzimas, etc., com a maior parte deles
apresentando didmetro em torno de 1 pm
(Jensen, 2002). Fox e McSweeney (1998) citam
diametros do globulo de gordura de 0,1 a 20
pm, com média de 3,5 um

O metabolismo de produgdo da gordura do leite
pelas vacas segue duas vias principais. Os
triacilglicerdis  ingeridos pela vaca sdo
hidrolisados por microrganismos ruminais com
formagao de glicerol e acidos graxos livres. No
rimen ocorre a hidrogenacao dos acidos graxos
insaturados, assim como a formagdo de
fosfolipides para compor a membrana celular
microbiana. Neste estagio, os fosfolipides
representam de 10 a 15% e os acidos graxos
saturados de 85 a 90% dos lipides. No intestino
ocorre a digestdo dos fosfolipides microbianos e
a absor¢do dos acidos graxos. Nas células
intestinais os acidos graxos ligam-se ao glicerol,
havendo a formagdo dos triacilglicerdis. Estes
ultimos, junto com alguns acidos graxos livres,
colesterol e outros tipos de lipides em pequena
propor¢do se ligam a proteinas formando os
quilomicrons, que passam para o sangue por
meio das vias linfaticas. Na passagem do sangue
para o tecido adiposo, os quilomicrons sio
hidrolisados a 4cidos graxos e o glicerol
resultante permanece na circulagdo sanguinea.
No tecido adiposo pode haver a formagdo
novamente de triacilglicerois a partir dos acidos
graxos ¢ de glicerol produzido a partir da
glicose, quando entdo s3o armazenados.
Havendo a necessidade de sua degradacdo, os
triacilglicerdis sdo novamente hidrolisados a
acidos graxos e glicerol, que sdo transferidos

para a corrente sanguinea e remetidos ao figado.
Neste orgao, pode haver formacdo de glicose a
partir do glicerol ¢ de triacilglicerdis, forma na
qual os lipides sdao armazenados. Pode ocorrer
também a formagdo de quilomicrons, que
retornam a corrente sanguinea. Na passagem da
corrente sanguinea para a glandula mamaria, os
quilomicros originados ou no intestino ou no
figado, sdo hidrolisados a &cidos graxos e
glicerol, sendo que este Ultimo permanece na
circulacdo sanguinea. Na glandula, os acidos
graxos se ligam ao glicerol produzido por via
glicolitica, formando os triacilglicer6is de
cadeia longa presentes na gordura do leite. Os
triacilglicerdis de cadeia curta presentes na
gordura do leite seguem uma outra via
metabodlica para a sua formagdo: o acetato, o
butirato e o propionato formado no rimen por
meio do metabolismo dos carbohidratos sdo
direcionados ao figado pela corrente sanguinea,
sendo que compostos cetdnicos formam-se na
parede ruminal a partir de parte do acetato e do
butirato. No figado o butirato ¢ transformado
em compostos cetonicos, o mesmo podendo
ocorrer com 4acidos graxos resultantes do
metabolismo de lipideos. Ainda no figado, o
propionato sofre sua conversdo em glicose.
Deste modo, glicose, compostos cetonicos e
acetato sdo direcionados do figado a corrente
sanguinea, podendo ser convertidos a proteina
no musculo ou triacilglicerdis no tecido adiposo.
Na glandula mamaria, o acetato e os compostos
cetonicos extraidos da corrente sanguinea
combinam-se com o glicerol obtido por via
glicolitica, resultando na formagao sobretudo de
triacilglicerdis de cadeia curta (Wattiaux, 2006).

No leite de vaca, a gordura é o componente de
maior variabilidade quantitativa, podendo variar
de 2,2 a 4,0%, (Burchard & Block, 1998) ou de
3,0 a 5,0% (Jensen, 2002), o que ¢ altamente
influenciado por genética e fatores ambientais
(Burchard & Block, 1998), estagio de lactagdo
(Figura 2) e sazonalidade (Fox & McSweeney,
1998), raga (Cerbulis & Farrell, 1975), mastite
(Kitchen, 1981; Fox & McSweeney, 1998;
Bueno et al. 2000) e alimentagdo do gado (Fox
& McSweeney, 1998; Burchard & Block, 1998;
Lanna & Medeiros, 2000). Riel (1991) relaciona
véarios fatores que influenciam o teor em
gordura no leite de vaca, conforme a Tabela 2.

O teor em gordura do leite diminui no periodo
de 4 a 6 semanas apo6s o parto e em seguida
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aumenta uniformemente no restante da fase de
lactagdo, sobretudo na fase final. O balango
energético negativo comum no inicio da
lactacdo leva a queda pronunciada do teor em
gordura e proteina do leite, e nesta época, ¢
adequado o incentivo a maximizagdo do

consumo de nutrientes, com especial atengdo a
fibra detergente neutra, para reverter o processo
e manter os niveis de gordura e fontes de
carboidratos prontamente fermentaveis
(Burchard & Block, 1998).

Tabela 2. Fatores que interferem no teor em gordura do leite de vaca.

Fatores

Variagdes

Individualidade do animal

Raga

Lactacao

Nutrigdo

Temperatura

Idade

Quarto mamario

Estado de saude da vaca

Ordenha

Exercicio fisico

1 a 2% no teor em gordura

Jersey > Guernsey > Ayrshire > Holstein

Diminui no inicio da lactagdo e aumenta
progressivamente até o fim desta.

Tragos

Quanto maior a temperatura, menor € o
teor em gordura do leite

O teor em gordura diminui com a idade

Até 1% entre quartos

Patologias podem diminuir o teor em
gordura

O leite da segunda ordenha pode conter até
0,4% de gordura a mais que o da primeira
ordenha

Aumento de 0,2 a 0,3% (absolutos) no teor
em gordura

Fonte: Riel (1991) adaptado.

Na mastite, os teores em gordura e nos outros
componentes tendem a diminuir (Kitchen, 1981;
Auldist & Hubble, 1998; Fox & McSweeney,
1998) em razdo da menor capacidade de sintese
do tecido mamario (Kitchen, 1981; Fox &
McSweeney, 1998). Entretanto, Bruckmaier et
al. (2004) citam um aumento do teor em gordura
do leite proporcionado pela reducdo do volume
de leite produzido acompanhado de uma leve
redugdo da sintese de gordura, o que ¢
acompanhado de uma menor produgdo total de
gordura. Estudos de Bueno et al. (2004) em leite
brasileiro ndo observaram alteragdo do teor em
gordura em leites com Contagem de células
somaticas (CCS) acima de 200.000 células/mL,
sendo de maneira geral, o componente do leite

que menos apresentou alteragdes quantitativas
naquele estudo em fun¢do da CCS.

Os quartos do ubere, por serem anatomicamente
separados, secretam o leite com teores
diferentes em gordura. Considerando ainda o
intervalo entre a primeira e a segunda ordenha, a
producdo de leite ¢ o teor em gordura do leite
sdo0 maiores na segunda (Fox & McSweeney,
1998).

Os oleos ricos em acidos graxos insaturados
quando incorporados a alimentagdo da vaca
apresentam efeito toxico para 0s
microrganismos que hidrolisam a celulose,
diminuindo a digestdo ruminal da fibra, com
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conseqjiiente depressdo da producdo de acetato e
propionato. Sendo estes acidos precursores da
gordura do leite, hd uma depressio na
quantidade dela produzida pelo animal
(Burchard & Block, 1998). Lanna & Medeiros.
(2000) citando estudos conduzidos por
Baumgard et al. (2000), fazem referéncia ao
acido graxo poliinsaturado 18:2 trans 10, cis 12
como a substancia responsavel pela inibi¢do da
sintese da gordura na glandula mamaria,
explicando o fato descrito por Fox &
McSweeney (1998), de a alimentagdo do gado
com Oleos de peixe provocar uma grande
diminui¢do do teor em gordura do leite, devido
a presenga de acidos graxos poliinsaturados.

Lactose

-

Gordura

Percentual (%)

Proteina

A inclusdo controlada de lipidios nos niveis de 6
a 8% da dicta aumenta o teor em gordura do
leite e poderiam ser incorporados até mesmo
nos niveis de 9 a 10% da dieta total em
condigdes de protegdo ruminal, como por
exemplo a adicdo na forma de sementes
oleaginosas inteiras ou amassadas, protegidas da
fermentacdo ruminal ou ligadas ao calcio
(Burchard & Block, 1998).

Vacas com déficit alimentar tendem a diminuir
a produgdo de leite, mas com pequeno efeito na
sua quantidade relativa (teor) de gordura (Fox &
McSweeney, 1998). Como conseqiiéncia, tem-
se a reducdo absoluta da quantidade de gordura
produzida.

Semana

Figura 2: Variagdo dos principais componentes do leite de vaca em fungéo do estagio de lactagdo.

Fonte: Fox & McSweeney (1998).

Ha relacdo entre a presenca de forragens nas
dietas de gado leiteiro e a concentracdo de
gordura no leite, mas ha dependéncia quanto ao
tipo, a qualidade e a forma fisica dos diferentes
alimentos que sZo fontes de fibra, sendo um
consenso que a dieta do gado leiteiro ndo
contenha menos de 75% em fibra detergente
neutra (Burchard & Block, 1998). Segundo
estes autores, a disponibilidade bioldgica do
alimento também interfere no teor em gordura
do leite, uma vez que forragens excessivamente
picadas prejudicam a eficiéncia deste alimento
em manter o bom estado do riimen, o que leva a
uma acidose subclinica, diminuindo a
quantidade de 4cido graxo volatil acetato, e
sendo este precursor na sintese de dacidos
graxos, ocorre reducdo no teor em gordura do

leite.

Em razdo do valor economico da gordura lactea,
sempre houve uma pressdo comercial em se
aumentar o rendimento do leite em gordura por
animal, por meio de técnicas nutricionais ou
genéticas (Fox & McSweeney, 1998).
Entretanto, a valorizacdo da proteina frente a
gordura e a mudanca de hébitos alimentares da
populagdo tém levado a aplicag@o de um sistema
de quota sobre o leite e a gordura do leite na
Europa, o que tem conduzido fazendeiros a
limitarem o teor em gordura no leite. O controle
deste teor por meio de nutricdo da vaca tem se
mostrado mais facil que por meio de genética
(Jurjanz et al., 1998).
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A composi¢do da gordura do leite é altamente
influenciada pelo estagio de lactagdo (Palmquist
et al., 1993), sendo constituida de 95 a 98% de
triacilglicerdis (Palmquist et al., 1993; Varnam
& Sutherland, 1994; Fox & McSweeney, 1998),
contendo também diacilglicerois,
monoacilglicerdis,  colesterol na  forma
esterificada e livre, 4cidos graxos livres e
fosfolipides (Fox & McSweeney, 1998). A
Tabela 3 demonstra a participagdo de cada um
destes componentes na gordura do leite de vaca.

A quantidade e a composi¢do da dieta em
gordura oferecida as vacas sdo os principais
responsaveis pela alteracdo da composi¢do da
gordura do leite, em comparagdo com outros
componentes fornecidos. Provavelmente, as
variagdes regionais € sazonais na composi¢ao e
quantidade de gordura devem-se mais a
diferencas entre fontes de alimentos (Palmquist
et al., 1993).

Mais recentemente, tem-se dado importancia a
manipulacdo dos componentes da gordura do
leite, sobretudo em relagdo ao tamanho da
cadeia alifatica dos acidos graxos e ao ntimero
de insaturagdes, face a demanda de se oferecer a
populagdo produtos mais saudaveis. O perfil de
acido graxo do leite ¢ altamente influenciado
pela dieta (Fox & McSweeney, 1998) e a
selecdo genética para proporcionar o aumento
do teor em gordura do leite aumenta a
participag@o de 4cidos graxos de cadeia curta e
reduz a participag@o de acidos graxos de cadeia
longa (Palmquist et al., 1993). Recentemente,
estudos de Lanna & Medeiros (2000)
demonstraram a aplicagdo do acido linoléico
conjugado na forma isomérica trans (trans-
ALC) no aumento da produgido leiteira, do teor
em proteina em longo prazo em condi¢des de
pastoreio, além de permitir a obtengdo de leite
com um perfil de acido graxo mais benéfico a
saude humana.

Tabela 3. Distribuigdo percentual em peso dos constituintes da gordura lactea em leite de vaca.

Classe de lipidio Participacdo percentual (em peso)

Fox & McSweeney (1998) Jensen (2002).
Triacilglicerodis 97,5% 97 a98%
Diacilglicerdis 0,36% 0,28 a 0,59%
Monoacilglicerdis 0,027% 0,16 2 0,38%
Colesterol esterificado Tracos -
Colesterol livre 0,31% 0,419%
Acidos graxos livres 0,027% 0,10 a 0,44%
Fosfolipides 0,6% 0,2a1,0%

Fonte: Fox & McSweeney (1998) e Jensen (2002).

Mudangas na composi¢do da gordura do leite,
especialmente aquelas resultantes da
suplementagdo em gordura a alimentagdo, sdo
acompanhadas por outras alteragcdes, que
incluem a diminui¢do da concentragdo protéica,
aumento da concentracdo de uréia, de citrato e
de célcio soluvel, mudancas estas que alteram o
rendimento do leite na fabricagdo de queijos e a
estabilidade térmica do leite (Palmquist et al.,
1993).

A maior variabilidade dos 4cidos graxos
presentes na gordura do leite é determinante do
maior potencial flavorizante frente a outros
tipos de gorduras (Fox & McSweeney, 1998).

A quantificagdo da gordura no leite encontra-se
normatizada pela AOAC por meio do método de
referéncia 905.02 (Roese-Gottlieb) e pela FIL
por meio do métodos International IDF
Standard 1D:1996, de extracdo (IDF, 1996) e
141C:2000, por EIVM (IDF, 2000).

2.1.2.3 Fracdo nitrogenada do leite
Segundo Wattiaux (2006), as proteinas do leite
tétm sua origem metabdlica no nitrogénio
ingerido pela vaca, principalmente na forma de
aminoacidos, nitrogénio ndo protéico (NNP) e
proteinas. No ramen, o NNP ingerido sofre acdo
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microbiana e ¢ transformado em amonia, que,
por sua vez ¢ em sua maior parte transformada
em proteina microbiana em um processo que
envolve consumo de energia resultante do
metabolismo dos carboidratos. As proteinas de
origem alimentar, uma vez no rimen, podem
seguir duas vias metabdlicas: serem convertidas
em aminoacidos e amonia e posteriormente em
proteina microbiana; ou ndo sofrerem nenhuma
alteracdo. Atingindo o abomaso e o intestino, as
proteinas de origem microbiana e proteinas que
atravessaram o rumen inalteradas sdo
submetidas a agdo enzimatica, convertendo-se
em aminoacidos. Nesta forma mais simples sdo
passiveis de transferéncia a corrente sangiiinea
através da parede intestinal. Entretanto, uma
parte das proteinas (20%) ¢ eliminada junto as
fezes. Uma vez na corrente sanguinea, os
aminodcidos sofrem passagem pelo figado, a
partir de onde sdo conduzidos a corrente
sanguinea  para  posteriormente  serem
convertidos em tecido muscular, proteinas do
leite ou se necessario, energia. A parte da
amonia que no rumen ndo participou da sintese
de proteinas microbianas ¢ conduzida pela
corrente sangiiinea ao figado, onde, junto com a
amonia oriunda do metabolismo hepatico de
aminoacidos, sofre conversio a uréia. Este
composto pode ser conduzido pela corrente
sanguinea a glandula salivar, ao rimen, a
glandula mamaria e ao rim. Na glandula
mamadria a uréia ¢ excretada e veiculada pelo
leite e no rim, pela urina. A uréia que ¢
direcionada a glandula salivar e ao rimen ¢
reconduzida a sintese de proteina microbiana,
sendo previamente transformada em amdnia. O
fornecimento de dietas ricas em proteina bruta
as vacas leva a uma diminui¢do da reciclagem
da uréia, com conseqiiente aumento de sua
excrecdo pelo rim veiculada pela urina. No
entanto, quando as dietas fornecidas sdo pobres
em proteina bruta, a uréia ¢ mais intensamente
reciclada, diminuindo sua excre¢do pelo rim.
Como os ruminantes, por meio do intenso
metabolismo microbiano ruminal, sdo habeis em
converter NNP em proteina, estes compostos
podem ser empregados na dieta, sobretudo
aquelas pobres em proteina bruta, e o mais
comumente empregado é a uréia. No entanto,
seu emprego deve ser realizado de forma
controlada, uma vez que o uso em larga escala

conduz a formagdo excessiva e toxica de
amonia. Para minimizar este efeito, incrementa-
se o nivel energético das ragdes, para ocorrer,
ainda no ramen, uma conversio efetiva da
amoénia em proteina microbiana.

Em relacdo ao nitrogénio excretado pela
glandula mamaria, o leite de vaca normal
contém de 3,0 a 3,5% m/v de proteina e 80%
destas proteinas estdo presentes em micelas de
caseina, que sdo estruturas complexas contendo
92% de proteinas e 8% de sais inorgénicos
(Swaisgood, 1992). Em um estudo realizado por
Sommerfeldt & Baer (1986) em 1705 rebanhos
leiteiros de  trés  estados  americanos,
demonstrou-se que o teor em proteina de leites
em classificagdo americana de Grau A
apresentou uma média de 3,28% e coeficiente
de variacdo de 5,8%.

A fragdo nitrogenada do leite possui nitrogénio
protéico proveniente da caseina, das proteinas
do soro e NNP (Cerbulis & Farrell, 1975),
participando respectiva e aproximadamente em
77,9%, 17,2% e 4,9% do nitrogénio total (NT)
do leite de vaca (Paquin & Lacroix, 1993).
Swaisgood (1992) aponta para uma composicao
do leite em relacdo as proteinas e situa a caseina
em um intervalo de 2,4 a 2,8% m/v no leite,
distribuidos em quatro formas: ag-caseina (1,2 a
1,5% m/v), ag-caseina (0,3 a 0,4% m/v), B-
caseina (0,9 a 1,1% m/v) e k-caseina (0,3 a
0,4% m/v). As proteinas do soro respondem por
0,5 a 0,7% m/v do leite e encontram-se nas
formas de a-lactalbumina (0,1 a 0,15% m/v), B-
lactoglobulina (0,2 a 0,4% m/v), albumina
sérica (0,01 a 0,04% m/v), imunoglobulinas
(0,06 a 0,1% m/v) e proteose-peptonas (0,06 a
0,18% m/v). Adicionalmente as anteriormente
citadas, t€ém-se as enzimas. A proteina do leite ¢
comumente expressa como proteina total ou
proteina bruta (PB) e sob o ponto de vista
analitico, corresponde ao teor percentual de NT
multiplicado pelo fator de conversdo 6,38
(Paquin & Lacroix, 1993) conseqiiente do teor
médio de 15,67% de nitrogénio nas proteinas do
leite. A Tabela 4 demonstra a distribuigdo
percentual absoluta do nitrogénio no leite da
provincia canadense do Québec em 1994, de
acordo com a fra¢do nitrogenada.
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Tabela 4. Distribui¢ao percentual absoluta de fragdes nitrogenadas no leite (% m/m ou g/100 g de leite)
da provincia canadense do Québec.

Classe de nitrogénio Participagdo absoluta em peso Desvio-padrao (DP)

de leite (%)
Nitrogénio total 0,495% 0,011%
Nitrogénio ndo protéico 0,025% 0,002%
Nitrogénio protéico 0,470%
Nitrogénio nao caseinico 0,104% 0,004%
Nitrogénio caseinico 0,391%
Nitrogénio das proteinas do soro 0,079%

Fonte: Paquin & Lacroix (1993) modificado para valores em % m/m de nitrogénio no leite, considerando-
se o fator de 6,38 de conversdo de nitrogénio em proteina e participagdo de 78,96% m/m de caseina (em
numero de caseina) na proteina total e 83,16% m/m de caseina (em numero de caseina) na proteina
verdadeira (PV), fornecidos pela mesma fonte.

Em estudos de Cerbulis & Farrell (1975) em
151 vacas de 6 racas européias (Holstein,
Jersey, Guernsey, Ayrshire, Pardo Suico e
Shorthorn leiteiro) do sudoeste do estado
americano da Pensilvania, relataram-se os
valores de constituintes nitrogenados do leite
dispostos na Tabela 5.

Harding (1992) relembra a iniciativa de
Rowland (1938) em distribuir os compostos
nitrogenados do leite em trés amplas e
arbitrarias categorias baseando-se em técnicas

de precipitagdo acida: caseina, proteinas do soro
e nitrogénio ndo “caseinico” (NNC). As fragdes
nitrogenadas mais comumente quantificadas em
estudos de composicdo do leite sdo o NT , o
NNP ¢ o NNC, sendo que o nitrogénio protéico
¢ calculado pelo teor em NT menos o teor em
NNP e o nitrogénio caseinico ¢ calculado pelo
teor em NT menos o teor em NNC.
Multiplicando-se pelo fator de 6,38, converte-se
o NT em PB e o nitrogénio protéico em
preoteina verdadeira (PV) (Barbano & Lynch,
1992).

Tabela 5. Distribui¢do percentual absoluta de fracdes nitrogenadas no leite (% m/m ou g/100 g de leite)
da provincia canadense do Québec.

Amplitude das médias das
seis ragas

Participagdo percentual
absoluta média (em peso)

Classe de nitrogénio

Nitrogénio total 0,5829% 0,3034 —-0,8013%
Nitrogénio nio protéico 0,0281% 0,0164 —0,0465%
Nitrogénio protéico 0,5548% 0,2861 —0,7759%
Nitrogénio caseinico 0,4551% 0,2400 — 0,6500%
Nitrogénio do soro 0,1279% 0,0633 —0,2030%
Nitrogénio das proteinas do soro 0,0997% 0,0460 — 0,1577%

Fonte: Cerbulis & Farrell (1975).

Tradicionalmente, o teor em proteina do leite ¢
determinado analiticamente pelo método de
Kjeldahl, por meio do teor percentual em
nitrogénio da amostra multiplicado pelo fator
6,38, chamado de teor em PB (DePeters et al.

1993; IDF, 2001). Para se converter o
percentual de nitrogénio em proteina, assume-se
incorretamente que todas as proteinas do leite
contém 15,67% de nitrogénio. Entretanto, o
numero de gramas de nitrogénio por nimero de
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gramas de proteina ndo € constante entre as
fragdes protéicas do leite (caseina, proteinas do
soro), bem como a propor¢ao de cada uma delas
nao ¢ constante no leite, de modo que um Wnico
fator de corregdo nunca sera correto para
converter a percentagem de nitrogénio obtida
pelo método Kjeldahl em proteina (DePeters et
al., 1993). A proteina verdadeira (PV) é uma
outra forma de expressar a proteina do leite, e
corresponde a todos os compostos nitrogenados
do leite exceto a fragdo ndo protéica (DePeters
& Cant, 1992). No leite de bovinos, a PV
corresponde a 95,1% do NT e a casecina
corresponde a 82% da PV e a 77% do NT
(Burchard & Block, 1998). Ela pode ser
determinada diretamente por precipitagdo das
proteinas do leite pelo acido tricloroacético ou
determinando-se o teor em NT e excluindo-se
deste o teor em NNP, empregando-se o fator de
6,38 para conversdo do teor em nitrogénio em
teor em proteina em ambos os casos (DePeters
et al., 1993). Silva (1997) refere-se ao uso do
fator de conversdo de 6,35. Tem sido usado o
acido tricloroacético a uma concentracdo de
12% m/v para separar o NNP das proteinas do
leite, estas sendo precipitadas junto com as
proteose-peptonas (Fox & McSweeney, 1998).

O NNP representa 5 a 6% do NT do leite
(DePeters et al,, 1993). Os compostos
nitrogenados presentes no NNP sdo basicamente
produtos finais do metabolismo do nitrogénio
que alcangam o leite a partir do sangue
(Harding, 1992) e sao definidos na Tabela 6.
Experimentos conduzidos por Juarez et al.
(1979) em amostras representativas de
diferentes rebanhos e regides da Espanha
demonstraram que o NNP respondia por 0,039%
do leite integral, com um desvio-padrao de
0,0057%, com um minimo de 0,026% e um
maximo de 0,054%. Além disto, concluiu-se
que o NNP variava de regido para regido. Neste
mesmo experimento, a PV do leite apresentou
média de 3,13%, com desvio-padrdo de 0,14% e
intervalo de variagdo de 2,77% a 3,65%. Renner
(1982) cita o teor em NNP do leite em 24 a 35
mg/100 mL de leite, com valores extremos de
16 ¢ 50 mg/100 mL, e Robertson & Elfriede
(1990) fazem referéncia a variagdo de 16 a 54
mg/100 mL em leites amostrados de vacas
individuais e 24 a 39 mg/100 mL em leites
amostrados de tanques de refrigeracdo, sendo
que a variagdo do NNP/NT variou de 4,82% a
5,57% em tanques de refrigeracdo e de 3,6 a
6,5% entre vacas individuais.

Tabela 6. Participacdo percentual dos principais compostos do NNP do leite.

Composto nitrogenado  Percentagem relativa em relagio
ao NNP do leite segundo

Concentracdo no leite (%) segundo
Wolfschoon-Pombo & Klostermeyer

Harding (1992) (%) (1981) adaptado por DePeters et al.
(1993)
Uréia 48 14,21
Creatina 8,0 2,55
Creatinina 4,1 1,21
Acido trico 2,7 0,78
Acido orético 5,2 1,46
Acido hipurico 1,4 0,44
Peptideos 11,0 3,20
Amonia 3,1 0,88
Aminoacidos 15,1 443
Desconhecidos 0,48

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

Por cem anos, o gado leiteiro tem sido
selecionado por produtividade e teor em gordura
do leite (Cerbulis & Farrell, 1975) e a gordura

desde os anos 50 tem sido empregada como
parametro de valorizagdo do leite. Mais
recentemente, a  proteina vem  sendo
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amplamente utilizada naquele propdsito em
conjunto com a gordura, inclusive atribuindo-se
a ela, em muitos paises, um valor maior que o
da gordura (Ibarra, 2004). Programas de
pagamento por qualidade (PPQ) a produtores no
mundo sdo comumente baseados em PB,
entretanto, o pagamento baseado em PV
(caseina, proteinas do soro e proteose-peptonas),
uma iniciativa da Franca (Harding, 1992) ¢ de
algumas regides dos Estados Unidos (Barbano
& Lynch, 1992). Nestes paises ndo se paga
portanto a fracdo correspondente ao NNP, que
tem conquistado ateng@o em fungdo do impacto
que ecla apresenta nos sistemas de PPQ, por
possuir pouco valor (Harding, 1992) e por
interferir nos procedimentos de andlise da
proteina (Bruhn, J. C. & Franke, A. A., 1979;
Barbano & Lynch, 1992; DePeters et al.; 1993).
Relativamente a concentracdo de NT, o NNP ¢
um dos componentes mais variaveis (Barbano &
Lynch, 1992), influenciado por alimentacio,
regido, estacio do ano, rebanho e
individualidade do animal, sendo a alimentagdo
0 que mais contribui na sua variagdo (Barbano
& Lynch, 1992; Lundén et al., 1994). Barbano
& Lynch (1992) referem-se a variabilidade do
NNP também quando este é expresso em
percentagem do NT, e estudos por eles
realizados nos Estados Unidos abrangendo uma
ampla regido e conduzido durante seis meses,
descreveram valores para a participacdo
percentual do NNP no NT de 5,88% em média,
com uma amplitude entre propriedades rurais de
3,73% a 7,95%.

A avaliacdo da concentragdo de uréia, NNP e
PB em leite de vacas individualmente
amostradas pode ser util para avaliar programas
de alimentacdo em fazendas, porque o
nitrogénio uréico e o NNP do leite
correlacionam-se muito com o nitrogé€nio uréico
do sangue, perdendo-se sensibilidade para
aquele proposito quando coletadas em tanques
de refrigeracio de propriedades leiteiras
(DePeters et al, 1993; Meyer, 2003).
Entretanto, Refsdal et al. (1985) referem-se a
utilizagdo da quantificacdo da uréia em leites de
tanques de refrigeracdo como um indicador do
suprimento protéico ao rebanho, o que ¢
corroborado por Baker et al. (1995) e Hansen
(1998), com especial atengdo a elevada
correlagdo entre nitrogénio uréico do leite, NNP
do leite e nitrogénio uréico do sangue.

Muitos fatores afetam a distribuicdo do
nitrogénio entre as varias fragdes nitrogenadas
do leite, tais como clima, nutricdo ¢ estado de
saide, estagio de lactagdo, paricdo, ragca e
protedlise bacteriana (DePeters & Cant, 1992).
Uma avalia¢do da variabilidade dos teores nas
diversas fragdes nitrogenadas do leite foi
realizada por Bruhn & Franke (1979) na mesma
época do ano em rebanhos de duas regides da
California diferentes entre si em clima, alimento
disponivel ¢ pureza de sangue dos rebanhos
(Vale de Sdo Joaquim e Norte da Baia de Sao
Francisco). Foram encontradas diferencas
regionais significativas em proteina, NNP e NT
entre as regides, mas ndo quando o NNP foi
expresso em percentagem do NT. O teor médio
em NNP encontrado na regido do norte da Baia
de Sao Francisco foi de 29 mg/100 g e no Vale
de Sdo Joaquim foi de 33 mg/100g. Entretanto,
ambas regides apresentaram a relagdo NNP/NT
de 5,5%. Paquin & Lacroix (1993)
demonstraram que a estagdo do ano ¢ o
regionalismo  proporcionam  variagdo das
proteinas do leite, sendo que as fragdes NT,
NNC e NNP ndo necessariamente apresentam a
mesma variacao.

Verdi et al. (1987) observaram, tanto em um
grupo de propriedades com altas CCS quanto
em outro com baixas CCS, a influéncia de
sazonalidade na PV do leite em propriedades do
estado de Nova lorque, sendo o teor desta, nos
dois grupos, menor nos meses de julho e agosto
(verdo no hemisfério norte) ¢ maior nos meses
de outubro e novembro (outono). Em
experimentos pararelos, foi observado o
aumento do percentual de NNP relativo ao NT
(NNP/NT) do leite nos meses de verdo e
diminui¢do nos meses de inverno nos dois
grupos (com contagens alta e baixa de células
somadticas). A caseina ndo apresentou diferenga
significativa ao longo do ano, ainda que fosse
mensalmente maior no grupo com baixa CCS
(por causa da grande variabilidade entre
propriedades), apresentando em ambos os
grupos um maximo nos meses de outubro e
novembro ¢ um minimo nos meses de julho e
agosto. Quando a caseina foi expressa em
percentagem do NT, foram observados valores
maximos nos meses de inverno e minimos nos
meses de verdo, havendo diferenga significativa
deste analito entre os dois grupos de CCS em 7
dos 12 meses estudados, apresentando maiores
percentuais de caseina no NT o grupo com
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baixas CCS. Sjizarto et al. (1973) ja haviam
observado ao longo de um ano, em leites de
propriedades rurais da provincia de Ontario
(Canadd), menor participagdo percentual da
caseina na proteina total nos meses de julho a
outubro, além de perceberem o aumento
conjunto da participacdo percentual das
proteinas do soro ¢ do NNP na PB com o
decréscimo da participagdo percentual da
caseina na PB. Em um estudo de Sommerfeldt
& Baer (1986) em 1705 rebanhos de trés
estados americanos ao longo de um ano,
demonstrou-se que nos meses de junho, julho e
agosto (verdo no Hemisfério Norte) o teor em
proteina do leite reduzia-se, da mesma forma
que o teor em gordura ¢ em ST. Cerbulis &
Farrell (1975) ja haviam demonstrado haver
diferencas dos teores nas diversas fracoes
nitrogenadas do leite entre ragas européias de
gado leiteiro, sendo que o NNP apresentou
menor variagdo entre racas que entre animais de
uma mesma raga. Em geral, em temperaturas
ambientes mais elevadas, o teor em PB do leite
¢ reduzido.

A mastite resulta em reducdo do teor em caseina
e aumento do teor em proteina do soro, o que
pode ser devido a hidrélise da caseina, cujos
produtos  reacionais  tenderiam a  ser
quantificados junto as proteinas do soro
(DePeters & Cant, 1992). Este processo
inflamatorio da glandula mamaria estd
associado com o aumento da concentracdo de
diferentes enzimas no leite e neste caso, a
principal enzima que apresenta  acdo
caseinolitica € a plasmina. Esta enzima origina-
se a partir do plasminogénio oriundo do sangue
devido a agressdo e ruptura do epitélio
glandular. Ocorre portanto uma rapida
protedlise da P-caseina com formagdo de v-
caseina e proteose-peptonas, sendo que estas
ultimas sdo transferidas para o soro (Auldist &
Hubble, 1998). A albumina do soro,
imunoglobulinas, transferrina, e outras proteinas
do soro tém o seu teor aumentado no leite em
razdo da mudanca da permeabilidade vascular
que ocorre no processo inflamatdrio da glandula
mamaria (Jones & Bailey, 1998).

Experimentos conduzidos em propriedades
rurais do estado de Nova lorque em 1987
mostraram ndo haver diferenga significativa da
PV do leite entre propriecdades com altas e
baixas CCS, mas foi observado que o leite de

propriedades com altas CCS apresentou menor
teor em caseina quando esta foi expressa em
percentagem da PV. Isto foi atribuido a
atividade proteolitica detectada mais
intensamente em leites de propriedades com
altas contagens que em leites de propriedades
com baixas CCS (Verdi et al., 1987). Bueno et
al. (2004) observaram no Brasil, o decréscimo
do teor em proteina em leites com maiores CCS,
com uma variagdo de 5,07% entre leites com
menos de 200.000 células/mL e leites com mais
de 1.000.000 células/mL, sendo o segundo
componente do leite que mais apresentou
decréscimo em seu teor. Neste mesmo estudo,
observou-se o acréscimo significativo de 1,23%
no teor em proteina entre uma classe de leites
com contagem padrado igual ou inferior a 10.000
UFC/mL e uma classe com contagem padrdo
superior a 1.000.000 UFC/mL, provavelmente
em funcdo da concentracdo relativa em virtude
da degradag@o da lactose e gordura.

Em relacdo a lactagdo, observa-se que o teor em
NT, nitrogénio caseinico e NNP decrescem
rapidamente ap6s o parto até um minimo em
torno de 5 a 10 semanas de lactacdo, seguindo-
se um aumento gradual até o fim da lactacdo
(DePeters & Cant, 1992; Fox & McSweeney,
1998).0 teor em caseina no leite declina com o
nimero de pari¢des, sendo que o decréscimo em
PB ndo ¢ tdo grande em razdo do aumento do
NNP (DePeters & Cant, 1992). Com trés anos
de idade, a vaca estd em seu auge em termos de
producdo de leite mais rico em proteina,
declinando gradualmente com a idade, sendo
que o teor em caseina diminui € o teor em
proteinas do soro aumenta (Ng-Kwai-Hang et
al., 1984).

A influéncia da dieta no aporte de proteina no
leite existe mas ¢ menor que os fatores
ambientais e genéticos, ¢ muito mais restritos
quando comparados com alteragdes no teor em
gordura do leite. As alteragdes podem ocorrer
reportando-se 4 quantidade de proteina
produzida por vaca em lactagdo ou ao teor em
proteina do leite. Estudos iniciais sobre a adigao
de gordura a alimentacdo de vacas em lactacdo
mostraram agdo daquelas dietas na redugdo dos
teores em NT, nitrogénio caseinico e nitrogénio
das proteinas do soro (DePeters et al., 1985).
Posteriormente, como conseqiiéncia de estudos
mais aprofundados, outras formas de adicionar
gordura a dieta das vacas foram estudadas. As
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formas de induzir alteragdes nas proteinas do
leite podem ser divididas em dieta protéica,
alteragdo da ingestdo de energia, proporcao
entre forragem e concentrado na alimentacio e
acréscimo de gordura e 6leos & alimentacdo, e
sdo amplamente explanados por DePeters &
Cant (1992), cada um deles apresentando efeitos
positivos e negativos. O aumento dos niveis de
proteina na dieta acima dos requerimentos
animais aumenta o teor em proteina no leite,
primariamente pela elevagdo do teor em NNP
do leite. Entretanto, o fornecimento de niveis
sub-6timos de proteinas na alimentagdo diminui
a producdo de leite mais que o teor em proteina
no leite (Burchard & Block, 1998). Mudangas
na composicdo da gordura do leite,
especialmente aquelas resultantes da
suplementagdo de gordura, ¢ acompanhada por
outras alteracdes, que incluem a diminui¢do da
concentragdo protéica, aumento da concentragao
de uréia, aumento da concentracdo de citrato e
calcio soluvel, mudangas estas que alteram o
rendimento do leite na fabricagdo de queijos e a
estabilidade térmica do leite (Palmquist et al.,
1993).

A engenharia genética pode ser usada para
aproveitar a enorme capacidade da glandula
mamadria na sintese protéica e os resultados
possiveis do uso da tecnologia transgénica
incluem o aumento do teor protéico do leite,
adi¢@o de novas proteinas ao leite e modificacdo
de proteinas endogenas do leite para aumentar
atributos de seu processamento (Karatzas &
Turner, 1997), o que deve ser realizado com a
seguranca necessaria a saide humana e animal
que o procedimento exige.

2.1.2.4 Proteina
proteina bruta

verdadeira €

Nos Estados Unidos e Europa, a proteina ¢é
atualmente o principal componente do leite
considerando-se o valor econdémico a ela
atribuido (Barbano & Lynch, 1992; Grappin,
1992). Em sistemas de PPQ, ha discussoes
amplas entre especialistas de diversos paises
quanto a valorizagdo da PB (percentagem de NT
versus 6,38) ou da PV.

A acuracia das medi¢des do teor em proteina do
leite adquire mais importancia na propor¢do em
que a proteina tem sido mais valorizada em
sistemas de pagamento do leite (Barbano &

Lynch, 1992). A Tabela 12 (IDF, 2002),
corrobora a tendéncia mundial de se considerar
a PB para propdsitos de pagamento por
componentes (Harding, 1992), sendo a Franga a
pioneira na iniciativa de se valorizar a proteina
do leite em termos de PV (Grappin, 1992).
Quando se paga por PB, inclui-se no valor a ela
atribuido o NNP; também, ndo se leva em
consideracdo que proteina € um grupo complexo
que inclui quimicamente um grande nimero de
compostos diferentes entre si (diferentes
proteinas e além delas, as proteose-peptonas) ¢
o emprego de um Unico fator de conversdo do
NT, de 6,38, ndo ¢é igual para cada um deles
(Grappin & Lefier, 1994; Lundén et al., 1994),
pois o teor em nitrogénio ndo € fixo em 15,67%
e varia em cada um daqueles compostos.

No fim dos anos 70, Bruhn & Franke (1979) ja
recomendavam a calibragdo dos espectrometros
de infravermelho em base de PV, excluindo-se
portanto o NNP, sob os argumentos de eliminar
a fonte de erro proporcionada pela variacdo do
NNP, eliminar o pagamento a mais que o NNP
proporcionava aos  produtores e  ndo
superestimar o teor em proteina nas informagdes
nutricionais de rétulos de produtos lacteos.
Robertson & Elfriede (1990) fazem uma ampla
revisdo dos fatores relacionados com a
variabilidade do NNP no leite, citando o estagio
da lactagdo, niimero de lactagdes, raga, mastite,
regido e alimentagdo das vacas, e considerando
este ultimo como o responsavel por 99%
daquela variag¢do. Na Franca, a defini¢do de usar
a PV como base de PPQ do leite no lugar da PB
baseou-se em trés critérios: em primeiro, a
grande variabilidade do teor em NNP no leite,
decorrente de estacdo, regido, individualidade
do animal, individualidade dos rebanhos e das
espécies; em segundo, o baixo valor real do
NNP sendo considerado como de alto valor
quando mensurado junto com a PV ao compor a
PB; e em terceiro, o incremento na acuracia da
medigdo da  proteina  pelo método
espectrométrico quando em bases de PV. Varios
estudos demonstraram o incremento na acuracia
das determinagdes de proteina por EIVM
empregando-se a calibragdo em PV, com
correlagdo elevada (r = - 0,80) entre as
diferencas entre os resultados do método de
referéncia e do método espectrométrico e a
percentagem de NNP, conforme demonstrado
pela Figura 7 (Grappin, 1992). Barbano &
Lynch (1992) fazem referéncia ao erro

31



sistematico de o NNP ser quantificado junto ao
NT no método quimico de Kjeldahl e nao
apresentar absorcao significativa no
comprimento de onda da radiacdo de
quantificacdo da proteina por EIVM. Por sua
vez, Grappin (1992) descreve a interferéncia da
uréia, grande parte do NNP, nas determinacdes
por EIVM, apresentando absor¢do de radiacdo
no comprimento de onda da radiagdo que ¢é
absorvida pela proteina, ¢ evidenciado por meio
da Figura 4. Grandes variagdes no teor em NNP
em diferentes meses do ano e varios estagios de
lactacdo foram responsaveis pelas alteragdes
ocorridas no teor em PB de um experimento
conduzido por Ng-Kwai-Hang et al. (1985) em
28.390  amostras de leite  coletadas
individualmente de 3.600 vacas Holstein em 62
rebanhos da provincia do Québec (Canada),
enquanto que as mudancas ocorridas no teor em

PB em diferentes idades de vacas, diferentes
teores em gordura ¢ de CCS foram atribuidas as
mudancas no teor em PV. Neste mesmo
experimento, concluiu-se que espectrometros de
infravermelho médio (EIM) podem ser
satisfatoriamente empregados para quantificar a
PB em leites se as variagOes testadas fossem
devidas a idade das vacas, gordura e células
somdticas porque as alteragdes estariam
atingindo a fracdo PV, mas a acuricia das
medicdes ¢ significativamente afetada em
fun¢do da estacdo do ano e do estagio de
lactagdo, porque as alteragdes recaem sobre o
NNP do leite. A Figura 3 demonstra a variagdo
do NNP expresso respectivamente em
concentragdo percentual absoluta no leite e
percentual relativo do NT em fungdo dos dias de
lactagdo (Renner, 1982).

Variagdo do NNP com a lactagdo

Proporgéo de NNP no NT (%)

150

430

(7w 0o1L/Bw) NN #p ceSesjusdUo]

50 100 150

200 250 300

Dias de lactagédo

Figura 3. Variacao do NNP do leite em fung¢do dos dias de lactag@o, expresso na forma de teor em mg/100
mL (-0-) e na forma de percentual do NT (-e-). Fonte: Renner (1982).

De acordo com Kuzyk et al. (1994), na
Australia introduziu-se a calibragdo em bases de
PV em 1989 no estado de Vitoria e em 1992 no
estado de Nova Gales do Sul. O método padrao
baseou-se em duas determinacdes pelo método
de Kjeldahl, uma diretamente no leite para
quantificacdo do NT e outra no filtrado de
precipitagdo com 4cido tricloracético a 12% m/v
para determinacao do teor em NNP, sendo a PV
calculada pela diferenca entre o NT e o NNP
multiplicada pelo fator 6,38. Grappin (1992) faz
referéncia a4  grande  variabilidade da
concentragdo da uréia (esta respondendo a

variabilidade das praticas de alimentagdo) como
responsavel pela grande variabilidade no teor
em NNP. A Figura 5, por meio de uma analise
de regressdo, demonstra esta correlagdo. A
Figura 6(a) mostra a variagdo do teor em NNP
no leite ao longo de 12 meses do ano na Franga
e a Figura 6(b) mostra como a época do ano
(meses) interfere na diferenga entre resultados
de proteina obtidos pelo método do Negro de
Amido (determinacdo de proteina) e pelo
método de Kjeldahl (determinagdo de
nitrogénio) quando o método do Negro de
Amido ¢ calibrado em PB e PV.
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Figura 4. Interferéncia de duas concentracdes de uréia na determinagdo da proteina por EIVM, tanto no
comprimento de onda de absor¢do quanto no comprimento de onda de referéncia, no qual a absor¢ao da
proteina é minima, sendo a linha cheia representativa da amostra sem uréia, a linha pontilhada
representativa da amostra com menor concentracao de uréia e a linha tracejada representativa da amostra
com maior concentracdo de uréia. Fonte: Grappin (1992).

Barbano & Linch (1992) destacaram como fonte
de erro sistematico em medigdes de PB por
EIVM, a variagdio do teor em NNP entre
conjuntos de amostras de calibragdo e dentre as
amostras de um tnico conjunto de amostras de
calibracdo, indicando o emprego de calibracao
em base de PV como uma forma de eliminar o
erro sistematico proporcionado pela
variabilidade existente no NNP do leite.

Também levantaram a hipdtese de a variagdo da
percentagem média do NNP presente no NT
entre conjuntos de amostra de calibracdo
contribuir com um erro sistematico de acuracia
de 0,03 a 0,06% absoluto na determina¢do da
PB, alcancando um erro sistematico da acuracia
tdo grande quanto 0,1% absoluto em razdo da
variabilidade daquele pardmetro entre amostras
de um mesmo conjunto de amostras.

0.5

0,4+

Uréia (g/'Kg)

n=28
=075
y=0,003X -2.34

7 8

SNNP/NT

Figura 5: Correlag@o encontrada entre teor em uréia no leite e participacdo percentual do NNP no NT,

segundo Grappin (1992).
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Figura 6: (a) Variac@o sazonal do teor médio em NNP do leite; (b) Diferencas ao longo dos meses do ano
entre 0 método do Negro de Amido e o método Kjeldahl quando o método do Negro de Amido ¢
calibrado em PB (B) e PV (C). Deve-se notar que a relagdo entre os graficos ¢ de resposta inversa. Fonte:

Grappin (1992).
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Figura 7: Diagrama de dispersao das diferengas entre o método espectroscopico no infravermelho médio e
o método de Kjeldahl na quantificagdo do NT versus teor em NNP do leite de 28 amostras de leite de

tanque de refrigerac@o. Fonte: Grappin (1992).

Em experimentos conduzidos por Grappin &
Lefier (1994) com o objetivo de se avaliar o
desempenho dos analisadores de proteina por
EIVM em bases de calibragdo em PB versus
PV, empregaram-se resultados obtidos de
amostras dispostas em oito grupos analisados ao
longo de um ano, cada um deles contendo duas
amostras de cada um dos 15 paises
participantes, perfazendo entdo 240 amostras.
Realizando-se uma calibragdo do espectrometro
para a analise de cada um dos oito grupos de
amostras em base de PB e estabelecendo-se uma
analise de regressdo entre o bias médio
observado em cada um dos oito grupos e a
diferenca entre o NNP das amostras de
calibracdo ¢ o NNP das amostras analisadas,
concluiu que 78% do bias médio observado em

cada grupo eram explicados por aquela
diferenca de NNP existente entre calibragdo e
analise. Para melhor entendimento, o bias
médio refere-se a diferenca média entre
resultados em PB por espectrometria e por
método de referéncia (Kjeldahl) dos oito grupos
de amostras. Calibrando-se o espectrometro em
base de PV, diminuiu-se em duas vezes a
influéncia da estacdo do ano (oito grupos de
amostras), com o intervalo de bias de calibragio
reduzindo-se de 0,111 para 0,056 g/100g.
Estabelecendo-se uma nova andlise de regressao
entre o bias médio observado em termos de PB
em cada um deles e o teor médio em NNP de
cada um dos 15 paises, observou-se que 58%
das diferengas sistematicas entre paises eram
explicados pela variagdo do NNP. Ainda
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segundo Grappin & Lefier (1994), excetuando-
se problemas de satde do animal, a quantidade ¢
a concentracdo de proteina no leite estdo
essencialmente relacionados em longo prazo
com praticas de alimentagdo animal e selecdo
genética, o que tem proporcionado o aumento
daqueles pardmetros ao longo dos ultimos 20
anos anteriores a 1994, sendo importante para a
industria que se valorize diferentemente cada
fracdo protéica do leite.

Sob o ponto de vista de analise laboratorial,
Grappin & Lefier (1994) ressaltam a
possibilidade adicional da execug@o de analise
por EIVM em calibracdo baseada em caseina
(desvio-padrao da acurécia de 0,054 g/100 g) ou
PV (desvio-padrao da acuracia de 0,052 g/100
g) ¢ afirmam que, em razdo da influéncia
significativa da estacdo do ano e regido no teor
em NNP, torna-se necessario um controle
regular e ajuste da calibragio dos
espectrometros com amostras de leite
representativas do local quando a PB ¢ usada
como parametro de referéncia. Por outro lado,
quando o parametro de referéncia é a PV,
materiais de referéncia podem ser empregados
na calibragdo independentemente de época do
ano e dos instrumentos de analise (regido). Isto
¢ a conclusdo de experimentos realizados
empregando-se trés sistemas de calibragdo:
emprego de amostras de calibragio em PB
preparadas no proprio laboratério da Estacdo de
Pesquisas em Tecnologia e Analises de Leite
(Station de Recherches em Technologie et
Analyses Laitiéres - INRA) de Poligny, Franga;
emprego de materiais de referéncia para
calibracdo em PB; e emprego de materiais de
referéncia para calibragio em PV. Dezesseis
amostras de cada um de um total de nove
laboratodrios diferentes coletadas ao longo de um
ano foram analisadas empregando-se os trés
sistemas de calibragdo e observou-se um desvio-
padrdo da acuracia de 0,027g/100 g quando a
calibragdo era feita com material de referéncia
em PV, contra um desvio padrdo da acuracia de
0,048g/100 g com uma calibragdo com material
de referéncia em PB; e 0,055 g/100 g com uma
calibracdo em PB com material preparado no
proprio local.

2.2 INDICADORES DE QUALIDADE
HIGIENICO-SANITARIA DO LEITE

2.2.1 Contagem de microrganismos do
leite

Os microrganismos presentes em leite cru de
tanques de refrigeragdo de propriedades rurais
podem se originar do proprio ubere (parte
interna e externa), de utensilios diversos
empregados na ordenha, inclusive equipamentos
de ordenha (Gehringer, 1991), do ordenhador na
ordenha manual e do proprio tanque de
refrigeracdo. O tempo entre a ordenha e a coleta
para transporte a unidade processadora e a
temperatura na qual o leite ¢ estocado sdo
fatores determinantes para a contaminacao
bacteriana se manter estavel (condi¢ao ideal) ou
aumentar progressivamente, como conseqiiéncia
da multiplicagdo daqueles microrganismos. A
populacdo inicial, temperatura e o potencial de
oxi-reducdo do leite presente no tanque de
refrigeracdo sdo fatores que interferem nas
caracteristicas qualitativas daquela populacdo
bacteriana, com predomindncia de um ou outro
tipo ou grupo de microrganismos. A coleta de
amostra no tanque de refrigeracdo da
propriedade rural para fins de determinacdo da
contagem bacteriana tem portanto o objetivo de
refletir as condi¢des higiénicas e sanitarias do
rebanho, dos procedimentos e das instalagdes da
propriedade rural. A qualidade microbioldgica
do leite recebido por uma industria depende de
fatores que se somam seqiiencialmente, a partir
da qualidade pré-existente no leite do tanque de
resfriamento da propriedade rural, passando
pelas condi¢des de higienizacdo e sanificagdo
dos tanques isotérmicos e tubulagdoes do
caminhdo-tanque que transporta o leite a
industria, da capacidade de impedir o ganho de
calor externo e o tempo de percurso da linha de
captacdo de leite. A Instrucdo Normativa n°
51/2002 (Brasil, 2002a), com o objetivo de
normatizar a qualidade do leite cru refrigerado
no Brasil, estabelece em seu anexo
“Regulamento  Técnico de Identidade e
Qualidade do Leite Cru Refrigerado” os limites
maximos de microrganismos mesofilicos,
adotando como método de referéncia a norma
International IDF Standard 100B:1991 (IDF,
1991a), conforme a Tabela 7. O principio deste
método de ensaio consiste na diluigdo da
amostra de leite cru refrigerado em condigdes de
ensaio microbioldgico e conseqiiente obtencdo
de dilui¢des decimais sucessivas, inoculagdo da
amostra ¢ suas diluicdes em meio de cultura
agar padrdo para contagem em placa, incubacdo
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a 30°C por 72 horas e contagem das colonias
visiveis (IDF, 1991a).

A avaliagdo da qualidade bacterioldgica do leite
cru refrigerado visa subsidiar a melhoria das
condigdes higiénicas e sanitarias de produgdo e

estocagem do leite na propriedade rural, e a
obten¢do de um produto final de qualidade com
baixa contagem de microrganismos
termoduricos (Gehringer, 1991) capazes de
sobreviver a pasteurizagdo e a ultra-
pasteurizagdo.

Tabela 7. Prazo de adequagdo a Instrucdo Normativa n°® 51/2002 conforme a regido, para contagem
padrao em placa do leite cru refrigerado de propriedades rurais (Brasil, 2002a).

Limites Limites Limites Limites
Regionais Regionais ? Regionais © Regionais ¥

Contagem padrdo em Méximo Méximo Méximo Maximo
placa 1x10° 1x10° 7,5x 10° 1L,ox 10> @
3,0x10° ©

Limites regionais: (1) até 01/07/2005 nas regides S/SE/CO e até 01/07/2007 nas regides N/NE do Brasil para estabelecimentos
que se antecipem a instrugdo Normativa n° 51, de 18 de setembro de 2002; (2) de 01/07/2005 a 01/07/2008 nas regides
S/SE/CO e de 01/07/2007 até 01/07/2010 nas regides N/NE do Brasil; (3) de 01/07/2008 a 01/07/2011 nas regides S/SE/CO e
de 01/07/2010 até 01/07/2012 nas regides N/NE do Brasil;. (4) a partir de 01/07/2011 nas regides S/SE/CO e a partir de
01/07/2012 nas regides N/NE do Brasil; (5) ) Limite para leite individual (propriedade rural; (6) Limite para leite de conjunto.

A Instrugdo Normativa n° 51/2002 (Brasil,
2002a), em seu anexo IV, referindo-se aos
métodos de ensaio aplicaveis ao leite cru
refrigerado descreve in verbis: “todos os
métodos estabelecidos acima sdo métodos de
referéncia, podendo ser utilizados outros
métodos de controle operacional, desde que
conhecidos os seus desvios e correlagdes em
relacdo aos respectivos métodos de referéncia”
(Brasil, 2002a), o que corresponde a
possibilidade de utilizacdo de outros métodos de
ensaio desde que validadas frente ao método
considerado de referéncia.

Entre os principais métodos de contagem de
bactérias em leite cru, t€ém-se os métodos que se
baseiam na estimativa das unidades formadoras
de colonias: contagem padrio em placas
(Brazis, 1991), plaqueamento com alga - Plate
Loop method (Hill, 1991a) - e 0 método de tubo
rolado - Roll Tube method (Slaghuis, 1991),
outros que se baseiam na contagem eletronica
de micro-colonias (Suhren & Heeschen, 1991a)
e aqueles que se fundamentam em métodos
microscopicos de contagem, tendo como
representantes a contagem microscopica direta
(Hill, 1991b), a técnica direta de filtro e
epifluorescéncia — DEFT — (Hill, 1991c), a
técnica fluoro-opto-eletrénica de contagem
automatizada (Suhren et al., 1991) e a técnica de
citometria de fluxo (Ninane, 2000; Suhren &

Walte, 2000; Veal et al., 2000). Os métodos que
estabelecem  estimativas  quantitativas  de
populagdes Dbacterianas a partir de suas
atividades metabdlicas sdo representados entre
muitos, por aqueles que se baseiam na redugdo
de corantes e de nitrato, na determinacdo de
piruvato e¢ seus metabolitos e nos principios da
impedanciometria.

Entre os diversos métodos utilizados na
contagem de bactérias no leite cru, o que
atualmente tem se mostrado mais adequado a
grandes numeros de amostras, tais como aquelas
oriundas de controle de rebanhos leiteiros, de
tanques de refrigeragdo de propriedades rurais
ou compartimentos de caminhdes-tanque, ¢
aquele que se baseia no principio de citometria
de fluxo. Segundo Rodriguez-Otero & Hermida
(1993), “Em razdo do grande numero de
métodos disponiveis para avaliar a qualidade
bacterioldgica do leite cru, a escolha do método
depende do proposito da avaliagdo. Em se
analisando um pequeno numero de amostras de
leite, o custo do processo e a quantidade de
trabalho necessaria constituem uma importancia
secundaria; quando se envolve um grande
numero de amostras, como no caso do
pagamento  por qualidade realizado a
proprictarios de fazendas, é importante um
elevado grau de automagdo a um custo
reduzido”.
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A citometria de fluxo tem sido relatada como
uma técnica de contagem de microrganismos,
com as vantagens de automagdo, objetividade e
rapidez, permitindo a contagem de milhares de
células por segundo, agregando-se a isto
algumas desvantagens do método convencional
de plaqueamento, com especial atencdo a
obtengdo demorada da resposta, com etapas
trabalhosas e ndo aplicavel a microrganismos
que ndo crescem em condigdes ordinarias de
incubagdo (Veal et al., 2000).

A citometria de fluxo consiste em quantificar as
células bacterianas por medigdes Opticas quando
elas se encontram em uma fila tinica em frente a
um feixe de luz focado. De modo a colocar as
bactérias uma atras da outra, em um fluxo de
células, elas sdo introduzidas no interior de uma
corrente de fluido de répido escoamento,
chamada de revestimento de fluxo. O
fundamento da formagéo do fluxo é um jato de
fluido isoténico de revestimento (em relagdo as
células) de aproximadamente 100 pm de
didmetro, que flui a uma velocidade de 20
quilometros por hora, dentro do qual as
amostras sdo injetadas a uma velocidade
controlada, comumente entre 10 e 60 puL por
minuto. A amostra, de movimento mais lento, ¢é
hidrodinamicamente levada ao centro da
corrente de fluxo rapido, criando um fluxo
laminar de células que se movem em fila tnica
dentro do citometro (Veal et al. 2000).

De forma geral, na citometria de fluxo, quando
a radiagdo originada de uma lampada de vapor
de mercirio de alta pressdo ou laser ¢
interceptada por uma particula, trés pardmetros
sdo medidos: dispersdo para frente, dispersdo
para o lado e fluorescéncia, sendo que a
quantidade de luz dispersa para frente e para os
lados tende a aumentar com o tamanho da
célula. Adicionalmente, a refratabilidade celular
relaciona-se com as propriedades superficiais e
estruturas internas e isto também afeta a
dispersdo lateral e a dispersdo para frente. A
fluorescéncia natural ¢ emitida por componentes
celulares tais como nucleotideos flavinicos,
piridina e pigmentos foto-sintéticos. Citometros
de fluxo tipicos medem fluorescéncias em trés
comprimentos de onda. A luz de comprimentos
de onda definidos ¢é canalizada a detectores
particulares, como por exemplo, detectores de
fluorescéncia verde, de fluorescéncia laranja e

fluorescéncia vermelha. Sdo as caracteristicas da
fluorescéncia emitida e da luz dispersa que
permitem na citometria de fluxo a diferenciagdo
taxondmica de alguns microrganismos. Por
exemplo, leveduras podem ser distintas de
bactérias baseando-se nas caracteristicas da luz
dispersa devido ao seu grande tamanho e
formato.  Anticorpos ligados a corantes
fluorescentes sdo uteis quando se faz necessario
o emprego da citometria de fluxo com objetivos
de identificacdo microbiana (Suhren & Walte,
2000).

Uma das desvantagens da citometria de fluxo ¢
a baixa capacidade de diferenciacdo de células
mortas de células viaveis. Entretanto, o uso de
procedimentos de imunofluorescéncia
associados ao uso de corantes que se ligam ao
microrganismo quando estes estdo vidveis tem
permitido esta diferenciagdo (Suhren & Walte,
2000).

Os corantes mais comumente usados sdo os
corantes de  DNA, tais como o
diamidinofenilindol (DAPI), e os corantes de
acido nucléico tais como o alaranjado de
acridina, o brometo de etidio ¢ o iodeto de
propidio.( Veal et al. 2000).

Em citometria de fluxo aplicada na contagem de
bactérias totais em amostras de leite cru, faz-se
necessaria o tingimento das células bacterianas
com corantes que se ligam a constituintes
celulares especificos, permitindo a disting@o
entre células de outras particulas. O processo de
tingimento da célula bacteriana ¢ mais
complexo que o tingimento de células de
mamiferos, em razdo da complexidade
estrutural da parede celular. Desta forma,
bactérias Gram-negativas sdo menos permeaveis
que as bactérias Gram-positivas frente a
corantes. Tanto o Tris quanto o EDTA tornam
as bactérias Gram-negativas permeaveis a varias
moléculas ao reduzir a interacdo entre as
moléculas de lipopolisacarides (Suhren &
Walte, 2000).

Os corantes de DNA citados se ligam
usualmente por sua intercalagio dentro da
estrutura helicoidal de cadeia dupla daquelas
moléculas, o que resulta em aumento
consideravel de fluorescéncia em comparacao
com o corante puro (Suhren & Walte, 2000).
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Os contadores de bactérias em leite cru
atualmente disponiveis no Brasil e empregados
pela RBQL (Brasil, 2002b) consistem de um
instrumento completamente automatizado no
qual a bactéria ¢ corada com o brometo de
etidio, de propriedade fluorescente, e os
componentes interferentes presentes no leite,
tais como as células somaticas, sdo eliminados
ou dispersos por tratamento quimico (Suhren &
Walte, 2000). Como citado anteriormente, o
brometo de etidio é um corante que exibe uma
fluorescéncia mais intensa quando ligado ao
DNA e RNA que a sua forma ndo ligada
(Suhren & Walte, 2000). Uma vez as bactérias

Fluxo celular

fluorescentes dispostas em fila inica em uma
corrente  de fluido, sdo individualmente
excitadas por radiacdo laser ¢ a luz emitida ¢
recebida por um detector de fluorescéncia, que
detecta um pulso de luz a cada passagem de
uma bactéria. Os pulsos de luz sdo convertidos
em pulsos eletronicos, que sdo registrados
quando sdo maiores que um valor fixado. A
distribuicdo da altura dos pulsos (PHA) ¢
exibida em wuma tela do software do
equipamento que gerencia os dados via
computador, conforme demonstrado pela Figura
8 (Suhren & Walte, 2000).

Fonte de Laser Detector
= =11
Circulo
de incubacéao
= 1=]"]
Liquido de —
envolvimento Seringa de
celular .
medicdo

Homogeneizador

Liquido de rinsagem

Amostra

Seringa
de
amostragem

Figura 8. Esquema representativo de citometria de fluxo aplicado na contagem bacteriana em leite cru.

Fonte: Suhren & Walte (2000) modificado.

A amostra de leite, ainda fria em razao da
refrigeragdo previamente imposta, ¢ agitada e
uma aliquota de leite ¢ transferida por uma
pipeta para o interior do instrumento. Parte do
leite ¢ empregada para limpar e preencher o
sistema. Apos a filtragdo por um filtro de poro
de 100 pm, uma aliquota volumetricamente
mensurada do filtrado ¢ dispensado em um
pequeno béquer da unidade de incubagdo, onde

recebe o reagente de incubagdo (tampao, corante
e enzima) adicionados. Durante a incubagdo a
50°C, que dura alguns minutos, a mistura de
leite e reagente de incubagdo sdo tratados duas
vezes por um homogeneizador. Desta mistura
homogeneizada, uma outra aliquota passa por
um filtro de poro de 100 um. A primeira parte é
descartada e a parte remanescente ¢ transferida a
uma seringa de medigdo pela qual esta mistura é
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injetada no fluxo celular onde o liquido de
envolvimento (detergente e tampdo) carreia a
corrente de amostra através do fluxo celular

(Suhren & Walte, 2000), conforme demonstrado
pela Figura 9.

Figura 9. Esquema demonstrativo da formagao do fluxo celular na citometria de fluxo.

Todo o sistema ¢ limpo entre a quantificagdo de
bactérias de uma amostra e a quantificagdo da
amostra seguinte (Suhren & Walte, 2000).

Segundo Suhren & Walte (2000) e Bolzoni
(2000) a CCS superior a 1.000.000 células/mL
interfere aumentando a contagem bacteriana no
citometro de fluxo.

Através de uma regressdo linear entre a
contagem bacteriana total (CBT), também
conhecida como contagem bacteriana individual
(CBI), obtidas com a citometria de fluxo ¢ a
contagem de macro-coldnias pelo método de
plaqueamento em agar padrdo de mesmas
amostras (em grande numero), ambas expressas
em logaritmo decimal, obtém-se uma equacao
de calibragdo do tipo y = a + bx, sendo x o
logaritmo decimal das contagens de bactérias
individuais obtidas pela citometria de fluxo e y
o logaritmo decimal das contagens bacterianas
em unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL), a qual ¢ empregada na
transformag@o de bactérias presentes na amostra
(CBT) em UFC/mL.

2.2.2 Contagem de células somaticas do
leite

A mastite ¢ a reagdo inflamatdria do tecido do
ubere (Verdi et al., 1987) as injurias bacteriana,
quimica, térmica ou mecanica (McGill
University, 2006) e as células somaticas sdo
parte desta reacdo inflamatéria (Godkin, 2000).
Decorrente da destrui¢do do tecido produtor de
leite (Godkin, 2000) e do aumento da
permeabilidade das membranas (Kitchen, 1981;

Verdi et al., 1987) ocorre incremento de células
de defesa, enzimas e outros fatores
imunolégicos (Verdi & Barbano, 1991; Godkin,
2000). As células somaticas de defesa sdo em
sua maioria neutrdfilos (Kehrli & Shuster, 1994)
e as enzimas encontradas no processo sdo
proteases enddgenas (Verdi et al., 1987), sendo
a plasmina a protease mais significante em leites
com CCS superiores a 1.000.000 células/mL, e
causam a degradacdo da caseina (Saeman et al.,
1988). No leite tem-se a diminui¢do de sua
producdo e alteragdo de sua composigdo
(Kitchen, 1981; Fernandes et al., 2004).

A contagem de células somaticas no leite
amostrado individualmente de vacas e no tanque
de refrigeracdo da propriedade rural pode ser
utilizado para se obter uma estimativa
quantitativa do processo inflamatério (Godkin,
2000) e a despeito de a saude do ubere ser
extensamente avaliada em fung¢do da CCS no
leite, Sloth et al (2003) sugerem que ha um
potencial real na melhoria daquela avaliacdo
empregando-se métodos de analise
multivariada, com a avaliagdo de pelo menos
oito parametros de qualidade do leite, inclusive
a CCS.

As alteracdes decorrentes do  processo
inflamatorio da glandula mamaria
proporcionadas aos principais componentes do
leite ja foram abordados anteriormente, em se
fazendo referéncia a composicdo do leite.

Além do aumento da CCS, ocorre em vacas com

mastite, a redu¢do da produgdo de leite e
alteracdo da qualidade para processamento dos
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principais componentes, tais como gordura e
proteina (Moxley et al., 1978; Munro et al.,
1984; Bartlett et al., 1990; Klei et al., 1998),
lactose e minerais (Klei et al, 1998; Fernandes
et al., 2004) com conseqiiente reducdo do
rendimento de queijos (Auldist & Hubble, 1998;
Klei et al., 1998) e alteracdo de sua composi¢ao
por meio dos teores em gordura, proteina,
umidade e ST em relagdo ao teor em sélidos ndo
gordurosos (SNG) (Politis & Ng-Kwai-Hang,
1988a), alteracdo da proporgdo entre diversas
proteinas do leite, com aumento da albumina
sérica do leite e imunoglobulinas ¢ redugdo da
lactoglobulina, og-caseina, p-caseina, e «-
lactalbumina (Haenlein et al.,, 1973), do
aumento do tempo de corte da massa coagulada
(Politis & Ng-Kwai-Hang, 1988b), rancidez,
alteragdes de aroma e textura (Schéellibaum,
2000), alteracao de sabor e reducdo do prazo de
validade em leites pasteurizados para consumo
final (Ma et al., 2000), hidrdlise da proteina em
queijos cottage (Klei et al., 1998), entre muitos
outros amplamente abordados por Munro et al.
(1984). Conseqiientemente, a mastite ndo deve
ser avaliada somente sob o ponto de vista
higiénico-sanitario, mas também sob o ponto de
vista economico. Munro et al. (1984) citam o
impacto da mastite no aumento do custo da
producdo de leite na Australia, sendo observada
reducdo do teor em PV em CCS superiores a
100.000 células/mL (Barbano et al., 1991).

A legislagdo norte-americana permite um
maximo de 750.000 células/mL em leite
representativo de produtor individual (FDA,
2003), ja tendo sido recomendada a redugdo

deste limite segundo orientacdo do National
Mastitis Council (Ott et al., 1999) e outras
instituigdes americanas (Norman et al., 2000)
para valores de 600.000 células/mL, 500.000
células/mL e 400.000 célulass/mL em um
periodo de quatro anos (Ott et al., 1999).
Estudos envolvendo 539.537 amostras de
rebanho daquele pais no periodo de 1996 ¢ 1997
revelaram uma média de 310.000 células/mL
(Norman et al., 2000). Na Comunidade
Econdémica Européia (CEE), a Diretiva
92/46/CEE (CEE, 1992) estabelece um maximo
de 400.000 células/mL no leite de propriedades
rurais dos paises integrantes da Comunidade
Econémica Européia. A Austria apresenta a
mais baixa CCS da Europa, algo superior a
100.000 células/mL, e Alemanha, Holanda,
Suécia e Reino Unido apresentam uma
contagem inferior a 200.000 células/mL.
Entretanto, a Dinamarca apresentou em 1997
uma média de 247.000 células/mL, aumentando
provavelmente para 320.000 células/mL
posteriormente, com o aumento da participagdo
do leite orgénico para 60 por cento do volume
total (Hillerton, J. E., 2000). Na Australia e
Nova Zelandia os limites para células somaticas
sdo também de 400.000 células/mL e no
Canada, 500.000 células/mL (Ingalls, 2001). No
Brasil, a Instru¢do Normativa n° 51/2002
(Brasil, 2002a) estabelece os limites de CCS no
leite refrigerado a granel de tanques de
refrigeracdo de propriedades rurais em um
sistema de implantagdo e adequagdo progressiva
conforme a regido do pais, demonstrado pela
Tabela 8.

Tabela 8. Prazo de adequacdo a Instru¢do Normativa N° 51/2002, conforme a regido, para CCS do
leite cru refrigerado de propriedades rurais (Brasil, 2002a).

Limites Limites Limites Limites

Regionais Regionais Regionais Regionais ¥
CCS (células/mL) Maximo Maximo Maximo Maximo
1x10° 1x10° 75x 10° 4,0x 10°

Limites regionais: (1) até 01/07/2005 nas regides S/SE/CO e até 01/07/2007 nas regides N/NE do Brasil para estabelecimentos
que se antecipem a instru¢do Normativa n° 51, de 18 de setembro de 2002; (2) de 01/07/2005 a 01/07/2008 nas regides
S/SE/CO e de 01/07/2007 até 01/07/2010 nas regides N/NE do Brasil; (3) de 01/07/2008 a 01/07/2011 nas regides S/SE/CO e
de 01/07/2010 até 01/07/2012 nas regides N/NE do Brasil;. (4) a partir de 01/07/2011 nas regides S/SE/CO e a partir de
01/07/2012 nas regides N/NE do Brasil.

40



Os métodos de CCS atualmente em uso no
Brasil e normatizados pela FIL por meio da
norma International IDF Standard 148A:1995
sdo o método microscopico ¢ o método fluoro-
opto-eletronico (IDF, 1995a). O método
baseado em citometria de fluxo, ainda que nao
normatizado por aquela instituigdo, constitui
uma inova¢do. O método microscopico ¢
considerado pela FIL como o método de
referéncia, e consiste em se distribuir
adequadamente uma aliquota de leite sobre uma
area demarcada sobre uma lamina de vidro e
sobreposi¢do de solucdo corante de azul de
metileno ou brometo de etidio. Com o emprego
do fator microscopico, e contando-se as células
somaticas em determinada area da lamina,
obtém-se o numero de células somaticas por
mililitro de leite (células/mL). Em se
empregando o azul de metileno, as células
somaticas coram-se de azul e associando-se a
morfologia que lhe sdo proprias, podem ser
diferencadas dos globulos de gordura, micelas
de caseina, bactérias e leveduras. O brometo de
etidio ¢ empregado quando se dispde de
microscopia com técnica de fluorescéncia, uma
vez que esta substancia tem afinidade pelo DNA
da célula e adquire fluorescéncia verde quando
submetido a excitacdo com luz ultravioleta
(IDF, 1995a; Canadian National Comitee,
1994). O método fluoro-opto-eletronico consiste
em um método indireto automatizado, em que
uma aliquota de leite ¢ submetida a um
tratamento quimico-enzimatico para eliminagdo
de interferentes (bactérias, leveduras, globulos
de gordura e micelas de caseina). As células
somaticas sdo entdo coradas pelo brometo de
etidio que se une ao DNA da célula. O liquido
contendo as células coradas ¢ distribuido na
forma de um filme fino em um disco de rotagao,
que ¢ inspecionado automaticamente por um
microscopio. Cada célula observada pelo
microscopio gera um pulso que é amplificado e
traduzido em nimero de células somaticas por
mililitro de leite (IDF, 1995a). O método
baseado em citometria de fluxo funciona nos
mesmos termos daquele empregado para
contagem de bactérias em leite, exceto pelo fato
de o sistema permitir eliminagdo das estruturas
possivelmente interferentes (bactérias,
leveduras), permitindo somente a CCS.

23 DETERMINACAO ANALITICA
DE NITROGENIO E PROTEINA

Existem varios métodos de determinagdo de
proteinas em produtos alimenticios, aplicando-
se portanto também ao leite de vaca. Com a
finalidade de se quantificarem as proteinas
totais do leite e derivados lacteos, os métodos
mais utilizados sdo o método de Kjeldahl, os
métodos por fixacdo de corante (principalmente
o Negro de Amido), a EIVM e a espectrometria
com radiagdo no intervalo de comprimento de
onda do ultravioleta. Com a finalidade de
separacdo, identificacdo e quantificagdo das
fragdes nitrogenadas do leite empregam-se
métodos fundamentados em cromatografia,
eletroforese, fluorescéncia e imunologia (Veloso
etal., 2001).

A analise de NT ainda ¢ o principio mais usado
para quantificar proteinas na presenca de outros
componentes ndo protéicos, tais como
carboidratos e lipidios, uma vez que a medida
do nitrogénio geralmente ¢ uma boa estimativa
do conteudo de proteina de materiais bioldgicos,
ainda que este eclemento quimico ndo esteja
presente sO nas proteinas, mas também de
outros componentes tais como acidos nucléicos,
aminas e carboidratos e lipidios com radicais
nitrogenados (Gomes, 1996). Estes métodos
baseiam-se na conversdo do nitrogénio de suas
varias formas de ocorréncia existentes na
matéria organica, para nitrogénio elementar (N;)
ou para ions amdnio (NH,"), os quais sdo entio
quantificados. Neste grupo encontram-se o
método de Dumas, o método de Warrentrapp e
Will e o método de Kjeldahl (Gomes, 1996).

O método de Kjeldahl, que se baseia na
degradagdo quimica da proteina e conversdo do
NT a ion amonio, em razdo de sua importancia
na quantificacdo de proteinas do leite como
método de referéncia, ele sera posteriormente
descrito de forma mais detalhada que os demais
métodos presentes.

O método de Dumas, desenvolvido em 1831,
fundamentou-se na combustdo completa a 700-
750°C do material organico catalisada por 6xido
cuprico, com formagao de nitrogénio molecular
(N2), o qual por ser gis, ¢ medido
volumetricamente (Gomes, 1996). O leite, por
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possuir  diversos  constituintes  (proteinas,
gordura, etc.), ndo se presta bem a analise por
esta técnica, de modo que foi substituida pelo
método de Kjeldahl como método de referéncia
(Guillou et al. 1986).

O método de Warrentrap e Will, desenvolvido
em 1841, consiste no aquecimento da amostra
na presenga de carbonato de sddio. Forma-se
amonia, que ¢ liberada na forma gasosa e fixada
por rea¢do com acido cloroplatinico, formando-
se cloroplatinato de amonio, que ¢é precipitado,
seco e pesado. Posteriormente, a técnica evoluiu
por recep¢do do amoénio liberado em acido
cloridrico padronizado, doseando-se a amonia
por contra-titulagdo (Gomes, 1996).

Guillou et al. (1986) fazem referéncia ao
método de Kofranyi como uma possibilidade
adicional de execug¢do da quantificagdo da
proteina em produtos alimenticios. N&o se trata
de um método de dosagem do NT, entretanto se
fundamenta na propriedade de as proteinas
liberarem amodnia em um meio reacional
fortemente  alcalino  proporcionado  por
hidréxido de sodio. Uma destilagdo subseqiiente
permite a liberagdo do aménio produzido, o qual
¢é recebido e fixado em uma solugdo de acido
boérico e quantificado por titulagdo contra acido
cloridrico. A validacdo do método ¢é limitada,
pois as proteinas ndo apresentam 0O mesmo
numero de aminoacidos suscetiveis de liberarem
0 amdnio. Em leite foi empregado como método
de rotina, e ndo é mais utilizado.

Nem todos os métodos baseados na degradagdo
das proteinas por via quimica tém aplica¢do
eficaz aos produtos alimentares ¢ muitos
deixaram de ser utilizados devido a duragao do
tempo de analise e do custo (Veloso et al.,
2001).

O método de quantificagdo titulométrica da
proteina total apos reagdo com o formol ¢ um
método citado por Guillou et al. (1986). Foi
muito aplicado na quantificagcdo de proteinas do
leite e correlaciona-se bem com o método de
Kjeldahl dentro de certos limites (Gomes,
1996). Ainda segundo Gomes (1996), a amostra
¢ adicionada de solucdo de hidroxido de sodio
at¢ pH 83, quando entdo adiciona-se
formaldeido. Neste pH, os grupos amino livres
das proteinas, (mais precisamente o NH,
terminal ¢ NH; epsilon do aminoacido lisina ¢ o

NH, ndo alfa do aminoacido arginina) reagem
com o formaldeido adicionado, formando
compostos iminicos com liberacdo de prétons,
ocorrendo portanto a diminuicdo do pH. Em
seguida a amostra ¢ titulada contra a solugdo de
hidréxido de sodio padronizada até retorno do
meio reacional ao pH de 8,3. Esta variacdo do
pH por adicio do formaldeido relaciona-se
estreitamente com o conteudo de lisina e
arginina na amostra, e indiretamente com o seu
teor protéico. Deve ser elaborada uma curva e
obtida uma equagdo de regressdao analisando-se
amostras pelo método de Kjeldahl e por este
método, relacionando quantidade de hidroxido
de s6dio empregada para reverter a diminui¢ao
do pH e os teores protéicos das amostras. Como
os teores em lisina e em arginina sdo diferentes
para cada tipo de proteina, a curva obtida deve
ser especifica para cada matriz diferente. Desde
a década de setenta a técnica ndo ¢ mais
empregada como método de rotina na
quantificag@o de proteinas do leite (Guillou et
al. 1986).

Os métodos baseados em fixacdo de corante
(dye binding) fundamentam-se na fixagdo pelas
proteinas da amostra de substancias corantes
adicionadas, com formacdo de complexos
coloridos insoluveis. As substancias corantes
sdo disponibilizadas ao meio reacional em
quantidade conhecida e em excesso. O excesso
de corante ndo fixado presente no sobrenadante
¢ separado do complexo precipitado formado e
determinado por espectrofotometria de absor¢ao
no visivel no comprimento de onda de absorgdo
do corante (Guillou et al. 1986). A separacdo do
complexo insoluvel pode ser realizada por
filtracdo ou centrifugacdo (Dolby, 1961). A
quantidade de proteina na amostra ¢ a densidade
optica do sobrenadante sdo inversamente
proporcionais (Guillou et al. 1986). Os corantes
mais utilizados na determinagdo das proteinas
do leite sdo o Negro de Amido 10B, o Laranja
Acido 12 e o Laranja Acido 10 (ou Laranja G)
(Ribadeau-Dumas & Grappin, 1989; Veloso et
al., 2001). De acordo com Ribadeau-Dumas &
Grappin (1989), a quantidade expressa em
unidade de massa de corante ligada por unidade
de massa de proteina denomina-se capacidade
de ligacao do corante (dye-binding capacity),
abreviada por DBC. Sob o ponto de vista
quantitativo, as diversas fragdes protéicas ou
nitrogenadas do leite reagem diferentemente
com o corante, de modo que apresentam
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diferentes valores de DBC e o NNP do leite ndo
se liga a corante, permanecendo no
sobrenadante.

Especialmente o procedimento empregando o
Negro de Amido foi posto em pratica e
mecanizado, o que permitiu a quantificacdo de
proteina rotineiramente em larga escala, com
acuracia e baixo custo (Van Reusel & Klijn,
1987). Nos anos 60, a Franga iniciou a analise
de proteina em base de PB em rebanhos leiteiros
pelo método no Negro de Amido (Grappin,
1992).

Experiéncias t€ém mostrado que, ainda que as
varias fragdes protéicas do leite apresentem
valores de DBC levemente diferentes, a
principal fonte de discrepancia entre o método
dye-binding e o método de Kjeldahl ¢ a variagdo
do teor em NNP (Dolby, 1961; Waite & Smith,
1972).

O método de ligagdo a corante para doseamento
de proteinas em leite encontra-se normatizado
pelos métodos 967.12 ¢ 975.17, respectivamente
empregando laranja acido 12 e negro de amido
10B (Bradley Jr., 2000). A FIL normatizou o
método como de rotina por meio do
International ~ IDF Standard 98A:1985,
baseando-se na capacidade ligante do Negro de
Amido (IDF, 1985a). Van Reusel & Klijn
(1987) referem-se & substituigdo ampla do
procedimento do Negro de Amido pelos
métodos baseados em EIVM, especialmente nos
procedimentos de rotina realizados em larga
escala.

Guillou et al. (1986) referem-se como técnicas
colorimétricas ja empregadas na quantificacdo
de proteinas do leite os métodos de Folin
Ciocalteau, de 1927 ¢ o método classico do
Biureto.

Os métodos de Folin Ciocalteau e o de Lowry
consistem na reagdo de oxi-redu¢do de um
reativo fosfomolibdico fosfotingstico oxidante
(Guillou et al. 1986), conhecido como reativo de
Folin-Ciocalteau (Van Camp & Huyghebaert,
1996), com os aminoacidos tirosina e triptofano
das proteinas, estes redutores, com formagéo de
compostos coloridos (Guillou et al. 1986). A
intensidade da cor desenvolvida, medida por
espectrofotometria no visivel, é proporcional a
concentragdo de proteinas presente na amostra.

Estes métodos ndo apresentam uma boa
correlagdo com o método de Kjeldahl, o que,
associado a pouca estabilidade do composto
corado e ao mecanismo reacional mal
conhecido, levaram a pouca utilizagdo na
determinagdo das proteinas do leite (Guillou et
al. 1986).

O método do Biureto ¢ uma técnica empregada
em situagdes que requerem um método rapido
mas ndo muito exato (Gomes, 1996). O método
fundamenta-se em uma reacdo entre a ligacdo
peptidica das proteinas e um metal de transi¢éo,
que pode ser o niquel ou o cobre, com formacgao
de um complexo estavel e colorido, cuja
intensidade de cor ¢é medida por
espectrofotometria a um comprimento de onda
de 540 nm. Sua aplicag@o a dosagem de proteina
do leite foi pequena. Sdo interferentes a técnica
0 NNP ¢ a gordura lactea (Guillou et al. 1986).

O método turbido-nefelométrico de analise de
proteinas totais baseia-se na nefelometria, que
consiste na medida da luz dispersada pelas
particulas coloidais. No nefeldmetro, um feixe
luminoso monocromatico de grande intensidade
¢ emitido. O cone de luz ¢ recolhido apos
focalizagdo sobre um detector fotico e o sinal
elétrico, medido em volts, ¢é diretamente
proporcional a turbidez da solugdo. Este método
foi aplicado na quantificacdo das proteinas e da
gordura do leite. O estabelecimento por
padronizagdo de uma curva de regressdo
permite transformar a percentagem de turbidez
obtida pelo equipamento em concentragdo de
proteinas. A formag@o do coldide protéico se da
por reagdo com uma mistura de acido acético
glacial, anidrido acético e acido para-tolueno
sulfonico. Consiste de um método simples,
rapido e de baixo custo, apresentando uma boa
repetitividade (Guillou et al. 1986).

As proteinas do leite podem ser quantificadas
por espectrometria de absor¢do no ultravioleta
(UV) em razdo de os aminoacidos aromaticos
tirosina, triptofano e menos significativamente a
fenilalanina apresentarem a propriedade de
absorver a luz no intervalo de comprimento de
onda do ultravioleta (Guillou et al. 1986). Mais
precisamente, esta propriedade deve-se ao
grupamento  fenodlico da tirosina e ao
grupamento indélico do triptofano (Van Camp
& Huyghebaert, 1996) e ao grupamento fenil da
fenilalanina (Guillou et al., 1986). Este método
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foi freqiientemente aplicado na dosagem de
proteinas do leite baseando-se na proporgdo
existente entre a intensidade do pico de
absor¢ao a um comprimento de onda de 280 nm
e o teor em proteinas. Este comprimento de
onda deve-se ao pico de absor¢do maximo da
tirosina e do triptofano (Iwaida et al., 1967). O
método apresenta diversos problemas, sendo um
deles o fato de as diversas proteinas possuirem
teores diferentes em aminoacidos aromaticos,
apresentando portanto absorgdes diferentes da
radiagdo ultravioleta, o que conduz a uma baixa
correlagdo com o método de Kjeldahl. Outro
problema ¢ o fato de a especificidade do método
ser afetada pela presenga de outras substincias
capazes de apresentarem absor¢do da radiacdo
ultravioleta no mesmo comprimento de onda,
tais como os acidos nucléicos e nucleotideos
(Guillou et al. 1986).

Os métodos fotométricos por fluorescéncia no
ultravioleta foram métodos ja empregados na
quantifica¢do de proteinas do leite. Estas
técnicas fundamentam-se na propriedade de
certas substdncias possuirem grupamentos
quimicos  capazes de apresentarem a
propriedade da fluorescéncia. Existem dois tipos
de métodos fluorimétricos no ultravioleta:
aqueles que se baseiam na propriedade de os
aminoacidos aromaticos das proteinas (tirosina e
triptofano) absorverem a energia ultravioleta a
um comprimento de onda de 278 nm e emiti-las
sob forma de fluorescéncia a 340 nm, e os que
consistem na utilizacdio de fluordforos
(moléculas organicas que emitem fluorescéncia
a um comprimento de onda definido) que se
fixam as proteinas. Nos dois métodos, a
intensidade de fluorescéncia é proporcional a
concentrago de proteinas da amostra. O método
apresenta baixa correlagdo com o método de
Kjeldahl, principalmente em casos de leites de
vacas amostradas individualmente em razdo de
variacdes nos teores em aminoacidos com
grupamentos fluorogénicos (Guillou et al.,
1986). O método fotométrico por fluorescéncia
com a utilizagdo de fluoréforo emprega o orto-
ftaldialdeido e a fluorescamina, respectivamente
com medi¢des de intensidade de fluorescéncia
nos comprimentos de onde de 340 nm e 480 nm.

O método de quantificagdo das proteinas totais
do leite que se baseiam no principio da EIVM,
em razdo de sua importdncia atual na
quantificag@o de proteinas do leite como método

indireto, sera posteriormente descrito de forma
mais detalhada que os demais métodos
presentes.

2.3.1 Analise de nitrogénio pelo
método de Kjeldahl (referéncia)

Conforme IDF (1999), os métodos de referéncia
sdo aqueles internacionalmente reconhecidos
por especialistas ou por concordancia entre
partes, que fornecem o valor “verdadeiro” ou
“valor designado” da quantidade de substancia a
ser quantificada em uma matriz. Os métodos
indiretos, por sua vez, sdo aqueles que ndo
medem diretamente o componente que se
pretende quantificar, mas propriedades que sdo
funcionalmente associadas a ele. E de se esperar
para estes métodos portanto, a existéncia de
uma forte correlagdo entre a propriedade
quantificada e a substancia alvo.

No grupo dos métodos que se baseiam na
determinagdo de proteina a partir da
quantifica¢@o do nitrogénio, o mais amplamente
aceito foi o método de Kjeldahl, publicado em
1883 e desenvolvido por Johan Gustav
Christoffer Thorsager Kjeldahl (Gomes, 1996).
Trata-se de um método internacionalmente
reconhecido como método de referéncia para
quantificacdo de proteina em produtos lacteos,
uma vez que no leite e em outros alimentos, o
nitrogénio ¢ o elemento que essencialmente
caracteriza as proteinas (Grappin & Ribadeau-
Dumas, 1992; IDF, 1999).

No desenvolvimento do método em 1883,
Kjeldahl observou que ao se aquecerem
compostos organicos na presenga de acido
sulfurico, o nitrogénio era convertido
quantitativamente em sulfato de amoénia e podia
ser subseqiientemente estimado como amonia
por destilagdo apds adi¢do de hidroxido de sodio
seguida de titulagdo. Durante a digestdo, o
carbono ¢ transformado em dioxido de carbono
(CO, ) e o hidrogénio em agua (H,O) (Grappin
& Ribadeau-Dumas, 1992), ocorrendo no
processo a desidratagdo ¢ a carbonizagdo (Van
Camp & Huyghebaert, 1996). Guillou et al.
(1986) referiram-se a uma temperatura de
250°C para ocorrer a digestdo ¢ mineralizagdo
do nitrogénio presente na matéria orgénica a ion
amonio, mas segundo Silva (1990), a
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temperatura na mineralizagdo deve ser de 450°C
para sistemas fechados e 400°C para sistemas
abertos. O método padronizado pela FIL prevé
uma temperatura maxima na digestdo de 430°C

H,80,

Matéria organica

(NH4)2804 + 2NaOH

s

NH 5+ H3BO3 —— NHzHoBO3

(IDF, 1993). As equagdes quimicas que
explicam o processo de mineralizagdo do
nitrogénio sdo demonstradas pela Figura 10.

§04+ 80g + COp + Hy0 + (NHy) 80,

NapS0y +2 NHg + H,0

NHH2BO3 + HCI —— HzBO3 + NH,C

Figura 10. Representag@o da conversdo da matéria organica nitrogenada em sulfato de amonio, da reacao
que ocorre de liberagdo de amdnio em meio alcalino e do recebimento do amdnio destilado em acido

bodrico no método de Kjeldahl..
Fonte: Gomes (1996) ¢ Silva (1990) modificado.

O método de Kjeldahl, para andlise de NT e
NNP em leite encontra-se normatizado pela
AOAC desde 1994 pelos métodos 991.20 e
991.21 (Bradley Jr., 2000) e pela FIL por meio
da norma International IDF Standard 20B: 1993
(IDF, 1993). O método tem sido estudado
extensivamente e o procedimento, revisado
periodicamente para melhorar a eficiéncia da
digestdo ¢ a sua acuracia, com o objetivo de
converter o mais rapidamente possivel a
totalidade do nitrogénio orgénico, inclusive
aqueles compostos mais resistentes, em ion
amonio (NH,'), sem perda de nitrogénio por
decomposi¢do térmica da amoénia (Grappin &
Ribadeau-Dumas, 1992). O método ¢
usualmente classificado em macro, semi-micro
e micro Kjeldahl conforme a quantidade
absoluta de proteina na amostra que vai sofrer
digestdo, sendo 100 a 300 mg, 50 a 100 mg ¢
menos de 50 mg, respectivamente, os valores de
cada classe (Gomes, 1996). Ja ¢ bem
estabelecido que uma digestdo altamente
eficiente e uma boa recuperagdo do nitrogénio
(acima de 99%) s6 sdo obtidos com a adigdo de
catalisador, usualmente selénio, mercurio ou
cobre, e com uma propor¢ao adequada entre o
sulfato de potassio (K,SO,) e o acido sulfurico
(H,SO,), o que permite ser alcangada uma
temperatura elevada de ebulicdo. Varias
concentragdes de sulfato de potassio, tipos de
catalisadores (selénio, mercurio, cobre) e
agentes oxidantes ja foram testados (Grappin &

Ribadeau-Dumas, 1992). Entre os agentes
oxidantes tém-se como exemplos o perdxido de
hidrogénio (IDF, 1993; Van Camp &
Huyghebaert, 1996), o 4cido perclorico,
persulfatos e o acido cromico (Van Camp &
Huyghebaert, 1996). O uso de agentes oxidantes
aumenta o risco da perda de nitrogénio,
entretanto o peroxido de hidrogénio tem
conferido bons resultados, sobretudo em
matrizes ricas em carboidratos e gorduras, além
de evitar a formagdo excessiva de espuma
(Silva, 1990). Processos de digestdo por
microondas, que se constituiram de uma
inovagdo ao processo tradicional, apresentam
um periodo de digestdo muito mais curto que o
método de digestdo tradicional e a adicdo de um
agente oxidante como o perdxido de hidrogénio
mostrou-se fundamental para a adequada
mineralizagdo do nitrogénio (Suard et al., 1997).
Se, com compostos mais resistentes a digestdo o
mercurio € certamente o mais eficiente
catalisador, ndo é muito usado em razdo de
aspectos ambientais. O sulfato de cobre, que foi
primeiramente proposto por Rowland em 1938
na propor¢do de 0,2g/5 mL de acido sulftrico
(Grappin & Horwitz, 1988), para analises de
leite tem se mostrado uma boa alternativa
(Grappin & Ribadeau-Dumas, 1992). Estudos
de Rexroad & Cathey (1976) citados por
Grappin & Ribadeau-Dumas (1992)
demonstraram que o uso dos catalisadores 6xido
merctrico (HgO) e sulfato ciprico (CuSO,)
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proporcionam resultados idénticos, a despeito
da possibilidade da formagdo de complexos
entre 0o ion amdénio e o mercirio no meio
reacional que prejudicaria a liberagdo do gas
amoniaco  subseqiiente a  alcalinizagdo,
tornando-se necessaria a adi¢do de sulfito de
potéssio ou tiossulfato de soédio (Van Camp &
Huyghebaert, 1996) ou tiossulfato de zinco
(Silva, 1990) para desestabilizar o complexo
mercurio-amoénia formado. O selénio, ainda que
acelere a digestdo, tem sido associado a perda
de nitrogénio (Silva, 1990). A ultima versdo da
FIL da norma do método de ensaio de
determinag¢do do teor em nitrogénio do leite,
International IDF Standard 20B:1993, define o
sulfato de cobre penta-hidratado como o
catalisador a ser empregado, na propor¢dao de
0,05 g para 5 gramas de leite no processo macro
Kjeldahl, e 0,210 g para 2 gramas de leite no
processo semi-micro Kjeldahl (IDF, 1993).
Rowland (1938), citado por Grappin &
Ribadeau-Dumas (1992), recomendou
originalmente uma concentragdo de 0,2 g de
sulfato de cobre penta-hidratado para cada 5 mL
de acido sulfurico empregado.
Comparativamente, uma menor quantidade de
cobre foi recomendada pela norma analitica da
FIL para prevenir a formacdo de complexos
amoniacais com o cobre, o que leva a uma
estimativa do teor em nitrogénio 1% inferior em
termos relativos (Grappin & Ribadeau-Dumas,
1992).

Uma recuperagdo total da amoénia a partir do
digerido pode ser obtida pela alcalinizagdo (pH
11-13) e uma destilagdo direta por 5 a 20
minutos com fornecimento moderado de calor.
Se for aplicado arraste de vapor, o tempo de
destilagdo ndo deve exceder 10 minutos. O gas
amoniaco (NHj;) liberado reage com uma
solucdo receptora, sendo muito utilizada uma
soluc@o de acido borico em titulo que garante
excesso deste apos a reagdo completa com o gas
amoniaco. O uso de um indicador adequado
permite a visualizagdo do ponto final da
titulagio do amoénio com uma solugdo acida
padronizada (Van Camp & Huyghebaert, 1996).
Sdo empregados como titulantes, conforme a
norma International IDF Standard 20B:1993, o
acido cloridrico ou o acido sulfurico em solugao
padronizada (IDF, 1993). Silva (1990)
recomenda que a titulacdo seja realizada em no
maximo duas horas apds a finalizacdo da
recepcao pela solugdo de acido bdrico, ja que o

fon amonio neste estado encontra-se fracamente
ligado ao acido borico, podendo desprender-se
na forma de gas amoniaco (NH3;).

O cléassico sistema analitico composto pelo
frasco Kjeldahl, queimador a gas ou aquecedor
elétrico e aparato de destilacdo separado, tem
sido substituido na rotina por bloco de digestdo
com aparato de destilagdo. A titulacdo
tradicional empregando solugdo indicadora pode
ser substituida por titulacdo automatica por
variagdo de pH ou uso de eletrodos especificos.
A determinago do ion amdnio pode também ser
determinada colorimetricamente em sistemas
automatizados, como a Analise por Injecdo em
Fluxo (FIA) (Grappin & Ribadeau-Dumas,
1992).

Por se tratar de um método de referéncia, os
resultados obtidos pelo método Kjeldahl,
quando este ¢ corretamente executado, sdo
considerados como o verdadeiro teor em
nitrogénio do leite. Para melhorar a
reprodutibilidade do laboratorio, dois testes
devem ser executados regularmente: a
checagem da mineralizagdo empregando-se
substancias mais resistentes a digestdo, tais
como triptofano, lisina ou fenacetina, ¢ a
checagem das etapas de destilagdo e titulacdo
empregando-se sulfato ou oxalato de amoénio.
Na checagem da mineralizag¢do, a recuperagdo
deve ser de no minimo 98% e na checagem da
destilacdo, de no minimo 99% (Grappin &
Ribadeau-Dumas, 1992; IDF, 1993).

Em estudos colaborativos realizados com a
participagdo de 24 laboratorios em 12 paises
foram encontrados para o método de Kjeldahl
um desvio padrdo relativo da repetitividade de
0,5% e um desvio padrio relativo da
reprodutibilidade de 1,0% (Grappin & Horwitz,
1988). Nos Estados Unidos, em um estudo
colaborativo com a participacdio de 11
laboratorios observou-se um desvio padrdo
relativo da repetitividade de 0,31% e um desvio
padrdo relativo da reprodutibilidade de 0,44%
(Barbano et al., 1990).

No Brasil, a Instrugdo Normativa n° 51/2002
(Brasil, 2002a) define a proteina como um dos
parametros de qualidade do leite de consumo no
Brasil e do leite cru refrigerado, e como método
oficial para a sua analise, define a norma
International IDF Standard 20B:1993 (Brasil,
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2002a), fundamentada no método de Kjeldahl.
Em 2003, a Instru¢do Normativa n° 22/2003
oficializou os métodos analiticos fisico-
quimicos para controle de leite e produtos
lacteos (Brasil, 2003). Por meio deste
instrumento normativo, oficializou-se um
método de ensaio para andlise de proteina
fundamentada no método de Kjeldahl, mas até
certo ponto diferente da norma International
IDF Standard 20B:1993, preconizada pela
Instrugdo Normativa n° 51 (Brasil, 2002a). A
Tabela 9 demonstra as diferengas existentes
entre os métodos de ensaio. Conforme ela,
observam-se diferencas entre as quantidades de

sal que elevam o ponto de ebulicdo da mistura
em digestdo, com o uso de 2,6 vezes mais
quando se compara o método definido pela
norma International IDF Standard 20B:1993
com a Instrucdo Normativa n° 22/2003 (Brasil,
2002a; Brasil, 2003). Nota-se também a
expressiva menor quantidade de catalisador
recomendada pelo método definido pela FIL,
haja vista a prevengdo da formacdo de
complexos amoniacais com o cobre, o que leva
a uma estimativa do teor em nitrogénio 1%
inferior em termos relativos (Grappin &
Ribadeau-Dumas, 1992).
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Tabela 9. Comparagdo entre os pardmetros empregados pelos métodos de ensaio definidos pelas Instru¢des Normativas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para analise de proteina em leite, segundo Brasil (2003) e Brasil (2002a) adaptado.

Parametro analitico

Instrucao Normativa n° 22/2003

Instrucdo Normativa n°® 51/2002 - International IDF Standard
20B:1993

Micro Kjeldahl

Semi-micro Kjeldahl

Macro Kjeldahl

Macro Kjeldahl com
digestdo tradicional

Macro Kjeldahl com uso de
bloco digestor

Adic¢éo de Zn na destilacdo
Quantidade de amostra (gramas)
Sal elevador do ponto de ebuligéo

Massa do sal elevador do P.E.*
Catalisador
Massa de catalisador*
Volume de H,SO, digestor (mL)*
Volume de NaOH alcalinizante*

Uso de bloco digestor

Digestédo

Vol. de sol. H;BO; 4%*

Massa de vermelho de metila
indicador no frasco receptor*

Massa de verde bromocresol
indicador no frasco receptor*

Volume de destilado recebido

Nao
2g
K>S04, Na,SO4, KHSO,4
227¢g
CuS04.5H,0
023 g
7mL
20 mL NaOH 50% m/v
Sim
A 400°C até que o liquido
se torne limpido,

transparente e azul-
esverdeado

20 mL
1,32x10° g
0,6x10° g

100 mL

Nao
58
K>S04,Na,SO4, KHSO,
227¢g
CuS04.5H,0
023 ¢g
10 mL
20 mL NaOH 50% m/v
Sim
A 400°C até que o
liquido se torne lim-

pido, transparente e
azul-esverdeado

20 mL
1,32x10° g
0,6x10° g

100 mL

Sim
10g
K5S04,Na,SO4, KHSO4
4,54 ¢
CuS04.5H,0
0,46 g
20 mL

100 mL NaOH 50%
m/v

Sim
A 400°C até que o
liquido se torne

limpido, transparente e
azul-esverdeado

25 mL
1,65x10° g
0,75x10° ¢

Nao define

Nao Nao
S5g S5g
K>S0, K,S04
15¢g 12¢g
CuS0,4.5H,0 CuS0O4.5H,0
0,05¢g 0,05¢g
25 mL 20 mL

75 mL NaOH 50% m/m 55 mL NaOH 50% m/m
Nao Sim
A 180-230°C por 30 min.

Mantendo a 410-430°C até
clareamento e cor azul-

Entre 1,8 a 2,25 horas, sendo
1 a 1,5 horas apods
clareamento e cor azul

esverdeada esverdeada, mantendo por 1
hora adicional (total max. 1,75
a2,5h)
50 mL 50 mL
50x10°g 50x10°g
250x10° g 250x10° g
100 a 125 mL 150 mL

Fonte: Brasil (2003) e Brasil (2002a) adaptado. Nota (*) Refere-se a quantidades por amostra analisada.
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Considerando-se os indicadores da qualidade
analitica, a norma International IDF Standard
20B:1993 preconiza uma diferenca entre
réplicas de uma mesma amostra analisada
sucessivamente por um mesmo operador e no
mesmo equipamento, portanto sob condigdes de
repetitividade, de no maximo 0,006% m/m
quando se estd quantificando o teor em NT,
correspondendo a 0,038% em termos de PB, e
de 0,003% m/m quando se estd quantificando o
teor em NNP (IDF, 1993).

Por meio de ensaios colaborativos, Bradley Jr.
(2000), em instrumento de padronizagdo de
técnicas da AOAC, estabelece para o percentual
de nitrogénio como PB e NNP em leite,
respectivamente  um  desvio-padrdo  da
repetitividade S; de 0,014% m/m (0,385%
relativo) e 0,006% m/m (2,817% relativos).

23.1.1 Fator de conversio do
nitrogénio em proteina e calculos
empregados na quantificagdo

Pelo método de Kjeldahl, para que seja obtido o
teor em proteinas do leite, aplica-se um fator,
chamado “fator de conversdo Kjeldahl”.
Matematicamente, ¢ o valor pelo que se deve
multiplicar o percentual de nitrogénio na
amostra para converté-lo em proteina. O valor
para o leite ¢ de 6,38, adotado ¢ normalizado
pela FIL por meio da norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993). Este valor foi
originalmente proposto no século passado
baseando-se no teor de 15,67% em nitrogénio
encontrado em caseina precipitada por acido e
purificada. Entretanto, o termo “teor em
proteina” ndo ¢ de todo correto, uma vez que a
propor¢ao de NNP varia entre e dentre produtos
lacteos, como por exemplo, de 3 a 8% no leite e
de 25 a 30% no soro (Grappin & Ribadeau-
Dumas, 1992). Em outros produtos tais como
organismos celulares, 50% do nitrogénio
presente sdo provenientes de acidos nucléicos e
10% do nitrogénio de tecidos vegetais sao
aminoacidos ndo protéicos e outros compostos
nitrogenados (Gomes, 1996). Para evitar
confundimento, o termo proteina bruta tem sido

usado para expressar a matéria nitrogenada no
leite (Grappin & Ribadeau-Dumas, 1992),
correspondendo ao teor percentual em
nitrogénio na amostra multiplicado pelo fator de
6,38. Em verdade, o fator ndo é constante € €
altamente dependente da composi¢ao de
aminoacidos das proteinas do leite. Estudos de
Karman & van Boekel (1986) baseados em
seqienciamento de aminoacidos de varias
proteinas lacteas. mostraram que o valor para o
leite deveria ser 6,34. Entretanto, os valores dos
fatores de conversdo para as diversas fragdes
nitrogenadas do leite foram diferentes daqueles
teoricamente  esperados  levando-se = em
consideracdo o seqiienciamento de aminoacidos
das fragdes envolvidas, principalmente em razao
da dificuldade de se obterem fragdes puras. Em
um adendo posteriormente publicado, baseando-
se em informacdes mais precisas quanto ao
seqiienciamento de aminoacidos das proteinas
envolvidas, obteve-se um fator de 6,35 ou 6,36
em substituicdo ao fator 6,34 proposto
anteriormente (van Boekel & Ribadeau-Dumas,
1987). Walstra (1992) descreve o uso do fator
de 6,35 ou 6,36 aplicado ao teor em NT na
obtencdo do teor em PV e ndo do teor em PB.
IDF (1993) define como PB o percentual de NT
da amostra multiplicado pelo fator 6,38. Uma
técnica por ela normatizada, que envolve a
precipitagdo  da  proteina com  4cido
tricloroacético a 12% m/v, seguida de
quantificagdo do  nitrogénio na  fracdo
precipitada, permite a obtengdo do teor da
amostra em nitrogénio protéico, o qual ao ser
multiplicado por 6,38, é denominado “teor em
nitrogénio protéico expresso em proteina
equivalente”. E importante salientar que a
norma International IDF Standard 20B:1993 nao
faz mengdo ao termo “proteina verdadeira”,
embora este termo seja amplamente utilizado
pela comunidade cientifica.

Para efeito de calculos matematicos que
traduzam a quantidade de NT no leite pelo
método de Kjeldahl, IDF (1993) estabelece a
seguinte equagdo (equagdo 1), em se
empregando o acido cloridrico como titulante:
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Equagdo 1:

% Nyggq) = 1.4007 (Vs - Vb)M

Vs =
Vb =

usada;

Pelas equagdes quimicas apresentadas pela
Figura 10, nota-se uma relacdo mol a mol entre
0 acido cloridrico € o metaborato de amonio,
uma relagdo mol a mol entre este ultimo ¢ o gas
amoniaco  proveniente da destilagdo e,
finalmente, a mesma relagdo entre o gas
amoniaco e o nitrogénio. Conseqiientemente, ha
uma relagdo indireta mol a mol entre o acido
cloridrico consumido na titulagdo e o nitrogénio
presente na porgao de amostra testada.

232 Anadlise de proteina no leite pelo
método espectrométrico de absor¢ao no
infravermelho médio

Os métodos espectrométricos tém  sido
utilizados na quantificagdo dos principais
componentes do leite ha muito tempo (Goulden,
1964; Biggs, 1967; Barbano & Clarck, 1989).
Um rapido aumento da demanda de analises de
leite em todo o mundo, com a finalidade de
subsidiar sistemas de pagamento de produtores
e servicos de melhoria de rebanhos leiteiros,
motivou construtores de instrumentos analiticos
a procurarem por técnicas analiticas mais
rapidas (Biggs et al., 1987). Neste contexto, a
EIVM foi a solugdo para estes propositos, com
reducdo dos custos analiticos para até um
décimo daqueles decorrentes dos métodos
tradicionais  (Biggs, 1967). Os métodos
baseados na EIVM se mantém até hoje como
técnica de escolha de laboratorios analisadores
de leite cru, merecendo em tempos recentes uma
referéncia como norma analitica internacional
(IDF, 2000).

O método de espectrometria de absor¢cdo no

w

Volume, em mililitros, da solugdo volumétrica padronizada de acido usada na titulagao;
Volume, em mililitros, da solugdo volumétrica padronizada de 4cido usada no teste branco;

Molaridade exata, com quatro casas decimais, da solugdo volumétrica padronizada de acido

Massa em gramas da por¢ao analisada da amostra.

infravermelho enquadra-se na classe de métodos
espectrométricos de absorciao e requerem duas
medidas de poténcia: uma antes que um feixe de
radiacdo passe através do meio que contém o
analito (P,) e outra depois (P), representado na
Figura 11. Dois termos amplamente empregados
em espectrometria de absor¢do e entdo
relacionados com a razdo entre P, ¢ P sdo a
Transmitancia (T) e a Absorvancia (A).

A transmitancia ¢ fragdo da radiagdo transmitida
através do meio e pode ser também expressa em
termos percentuais. A absorvéncia relaciona-se
com a transmitdncia por uma relacdo
logaritmica (Skoog et al., 2002).

As expressdes matematicas que expressam a
absorvancia (A) e a transmitancia (T) sdo
expressas pela equacdo 2.

Segundo a Lei de Beer, a absorvancia ¢
diretamente proporcional ao comprimento do
caminho b percorrido pelo feixe de radiacdo
através da solug¢ao absorvente e & concentragdo
dos compostos absorventes presentes na solugdo
(Skoog et al. 2002), e a expressdo matematica
que define esta proporcionalidade ¢ definida
pela equagéo 3.
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A — —

Solvente absorvente
de concentragiio ¢

Figura 11. Atenuacdo do feixe de
radiagdo por uma soluggo absorvente.
Fonte: Skoog et al. (2002).

Equagao 2:

%T=

z;ul|'l:

x 100 A=-log, T =log,

sl
L] |o"’

Equagao 3:

A = abc

€690

Na equagdo 3, “a” ¢é uma constante de
proporcionalidade, chamada de absortividade,
“b” € o caminho Optico e ¢ a concentragdo da
substancia absorvente. Quando o caminho
optico ¢é expresso em centimetros ¢ a
concentragdo ¢ expressa em moles por litro, a
absortividade ¢ chamada de absortividade molar
(antes chamado de coeficiente de extingdo
molar), representada pelo simbolo € (Skoog et
al. 2002), caracteristica portanto do soluto e
depende do solvente, da temperatura e do
comprimento de onda (Biggs et al., 1987),
assumindo a equagdo 3 a expressdo definida
pela equacdo 4:

Equacao 4:
A=ebc

A regido infravermelha do  espectro
eletromagnético estende-se desde o extremo
vermelho do visivel até a regido das
microondas, ou seja, o intervalo que
compreende os comprimentos de onda entre 0,7
e 500 um, ou de 14.000 cm™ a 20 cm™ quando
expressos em numero de onda (Willard et al.,

1974). O niimero de onda é uma unidade util na
espectrometria do infravermelho porque, em
contraste com o comprimento de onda, ¢
diretamente proporcional a freqiiéncia e a
energia da radiagdo (Skoog et al. 2002). O
numero de onda relaciona-se com o
comprimento de onda pela equagio 5:

Equacdo 5:

7
n° de onda em cm™' = 1?\ (com A em nm)

A regido do espectro infravermelho ¢é
comumente dividida em infravermelho préoximo,
com comprimentos de onda de 0,7 a 2,5 pum; o
infravermelho médio, com comprimentos de
onda de 2,5 a 50 pum; e o infravermelho
afastado, no intervalo de 50 a 1000 um (Willard
et al., 1974). Entretanto, Ribadeau-Dumas &
Grappin (1989) citam a regido do infravermelho
médio no intervalo de comprimento de onda de
2,5 a 25 um, enquanto Skoog et al. (2002)
ratificam os intervalos citados por Willard et al.
(1974).

A espectrometria no infravermelho diz respeito
aos movimentos de tor¢do, deformagdo, rotacao
e vibracdo dos atomos em uma molécula. Por
interagdo com a radiagdo infravermelha, uma
parte da radiacdo incidente ¢ absorvida, para
determinados comprimentos de onda, resultando
nos movimentos ora citados. A multiplicidade
de vibragdes que ocorrem simultaneamente da
origem a um espectro de absorgdo
extremamente complexo, caracteristico dos
grupos funcionais existentes na molécula, assim
como da configuracdo geral de atomos desta
(Willard et al, 1974). As moléculas sdo
passiveis de sofrerem vibragoes de alongamento
(envolvendo aumento e diminuicdo do
comprimento das ligagdes) e vibragdes de
deformagdo (alteragdo da posi¢do de um atomo
em relacio a sua posi¢do original com
manutencdo do comprimento de sua ligacdo ao
atomo vizinho).

As moléculas constituidas por varios atomos
vibram nao s6 de acordo com as freqiiéncias das
vibragdes em determinada ligagdo (vibragdo
fundamental), mas o resto da molécula também
¢ afetado, gerando vibragdes chamadas
harmoénicas ou sobretons. A banda de
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combinagdo representa a soma ou diferenca das
freqiiéncias de duas ou mais bandas harmoénicas
e/ou fundamentais. A absoluta especificidade do
espectro infravermelho resulta, em grande parte,
da presenca destas bandas de combinacgdo, que
sdo caracteristicas da molécula no seu conjunto.
As radiacdes do infravermelho mais empregadas
na andlise dos componentes do leite sdo o
infravermelho proximo e o infravermelho
médio. As intensidades das bandas produzidas
no infravermelho proximo sdo usualmente
fracas quando comparadas com aquelas obtidas
por meio do infravermelho médio, quando
originadas de vibragdes fundamentais. Deste
modo, as bandas do espectro gerado pela
absorcao de radiacdo no infravermelho proximo
sdo menos especificas para uma dada molécula
que aquelas geradas pela absor¢do no
infravermelho médio, e para quantificar um
componente especifico, um maior numero de
comprimentos de onda é necessario (Ribadeau-
Dumas & Grappin, 1989).

O leite ¢ um sistema de dificil analise por
EIVM, devido ao eclevado teor em agua, que
absorve fortemente em todo intervalo de
comprimento de onda de 2 a 10 um, bem como
devido a propriedade de dispersdo da radiacdo
que o leite possui.

Sistemas de eliminagdo da absor¢do da agua,
como por exemplo duplo feixe de radiacdo,
permitem que outros componentes tornem-se
claramente visiveis no espectro formado pela

incidéncia de  radiacdes de  diversos
comprimentos de onda (Goulden, 1964).
Quando registradas como absorvancias, a
intensidade das bandas de absor¢do dos
componentes é proporcional a concentragdo de
cada um dos componentes considerados.

Além da absor¢do, a radiacdo ao passar através
do leite sofre dispersdo proporcionada pelos
globulos de gordura e pelas micelas de caseina.
Esta dispersdo diminui com a reducdo da razdo
tamanho da particula/comprimento de onda e
quando o indice de refracdo das particulas
suspensas aproxima-se do indice de refragdo do
meio suspensor. A reducdo do tamanho dos
glébulos de gordura por processo de
homogeneizagdo  (Goulden, 1964) para
diametros inferiores a 1 um (Ribadeau-Dumas
& Grappin, 1989) e operagdo com radiagdes de
comprimentos de onda maiores (por exemplo,
infravermelho  médio) tornam o leite
transparente quanto a perda da intensidade da
radiagdo por dispersdo (Goulden, 1964). Como
o leite apresenta trés principais componentes
(lactose, proteina e gordura), trés comprimentos
de onda devem ser empregados na medi¢do da
absorvancia (Goulden, 1964). De acordo com
Biggs et al. (1987) e Ribadeau-Dumas &
Grappin, (1989), considerando a existéncia de
trés substancias absorventes em um dado
comprimento de onda e um caminho Optico
igual, as absorvéncias medidas a cada um dos
trés comprimentos de onda (A1, A2 e A3) A sdo
dadas pela equacdo 6.

Equacgao 6:

A = gqCitenCy+e,C, emh @D

A2 = sszX + aysz + 822CZ cm )\.2 (H)

A3 = 8x3CX + 8y3Cy + 823Cz cm }\,3 (III)
Sendo:
€x1; €x2; €x3 as absortividades molares do componente X em A, A, € A3, respectivamente;
Ey1; Ey2; Ey3 as absortividades molares do componente y em A, A, € A3, respectivamente;
€1.€0. €53 as absortividades molares do componente z em A;, A, € A3, respectivamente;
Al; A2; A3 As absorbancias totais nos comprimentos de onda A, A; € A3, respectivamente.
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As concentracdes dos trés componentes
absorventes da radiacdo infravermelha podem
ser obtidas pela solugdo simultdnea das
equacdes lineares, empregando-se as
absortividades molares dos componentes a cada
um dos trés comprimentos de onda (Biggs et al.,
1987).

Estudos de Goulden (1964) por espectrometria
no infravermelho por varredura, mostraram que
o melhor comprimento de onda a ser empregado
na determinacdo de gordura foi de 5,73 pm,
referente a absor¢do proporcionada pelo
grupamento  carbonila  do  grupamento
carboxilico dos triacilgliceris, no qual nem a
proteina nem a lactose apresentaram absor¢io
significativa, demonstrado pela Figura 12a. A
intensidade da banda proporcionada pelo
grupamento amida da ligacdo peptidica a um
comprimento de onda de 6,46 um foi
considerada ideal na quantificagdo da proteina, a
despeito de a gordura apresentar absor¢ao neste
comprimento de onda, contribuindo
apreciavelmente para a absor¢do total, o que ¢
mostrado pela Figura 12b (Goulden, 1964).
Neste comprimento de onda a lactose e
elementos soliveis também absorvem a
radiacdo em menor extensdo (Ribadeau-Dumas
& Grappin, 1989). A absor¢do neste
comprimento de onda origina-se do estiramento
da ligagdo C-N (40%), ¢ da deformagdo por
flexdo da ligagdo N-H (60%). A ligacdo
peptidica também apresenta bandas de absor¢do
de radiagdo no comprimento de onda de 6,1 pum,
devido ao estiramento da carbonila, ¢ no
comprimento de onda 3,0 pum, devido ao
estiramento da ligagdo N-H (Ribadeau-Dumas
& Grappin, 1989).

Para a lactose, conforme a Figura 12c, a
radiagdo com comprimento de onda de 9,6 um
foi considerada a mais conveniente, na qual este
carboidrato apresenta uma absor¢do mais forte
que a proteina (Goulden, 1964). A Figura 12
demonstra a relagdo entre absorvancia e
concentragdo dos trés principais componentes

do leite nos trés comprimentos definidos por
Goulden (1964).

Teoricamente, o comprimento de onda ideal
para determinagdo dos SNG do leite deveria ser
definido a partir de duas premissas a serem
atendidas: de absor¢do zero proporcionada pela
gordura e de iguais absortividades molares da
proteina ¢ da lactose. Goulden (1964),
determinando os comprimentos de onda de
atenuag@o zero para a gordura do leite em 6,9 ¢
7,95 um, e 7,32 e 7,65 um para equivaléncia
entre as absortividades molares da proteina e da
lactose, observou que ndo era possivel o
atendimento simultdneo das duas premissas
anteriormente citadas, mas definiu o que mais
proximo se adequaria, definindo o valor de 7,9
pm para quantificagdo da proteina e da lactose
com um minimo de interferéncia da gordura,
somando-se uma constante referente ao teor em
minerais. Em espectrometros mais modernos, o
teor em soOlidos totais ou SNG pode ser
determinado por dois caminhos: definindo
experimentalmente determinado fator a ser
adicionado aos percentuais de proteina, gordura
e lactose, ou por célculos por regressdo multipla
direta aplicada aos sinais instrumentais gerados
pelos comprimentos de onda para determinagéo
de gordura, lactose e proteina (Lanher, 1996).

Mais recentemente, equipamentos permitiram a
quantifica¢do de solidos totais como a soma do
teor em gordura, proteina e lactose adicionada
de uma constante representativa dos minerais,
ou por meio da medicdo do teor em agua a um
comprimento de onda de 4,3 um (Biggs et al.,
1987).

Barbano & Clarck (1989) citam como
comprimentos de onda geralmente empregados
na quantificagdo dos principais componentes do
leite os valores de 5,723 um (comprimento de
onda A) e 3,480 um (comprimento de onda B)
para a gordura, 9,610 pm para a lactose e 6,465
pum para a proteina.
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Figura 12. Relagdes entre absorvancias e concentragdes de gordura (o), proteina (o) e lactose (A) em
comprimentos de onda de analise.
Fonte: Goulden (1964).

A Tabela 10 demonstra a interferéncia que cada alvo, em termos de absortividade relativa. Nota-
um dos trés principais componentes exercem se a maior interferéncia da proteina na analise
sobre os comprimentos de onda de radiagdes da gordura e da gordura na analise da lactose.

consideradas adequadas para o componente

Tabela 10. Absortividades relativas dos componentes interferentes a comprimentos de onda para
determinagdo de gordura, proteina e lactose (os componentes em medigdo em seus comprimentos de onda
ideais apresentam absortividade relativa igual a 1).

Componente Comprimento de onda (pum)

interferente 5,73 (gordura) 6,46 (proteina) 9,60 (lactose)
Gordura 1,000 -0,228 -0,081
Proteina -0,045 1,000 +0,054
Lactose -0,054 -0,083 1,000

Fonte: Biggs (1967).

Na pratica, os analisadores dos componentes do proteina e sélidos totais em leite s@o
leite no infravermelho ndo calculam as respectivamente as normas International IDF
concentragdes direta e simultaneamente por Standard 1D:1996 (IDF, 1996), IDF Standard
meio das equagdes lineares demonstradas na 20C:2001 (IDF, 2001) e International IDF
equagdo 6, tendo-se em questdo as calibragOes Standard 21B:1987 (IDF, 1987) ¢ a EIVM
necessarias frente a métodos de referéncia encontra-se normatizada por meio da norma
(Biggs et al., 1987). Em razdo da dependéncia International IDF Standard 141C:2000 (IDF,
de calibragdo, os métodos espectrométricos sdao 2000) e pela AOAC por meio do método 972.16
considerados métodos indiretos (IDF, 1999). (Bradley Jr., 2000). A Instrugdo Normativa n°
Conforme a FIL, os métodos diretos adotados 51/2002 (Brasil, 2002a), referindo-se aos
atualmente para quantificagdo de gordura, métodos de ensaio oficiais aplicaveis ao leite
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cru refrigerado define para andlise de gordura a
norma International IDF Standard 1C:1987
(versdo anterior da norma International IDF
Standard 1D:1996), para analise de proteina a
norma International IDF Standard 20B:1993
(versdo anterior da norma IDF Standard
20C:2001) e para andlise de solidos totais a
norma IDF Standard 21B:1987 e permite o
emprego de outros métodos desde que
conhecidos os seus desvios e correlacdes em
relagdo aos respectivos métodos de referéncia
(Brasil, 2002a).

A acuracia dos espectrometros de infravermelho
depende muito da acurdcia da analise pelo
método de referéncia empregado para realizar e
manter a calibragdo (Biggs, 1972). Estudos
colaborativos realizados demonstraram erros
sistematicos expressos como desvio-padrdo da
acuracia (decorrentes da diferenga entre o
método indireto ¢ o método de referéncia) de
0,17% m/m absoluto, com calibragoes
realizadas com analises de referéncia executadas
por cada laboratorio independentemente, eles
foram reduzidos para 0,044% m/m absolutos
quando eram realizadas nas amostras de
calibracdo analises por métodos de referéncia
realizadas por um tnico laboratério (Biggs,
1978).

As amostras de referéncia analisadas por
métodos quimicos podem ser reunidas e
analisadas tanto por unidades individuais quanto
por um laboratério central que distribui as
amostras para outras unidades, sendo que o
ultimo método oferece a vantagem de reduzir
custo de amostragem e analise e aumentar a
concordancia entre resultados de diferentes
laboratodrios (Ginn & Packard, 1989).

De um modo geral, um procedimento completo
de calibracdo inicia-se com a linearizagdo da
resposta do equipamento para cada um dos
componentes em quantificacdo. A voltagem
produzida pelo equipamento como efeito da
medicdo da propriedade de uma substancia ndo
tem relacdo linear com a concentragdo do
componente na amostra e o procedimento de

linearizagdo destina-se a converter o sinal de
voltagem em uma resposta em concentracdo do
componente, em uma relagdo linear. Isto é feito
submetendo-se amostras com concentragdes
crescentes de cada componente (gordura,
proteina ¢ lactose) & medicdo e ajuste pelo
instrumento dos sinais primarios. Neste ponto,
as respostas linearizadas as concentragdes dos
componentes sd3o denominadas valores “ndo
corrigidos”. A segunda etapa consiste em
transformar os valores “ndo corrigidos” em
valores “corrigidos”, determinando-se o efeito
que um ou mais componentes exercem na
medicdo de um outro componente alvo,
decorrente da absor¢do do(s) componente(s)
interferente(s) no mesmo comprimento de onda
de medi¢do do componente alvo. Isto ¢ feito por
meio de uma regressdo multipla, submetendo
amostras de referéncia (ou calibragdo)
analisadas pelos procedimentos quimicos ¢ com
valores considerados “reais” as leituras pelo
equipamento, quando entdo sdao obtidos os
coeficientes usados nas equagdes para se
obterem valores corrigidos (finais) a partir dos
resultados nao corrigidos. Estes coeficientes sdo
denominados coeficientes de interferéncia
(Bentley, 1998).

A partir das equagdes lineares demonstradas
pela equagdo 6, sdo obtidas pelo software do
equipamento equacdes (equagdo 7) que refletem
a relagdo entre a concentragdo final (chamados
“valores corrigidos”) de cada um dos
componentes gordura (Cy), proteina (C,) e
lactose (C)), com os valores “ndo corrigidos” de
cada um dos componentes analisados,
respectivamente Cg, C,, € Cj, Consolidando
aquela relacdo, sdo estabelecidos coeficientes
(b, a bg) chamados fatores de corre¢do cruzada
ou coeficientes de interferéncia (decorrentes da
interferéncia que os outros componentes
exercem no sinal do componente em medigao
em seu comprimento de onda), inclinagdes
(slopes) decorrentes da calibragao primaria (p; a
p3) e inclinagdes (slopes) decorrentes da
calibragdo secundaria (s; a s;) (Biggs et al,
1987).
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Equacdo 7:

Cr=s5;(p1 - Cr) + by (p2- Cpu) + by (p3 - Ciy) + a5
Co=s3(p2- Cpu) T b3 (p1 - Cr) +ba (p3 - Cp) + 3
Ci=s3(p3- Ci) +bs (p1 - Ca) +bs (p2- Cpu) + &

Geralmente os EIM para analise de leite cru tém
principios gerais de funcionamento semelhante,
mas diferem em espectrometros de filtro,
espectrometros de rede de difracdo e
espectrometros com transformada de Fourier e
interferometro. Nos espectrometros de filtro o
feixe de radiacdo ¢ gerado por uma fonte de
infravermelho médio com varios comprimentos
de onda (chamada de “policromatica”, ainda que
o infravermelho ndo seja uma radiacdo visivel) e
um filtro situado no caminho do feixe absorve
todas as radiagdes com  freqiiéncias
(comprimentos de onda) indesejadas,
sobrevindo apenas uma. A radiagdo com um s6
comprimento de onda (chamada de
“monocromatica”) interage com a amostra em
uma cubeta. A radiagdo monocromatica
resultante desta interagdo é detectada e o sinal é
processado, resultando em um unico resultado
de absorvancia para um unico comprimento de
onda (Figura 13a). Nos espectrometros de
infravermelho pos-dispersivo, um feixe de
radiagdo “policromatica” ¢ gerado por uma
fonte e interage diretamente com a amostra em
uma cubeta. A radiacdo “policromatica”
transmitida resultante desta interagdo colide
com uma rede de difracdo que a dispersa
resultando feixes monocromaticos de radiagdo
infravermelha, que sdo percebidos por um
conjunto de detectores, que geram uma medida
de absorvancia para cada comprimento de onda
definido a ser detectado em um dado momento
(Figura 13b). Nos espectrometros com
transformada de Fourier (Figura 13c), baseados
no interferometro de Michelson, um feixe
policromatico de radiagdo infravermelha ¢

gerado por uma fonte e ¢ levado a colidir com
um divisor de feixe que o divide em dois feixes
“policromaticos” idénticos. Um deles ¢ levado a
incidir um espelho fixo e o outro ¢ levado a
incidir um espelho moével. Quando os dois
feixes sdo recombinados, a diferenca de fase
entre os feixes cria uma interferéncia que pode
ser  matematicamente  relacionada  com
freqiiéncia da radiacdo (comprimento de onda).
Uma varredura pelo movimento do espelho cria
uma série  continua de interferéncias
matematicamente relacionadas com o espectro.
Os feixes resultantes interagem com a amostra
na cubeta e continuamente os feixes
transmitidos  colidem com o  detector
proporcionando a medicdo de absorvancia a
cada comprimento de onda do espectro
completo (Lanher, 1996). Espectdmetros de
infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) apresentam uma série de vantagens, isto
¢, melhoria da proporgdo entre sinal e ruido,
uma redugdo significante em tempos de
varredura, energia de trabalho mais elevada e
acuracia superior dos comprimentos de onda
(Van de Voort et al., 1992). A performance total
do FTIR ¢ significativamente melhor que a
performance de um  espectrdmetro de
infravermelho a filtro, certamente porque o
FTIR proporciona mais informagdo espectral da
amostra de leite que o de filtro. Por isso, a
influéncia  de  fatores  conhecidos e
desconhecidos, tais como  grupamentos
carboxilicos livres, NNP, proporcio de
insaturagdes podem ser mais facilmente levadas
em conta que em equipamentos de filtro (Lefier
et al., 1996).
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Figuras 13a e 13b. Principais sistemas de espectrometria no infravermelho: (a) monocromador em filtro;
(b) monocromador por rede de difragio.

Fonte: Lefier et al. (1996)
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Figura 13c. Sistemas de espectrometria no infravermelho com separagdo de radiagdo com varios
comprimentos de onda seguindo o principio da interferometria com transformada de Fourier.

Fonte: Lefier et al. (1996)
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A temperatura, vapor de agua atmosférico no
console oOptico e a eficiéncia do
homogeneizador e o zero optico (absor¢do de
fundo) sdo fatores que devem ser acompanhados
para manter estavel a performance da resposta
do equipamento (Biggs et al., 1987; Ribadeau-

Lactose (forma )
p-D-galactopiranosil-{1-4)-p-D-glucopirandsido
Sitios de absorgédo do grupo hidroxila

Dumas & Grappin, 1989). As Figuras 14 e 15
demonstram os grupamentos afetados pela
radiagdo infravermelha nos comprimentos de
onda selecionados para quantificacdo de
gordura, proteina e lactose.

Estrutura da molécula da proteina
Sitios de abhsorgdo dos grupos amidicos

Figura 14. Sitios de absor¢do do infravermelho médio, em comprimentos de onda de 9,6 um nas
moléculas de lactose (grupamento hidroxila), de 6,5 pm nas moléculas de proteina (grupamento amidico

CONH)

Fonte: Biggs et al. (1987) com disposicao de texto em figura.

s

Triacil-ulicerol

Sitios de absorgao do grupo carbonila (&) e
das ligacies carbono-hidrogénio (B)

Figura 15. Sitios de absor¢ao do infravermelho médio, em comprimentos de onda de 5,7 um (grupamento
carbonila C=0 dos triacilglicerois) e 3,5 pm (ligagdes C-H das cadeias de acidos graxos).
Fonte: Biggs et al. (1987) com disposi¢do de texto em figura.

2321 Fatores que interferem na
acuracia da determinacdo dos componentes
do leite por EIVM

A composi¢ao do leite pode variar tanto no
aspecto  quantitativo quanto no  aspecto
qualitativo em relacdo as suas caracteristicas

quimicas e fisicas. O sucesso do emprego da
EIVM  na andlise do [leite deve-se
principalmente a composicdo relativamente
consistente do leite de vaca, mas pode ocorrer
sobre a acurdcia do método a interferéncia
proporcionada por leite de composi¢cao anormal
e leites oriundos de vacas submetidas a
alimentagdo suplementada em acidos graxos
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poliinsaturados (Mills & Van De Voort, 1982).

Fatores que interferem na acuracia do método
sdo as diferentes espécies e ragas, o estagio de
lactagdo, a alimentacdo animal, a estagdo do
ano, o intervalo entre ordenhas, os distirbios
metabolicos causados por mastite, a sindrome
da gordura baixa, cetose, etc. Estas variacdes
podem afetar a acuracia da determinagdo por
EIVM, principalmente no que diz respeito a
alteragdo do numero de moléculas por peso de
componente, desvios da lei de Lambert-Beer e
interferéncia resultante da presencga no leite de
componentes secundarios (Biggs et al., 1987).

A precisio e a acuracia de resultados
instrumentais de teores em gordura do leite
obtidos por EIVM sdo afetados
significativamente pela dispersdo da radiacdo
causada pelos globulos de gordura, de modo que
o processo de homogeneizagdo assume
importancia no processo. Outro fator fisico é o
comprimento de onda da radiagdo, que deve ser
mantido no intervalo de + 0,002 um em relagdo
ao comprimento de onda empregado (Biggs,
1972).

A variagdo na composi¢do quimica da gordura
afeta a acuracia de sua determinacdo por EIVM.
Considerando que a maior parte da gordura
natural consiste em ftriacilglicerdis, que estes
variam de peso molecular em funcdo do
tamanho da cadeia alifatica dos acidos graxos
neles presentes, € que a medi¢do da absorvancia
com a radiagdo de comprimento de onda 5,7 um
¢ decorrente da absor¢do pelos grupamentos
carbonila das ligagdes éster dos triacilglicerois
(trés por molécula), a absorvdncia neste
comprimento de onda tem uma relacdo melhor
com o numero de moléculas que com a massa
de gordura presente na amostra (Biggs, 1972;
Mills & van de Voort, 1982; Biggs et al., 1987),
sendo portanto altamente influenciada pelo peso
molecular dos acidos graxos presentes (Mills &
van de Voort, 1982). Conseqiientemente,
variagdes no peso molecular médio dos
constituintes da gordura do leite levam a erro de
medicdo (Biggs, 1972; Mills & van de Voort,
1982; Biggs et al., 1987) e sdo a razdo principal
da ndo correspondéncia entre métodos quimicos
de analise e 0 método de EIVM (Van de Voort,
1980). No caso de leites de vacas com
suplementagdo alimentar em lipidios protegidos,
ocorre um aumento na participagdo de acidos

graxos de maior peso molecular, tais como
acido linoléico (C18), acido oléico (C18) e
acido estearico (C18) e uma diminuicdo na
participagdo de acido palmitico (C16) e outros
acidos graxos de menor peso molecular, o que
leva a uma interferéncia grande nas medigdes
baseadas em comprimentos de onda de 5,73 pm,
e por isso, a determinagdo de gordura em
comprimento de onda de 3,4 — 3,5 um baseada
na absorc¢do pelas ligagdes carbono-hidrogénio
da parte alifatica dos acidos graxos tem sido
recomendada (Mills & van de Voort, 1982), o
que teoricamente leva a uma melhor relacdo
entre massa de acido graxo e sinal (Biggs et al.,
1987). Neste comprimento de onda alternativo,
existe redugdo da absortividade do grupo -CH,-
adjacente a um grupamento carbonila (C=0) ou
adjacente a uma ligagdo dupla entre carbonos
(insaturagdo) e os grupamentos -CH,- do
glicerol ndo apresentam absortividade quando o
carbono participa da ligagdo éster dos
triacilglicerois (Mills & van de Voort, 1982;
Biggs et al., 1987), o que torna a absorcdo
amplamente relacionada ao tamanho da cadeia
carbonica dos acidos graxos envolvidos. Por
outro lado, outros componentes do leite que
apresentam grupamentos -CH,-, interferem nas
medicdes da gordura por EIVM (Biggs et al.,
1987. Entretanto, comparacdes entre
determinagdes de gordura nos comprimentos de
onda 3,5 e 5,7 um mostraram consistentemente
acuracia melhor a 3,5 pm, indicando que as
medi¢gdes neste comprimento de onda sdo
menos influenciadas por variagdes
composicionais (Biggs et al., 1987). Barbano &
Clarck (1989) relatam que, na determinacdo da
gordura do leite, a experiéncia pratica de o uso
do comprimento de onda de 5,723 pm
(comumente chamado A), em combinagdo com
o comprimento de onda de 3,48 pum,
proporcionar uma concordancia melhor entre os
resultados analiticos obtidos por EIVM e os
resultados obtidos por métodos quimicos de
referéncia.

Existe uma grande proporcionalidade entre as
medigoes das proteinas do leite obtidas por
espectrometria no infravermelho e a massa
delas, pois a composi¢do em aminoacidos das
proteinas do leite ¢ relativamente constante. Se
ocorrer variagdo na composi¢do de aminoacidos
e a massa molar da proteina for maior que a
média, este fato sera subestimado tanto pelo
método de referéncia Kjeldahl quanto pela
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EIVM. Por outro lado, a variagdo no teor em
NNP do leite leva a um erro analitico, pois estes
ndo sdo  determinados pelo  método
espectrométrico (Biggs et al., 1987), a despeito
de Grappin (1992) fazer referéncia a
interferéncia significativa da uréia (grande parte
do NNP) no sinal do método espectrométrico.
De acordo com Ribadeau-Dumas & Grappin
(1989), a variacdo na propor¢do de NNP ¢ a
presenca de acidos carboxilicos sdo os maiores
responsaveis pela perda de acuracia da
determinag@o de proteina. Segundo IDF (2000),
o NNP quase ndo contribui para o sinal
instrumental no comprimento de onda em que a
proteina ¢ medida. Entretanto Grappin (1992)
descreve a interferéncia da uréia, grande parte
do NNP, nas determinagdes por EIVM,
apresentando  absor¢do de radiagdo no
comprimento de onda da radiagdo que ¢
absorvida pela proteina, e evidenciado por meio
da Figura 4. Quando uma calibragdo ¢ feita em
base de proteina, assume-se que o teor em NNP
das amostras de leite usadas para calibrar o
equipamento € constante de amostra para
amostra dentro de um lote de amostras e de lotes
para lotes. Se o NNP variar entre amostras de
um mesmo lote de amostras de calibragdo,
distor¢des no ajuste da inclinagdo do sinal
corrigido no canal de proteina causa um grande
desvio-padrao das diferencas entre os resultados
de NT pelo método de referéncia de Kjeldahl
(MRK) e a EIVM. A média das diferencas
interlaboratoriais e o desvio-padrdo dessas
diferencas em teor em proteina sdo aumentados
quando ha variagdo no NNP dentro e entre
conjuntos de amostras de calibragdo
empregados pelos diferentes laboratorios
quando a calibragdo ¢ baseada em NT (proteina
bruta). Neste caso, ¢ importante que a média do
teor em NNP dos leites empregados na
calibracdo seja o maximo compativel com a
média populacional e que a variagdo da razdo
NNP/NT de amostra para amostra dentro do
mesmo conjunto de amostras de calibracdo seja
a menor possivel.

Em relagdo ao desvio na acuracia entre o
método de referéncia e o método de EIVM, o
hidrogenofosfato de potassio em sua
concentragdo presente no leite apresenta
absor¢do interferente na quantificagdo da
lactose, ¢ o citrato de sodio ou potassio
apresenta absorcao interferente na quantificacdo
da proteina (Biggs et al., 1987). Segundo Biggs

et al. (1987) citando Gaudillere & Grappin
(1982), variagdes no teor em citrato que
ocorrem naturalmente em leites de fémeas
amostradas individualmente respondem por 40 a
60% das diferengas entre o método de EIVM ¢ o
MRK para PV. Aumento da concentragdo do
citrato em 0,01% absoluto, aumenta a leitura de
proteina em 0,075 g/100g (Ribadeau-Dumas &
Grappin, 1989).

O efeito da lipolise sobre as determinagdes dos
componentes do leite por EIVM afeta as
determinagdes tanto em comprimentos de onda
de 3,4 — 3,5 um, quanto de 5,7 um, e suas
causas nao sdo claras, mas supde-se que seja
decorrente da ligacdo da agua aos acidos graxos
liberados na lipdlise ou em razdo da formacao
de dimeros de acidos graxos. Adicionalmente, o
rompimento das ligagdes éster permite que os
grupamentos —CH- do glicerol passem a
absorver radiagdo infravermelha (Biggs et al.,
1987). Os resultados de proteina aumentam
levemente, com resultados obtidos
experimentalmente de 0,01% absoluto/meq
acido graxo livre (Biggs et al., 1987) e 0,023%
absoluto de proteina por microequivalente de
acido graxo livre por mililitro de leite (Van de
Voort et al., 1987), decorrente das formas
ionizadas dos acidos graxos que produzem uma
banda intensa a 6,50 um (Van de Voort et al,
1987 citando Bellamy, L. J. 1975). Segundo
IDF (2000), um aumento do indice de lipolise
em 1 miliequivalente por 100 g de gordura
muda o sinal do instrumento em +0,013% no
comprimento de onda de 6,5 um para uma
amostra contendo 3,0% m/m de proteina. Os
teores em gordura decrescem na propor¢do de
0,033% absoluto a cada microequivalente por
mililitro de 4cido graxo livre formado
(Robertson et al. 1981). Segundo IDF (2000),
um aumento do indice de lipdlise em 1
miliequivalente por 100 g de gordura muda o
sinal do instrumento em -0,022% no
comprimento de onda de 5,7 um (filtro A) e em
+0,006% a 3,5 pum (filtro B) em uma amostra
contendo 3,5% m/m de gordura. Resultados
obtidos por Van de Voort et al. (1987)
mostraram um decréscimo de 0,031% absoluto
de gordura a cada microequivalente por mililitro
de acido graxo livre formado. Van de Voort et
al, 1987 relatam discrepéancia existente entre o
método quimico de andlise de gordura e o
método de EIVM causado por lipdlise
decorrente de variagdes de tempo entre coleta e
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analise e temperatura inadequada de transporte
das amostras de leite coletadas.

No primeiro espectrometro infravermelho
adotado para o propdsito de analise de leite em
alta escala (IRMA®), observou-se que o
processo de homogeneizagdo até a pressdo de
3000 psi reduziu o sinal para a gordura, quando
comparado aquele obtido com leite cru (Biggs,
1967), o que foi demonstrado também em
experimento de Robertson et al. (1981), com
redugdo de 0,103% e 0,110% absoluto no teor
em gordura do grupo de amostras de leite
submetidas & homogeneizagio a 100 Kg/cm?,
quando comparados a um grupo controle de
amostras ndo submetidas & homogeneizagdo. A
homogeneizagdo aumenta a acurdcia dos
resultados obtidos por EIVM por reduzir a
dispersdao causada pelos globulos de gordura
maiores (Barbano & Clarck, 1989). Resultados
obtidos experimentalmente por Rémillard et al.
(1993), comparando resultados de gordura de
leite cru analisados por método quimico de
referéncia com resultados de gordura analisados
por EIVM de leites submetidos a quatro
processos de homogeneizagdo diferentes
mostraram que a homogeneizagdo diminui os
resultados de gordura obtidos por EIVM quando
comparados com o método quimico de
referéncia. E condigdo ideal em EIVM que o
tamanho das particulas seja menor que o
comprimento de onda da radiacdo incidente para
se obter um melhor espectro de absor¢do. Caso
contrario, ocorre refracio e reflexdo da radiacdo.
Os globulos de gordura passam a funcionar
como lentes mintisculas que refratam a radiacdo
que passa através da cubeta. O detector ndo
podendo diferengar entre a luz perdida, refratada
e a realmente absorvida pelo componente,
interpreta tudo como absor¢do e o efeito ¢é
incluido no resultado da medi¢do (Van de
Voort, 1980).

A fermentacdo da lactose provoca a formagao
de 4cidos carboxilicos. Conseqlientemente, o
sinal referente a lactose diminui. Os acidos
carboxilicos formados absorvem a
aproximadamente 5,85 pm no estado ndo
dissociado, mas no leite normal, com pH 6,8, a
interferéncia na leitura em comprimento de
onda de 5,7 um ndo ¢é grande. A interferéncia
principal é nos comprimentos de onda de 3,4 —
3,5 um, de quantificacdo da gordura (Biggs et
al., 1987). Adicionalmente na forma dissociada,

os sais dos acidos carboxilicos absorvem no
comprimento de onda de 6,5 pum, de
quantifica¢do da proteina, aumentando o sinal..
Em experimentos conduzidos por Robertson et
al. (1981) com amostras de leite adicionadas de
culturas lacticas, demonstrou-se a redu¢do do
teor em lactose decorrente do processo
fermentativo de 5,049% a 4,715% com a queda
do pH de 6,5 para 5,48.

De um modo geral, espectrometros calibrados
com amostras de leite representativo de
rebanhos t€m acurdcia prejudicada quando
empregado na andlise de leite de animais
amostrados individualmente, em razdo da maior
variabilidade composicional existente nos
ultimos (Van de Voort, 1980). Walstra (1992)
refere-se a necessidade de se promover a
calibra¢do dos espectrometros de infravermelho
com amostras que, em relagcdo aos componentes,
representem a média esperada para as amostras
de leite analisadas na rotina.

Os fatores biologicos que causam erros
sistematicos na EIVM originam-se de alteragdes
em caracteristicas fisicas e quimicas dos
constituintes individuais do leite (Ribadeau-
Dumas & Grappin, 1989). O leite de certas
racas pode apresentar em média teores maiores
em certos constituintes que aqueles de leites
normais, levando a certos erros na medicdo.
Neste caso, a acuracia da determinacdo também
pode ser afetada quando se tem variagdo
significativa na composi¢ao dos acidos graxos,
na composicdo do leite e na propor¢ao de NNP
em relagdo ao nitrogénio protéico (Biggs et al,
1987). Tem-se como exemplo a raga Jersey que
apresenta leite com composicdo quimica
diferente das demais, com especial atencdo ao
NNP (Ribadeau-Dumas & Grappin, 1989).

O estdgio de lactacdo afeta sobretudo as
medicdes  dependentes da radiagdo de
comprimento de onda de 5,7 um, no qual a
gordura ¢ quantificada. Desvios associados a
alimentagdo ¢ estagdo reportam-se também a
alteragdo da composi¢do do leite com especial
atencdo ao aumento de 4cidos graxos
insaturados na gordura e alteragdo do peso
molecular médio da gordura do leite (Biggs et
al., 1987). Estudos de Dunkley et al. (1976),
baseados em estudos anteriores que relatavam o
aumento da percentagem de lipidios no leite
quando as vacas eram alimentadas com ragdes

61



suplementadas com estes componentes,
demonstraram que as diferencas entre resultados
analiticos de gordura de leite obtidos pelo
método de referéncia e por EIVM eram maiores
em amostras de animais que receberam racao
suplementada de lipidio que em amostras de
animais alimentados com rag¢do convencional,
revelando o primeiro grupo de animais um teor
mais baixo em gordura pelo método de EIVM.
Esta alteragdo foi atribuida ao aumento do peso
molecular médio dos 4acidos graxos presentes
nos triacilglicerdis, fato este significativo nas
determinagdes baseadas no comprimento de
onda de 5,73 um (grupo carbonila da ligacdo
éster).

Pesquisas conduzidas por Eastridge &
Palmquist (1989) mostraram que o estigio de
lactacdo pode ter um efeito maior no peso
molecular dos 4cidos graxos da gordura do leite
que alteragdes da dieta por enriquecimento em
gordura e fatores interferentes relacionados ao
manejo. Consequentemente, o estagio de
lactagdo ¢ um fator mais importante que deve
ser levado em consideragdo na avalia¢do das
causas de perda da acuracia das determinagdes
espectrométricas no infravermelho da gordura
do leite

Em relagdo a influéncia da dieta, a producao de
leite aumenta 3 a 8% quando ¢ consumida dieta
enriquecida com 5% de gordura adicionada na
racdo e fornecendo-se ragdo rica em gordura
para vacas quase sempre se observou o aumento
do teor em 4cidos graxos de cadeia longa,
aumentando o peso molecular médio da gordura
do leite (Palmquist & Jenkins, 1979).

Relacionando a mudanga da percentagem de
insaturac¢do da gordura do leite com a diferenca
de resultados obtidos pelos métodos de EIVM e
Mojonier (quimico), Stegeman et al. (1991)
encontraram uma relagdo linear com inclinagao
de 0,010 e intercepto de -0,013 e r de 0,997.

Com os equipamentos modernos, excelentes
valores de repetitividade de 0,02 g/100 g para a
gordura, proteina e lactose, expressos por meio
de seus desvios-padrdo, sdo facilmente obtidos.
O desvio-padrdo da acuracia varia de 0,08
g/100g para leites de vacas amostrados
individualmente, a 0,04 g/100g para leites de
rebanho (Ribadeau-Dumas & Grappin, 1989). A
norma International IDF Standard 141C:2000

(IDF, 2000) determina que a repetitividade dos
equipamentos analisadores de leite por EIVM
ndo seja maior que 0,04% para cada
componente em mais que 5% dos casos.
Estabelece também como um maximo para o
valor da média das diferencgas entre resultados
instrumentais e obtidos pelo método de
referéncia (sendo n o nimero de analises) de

0,14\/ﬁ para leites amostrados de rebanhos
(com desvio-padrdo maximo da acuracia de

0,07%) e de 0,2\/ﬁ para leite individualmente

amostrado de vacas (com desvio-padriao
maximo da acuracia de 0,1%).

O primeiro equipamento que adaptou a técnica
de espectrometria de absor¢do molecular no
infravermelho para andlise de leite foi o Infra-
red Milk Analyzer, popularizado sob a sigla
IRMA (Goulden, 1967; Grappin & Ribadeau-
Dumas, 1992). Atualmente no Brasil,
laboratorios credenciados pelo MAPA que
constitiem a RBQL (Brasil, 2002b) estao
dotados de equipamentos de modelos
Milkoscan® (Foss A/S, Hillerad, Dinamarca) e
Bentley® (Bentley Instruments Inc., Chaska,
Estados Unidos da América).

2.3.2.2 Avaliagdo da acurécia entre o
método de referéncia e o método indireto
por EIVM (segundo IDF)

A FIL, por meio da norma International IDF
Standard 128A:1999 (IDF, 1999) determina
uma série de protocolos analiticos para a
determinagdo da acuracia total de métodos
indiretos frente aos métodos diretos ou de
referéncia e utiliza termos e definigdes
recomendados pela norma da International
Standard Organization ISO 3534 (ISO, 1993a e
b) para parametros de avaliag@o.

As seguintes definigdes sdo estabelecidas por
IDF (1999):

a) Valor verdadeiro de uma determinagdo: o
valor que caracteriza perfeitamente a quantidade
definida nas condi¢des que existem quando esta
quantidade ¢ considerada. E um valor ideal que
poderia ser obtido somente quando todas as
causas de erro de medi¢do fossem eliminadas e
a populagdo fosse infinita;
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b) Método de referéncia: um método
internacionalmente reconhecido por
especialistas ou por concordancia entre as
partes, que produz o valor verdadeiro ou valor
designado da quantidade do pardmetro em
mensuragao;

¢) Método indireto: método que ndo mensura
diretamente o componente objeto da
mensuragdo, mas uma ou mais quantidades ou
propriedades  que  sdo  funcionalmente
relacionadas ao componente. O sinal deve ser
relacionado a valores quantitativos conhecidos
ou valores verdadeiros do componente, obtidos
por materiais de referéncia ou instrumentos, ou
mais freqiientemente, empregando-se um
método de referéncia;

d) Acurécia total: grau de confianca que se
atribui ao valor de uma medi¢do, ou a extensao
de sua exatidio. E um indice que indica a
quantidade de erro envolvido, e é comumente
expresso como o erro associado ao método
usado e calculado sob condi¢Ges convenientes.
Quando se realiza uma medi¢do (m;) de um
determinado parametro com um determinado
método de andlise, o valor obtido ¢ sempre uma
estimativa de seu valor verdadeiro (p). O erro
do método é dado pela diferenga my-p. A
acuracia total do método ¢ melhor quanto menor
¢ a diferenca m;-p.. Esta diferenca depende das
principais caracteristicas analiticas do método:
precisdo, acuracia da média, sensibilidade e
limite de detecgdo do procedimento analitico;

e) Precisdo: nivel de concordancia entre
resultados obtidos por um mesmo método
quando aplicados a materiais idénticos sob
condigdes fixas. A precisdo se divide em
repetitividade e reprodutibilidade.

f) Repetitividade (r): valor abaixo do qual a
diferenca absoluta entre os resultados de duas
simples determinagdes, obtidos com o mesmo
método em materiais idénticos, sob as mesmas
condigdes  (mesmos  aparatos, operador,
laboratorio e em rapida sucessdo), ¢ esperada
com uma probabilidade determinada (por

exemplo 95%);

g) Reprodutibilidade (R): valor abaixo do qual a
diferenca absoluta entre os resultados de duas
simples determinagdes, obtidos em materiais
idénticos obtidos sob diferentes condigdes

(diferentes operadores, aparatos, laboratorios
e/ou diferentes tempos) € esperada com uma
probabilidade determinada (por exemplo 95%);

h) Acuracia da média: nivel de concordancia
entre o valor verdadeiro e a média de resultados
obtida a partir da realizagdo de varias medigdes
com o método indireto em condigdes de
repetitividade, de modo a minimizar erros
aleatdrios de precisdo. A acuracia da média ¢
constituida por dois componentes: exatiddo da
calibragdo e acuricia propriamente ditas. E

representada na Figura 16 como (X;-Y;), sendo

X; a média de determinagdes do componente S
realizadas na amostra com o método indireto e
Y; o valor verdadeiro do componente S na

amostra;

1) Exatiddo da calibracdo: nivel de concordancia
a cada nivel quantitativo do parametro
analisado, entre a média de vérias
determinagdes com o método indireto em uma
mesma amostra ¢ a média estimada do valor
verdadeiro do método de referéncia obtido pela
equagdo de regressdo. E representada na Figura
16 como (X;- V), sendo § a média estimada

da quantidade do componente S na amostra
relativa ao método referéncia, obtida a partir da
equacdo de regressao;

J) Acuracia: nivel de concordancia entre a média
estimada da quantidade do componente S na
amostra relativa ao método referéncia (obtida a
partir da equagdo de regressdo frente aos
resultados obtidos pelo método indireto) ¢ o
valor verdadeiro da quantidade do pardmetro
analisado na amostra, desde que a calibragdo

seja exata; Na Figura 16 ¢ representada por (Y -

Yi). E o maior componente da acuracia da

média, caracterizando a importancia dos erros
sistematicos de um método indireto;

k) Acuracia total: é o nivel de concordancia
entre o resultado obtido em uma unica
determinagdo do componente S na amostra em
analise pelo método indireto e o seu valor
verdadeiro na amostra. Na Figura 16 ¢

representada por (X; - Y, ), sendo X; o resultado

obtido em wuma unica determinagdo do
componente S na amostra em andlise;
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1) Calibragdo 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 proximo do valor verdadeiro da
concentragdo do componente.

A acuracia total de uma medicdo por método
indireto (por exemplo, EIVM), pode ser

definida como a soma do erro proporcionada
pela repetitividade do método, o erro decorrente
da exatiddo da calibragdio e a acuracia
propriamente dita, e ¢ matematicamente
expressa pela equagdo 8. A Figura 16 reflete
graficamente como cada fonte de erro participa
em proporcionar o distanciamento do valor de
uma Unica medicdo do wvalor verdadeiro
referente aquela medig@o.

Equagao 8:

(‘f: - )7: )
acurdcia da média

N S R S
exatiddo da acurdcia
calibragdo

¥ Método de Referéncia
L

Linha tedrica
v=x

Linha Observada

g A
y=bX+a
X;
xi /-//| . +2Sy,x
Média referéncia ¥ ..
. " Acuracia
real tedrico Y e
] —_—
28y
Método
Indireto
g VXX

Exatidio da calibragio = ( ¥; - 9}

Acuracia [;_ ﬁ )

Acuracia Total =

+(ii—§}+(§_g} =ix -7

Figura 16. Decomposi¢do da acuréacia total de um método indireto em repetitividade e acurdcia da média
(esta decomposta em exatiddo da calibracdo e acuricia), referente a determinacdo do componente S na
amostra. Fonte: IDF (2000).
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A avaliacdo intralaboratorial de um método
indireto em relagdo & sua precisdo e acuracia
segue relacdes matematicas que fornecem
parametros importantes na avaliagdo intrinseca
do desempenho de medigdes realizadas pelo
laboratério por um método indireto e a
comparagao com o método de referéncia. Estas
relagbes e o calculo matematico destes
parametros sdo amplamente abordados por IDF
(1999). Sao eles:

a) Intrinsecos respectivamente aos métodos de
referéncia e indireto:

=  Desvio-padrio da repetitividade;
= Desvio-padrio da reprodutibilidade.

b) Parametros resultantes da analise de
regressdo da associagdo dos resultados obtidos
pelo método de referéncia e indireto:

= Inclinagdo (slope),

= Intercepto,

= Desvio-padrao residual da regressao,

= Equacao de regressio;

= Comparagdo estatistica da inclina¢ao b

da referida equagao de regressdo com o
valor teorico igual a 1,

= Comparacdo estatistica do intercepto a
da equacdo de regressdo com o valor
teodrico igual a zero,

=  Comparagdo de médias dos resultados
obtidos pelos métodos indireto e de
referéncia,

= Avaliagdo se a média das diferencas
entre os resultados obtidos pelos
métodos indireto e direto (bias médio)
se encontra dentro de limites
estatisticos aceitaveis.

2.3.2.3 Indicadores de desempenho dos
equipamentos EIVM

Os valores dos indicadores de desempenho de
repetitividade e acuracia dos analisadores de
componentes do leite por EIVM sdo definidos
pela AOAC (Bradley Jr., 2000) na descrigdo do
método 972.16 e pela FIL por meio da norma
International IDF Standard 141C:2000 (IDF,
2000) sdo os demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11. Pardmetros de avaliagdo da performance dos equipamentos de andlise de PB por EIVM em
leite, quanto a repetitividade e acuracia, segundo a AOAC (Bradley Jr., 2000) e FIL (IDF, 2000).

AOAC IDF
Parametros Al
. Sélidos Todos
Gordura Proteina Lactose : - A
totais parametros
Desvio-padrdo da diferengaentre )0, _0009,  <002% <004 % <0,02 %*
duplicatas
Diferenga absoluta entre duplicatas *— % *— ok *— % *— % <0,06 %
Media das dlferen'c;as absolutas <002 % <002 % <002 % <0.03% -
entre duplicatas
Desvio-padrdo da diferenga entre os
métodos de referéncia (Kjeldahl) e < 0,06 % <0,06 % <0,06 % <0,12 % <0,07 %
EIVM
Média das diferengas absolutas
entre os métodos de referéncia <0,05 % <0,05 % <0,05 % <0,09 % *— %
(Kjeldahl) e EIVM
Meédia das diferengas entre os
métodos de referéncia (Kjeldahl) e * — % *— *— * =k 0,147 fn

EIVM (ndo absolutas)

* Corresponde a < 0,04% em 95% dos casos.
Fonte: Bradley Jr. (2000) ¢ IDF (2000).
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2.4 PAGAMENTO DO LEITE POR
QUALIDADE

Monardes (2004) citando e aplicando preceitos
de Valfr¢ & Moretti (1997) aos produtos
lacteos, conceitua qualidade total como
qualidade higiénica (inocuidade),
composicional, nutricional, sensorial,
tecnologica (aptiddo ao processamento). O leite
¢ um conjunto nutricional preparado pela
natureza que ndo contém sO proteinas,
carboidratos, gorduras, vitaminas e minerais de
altissima  disponibilidade  bioldgica, mas
também outras substincias sobre as quais se
comega hoje a contar com evidéncias de efeitos
sobre a satde do consumidor (Monardes, 2004).
O leite ¢ um dos alimentos de maior
importancia para a sociedade humana e em
func¢do de sua composi¢do equilibrada, o leite
figura entre os alimentos essenciais dos
seguimentos mais frageis da sociedade: as
criangas, as gestantes e os idosos (Diirr, 2004).
Isto os torna os principais clientes finais da
cadeia do leite, e por isso, suas exigéncias de
ordem econdmica, tecnologica, sanitaria,
nutricional e moral s@o premissas a serem
atendidas por todos os seguimentos anteriores,
desde a produgdo da matéria-prima leite cru, até
os beneficiadores e industrializadores dos
produtos lacteos. Diz-se de exigéncias de ordem
econdmica porque o cliente tem influéncia nas
defini¢cdes de lucro maximo conferido por um
produto lacteo ao seu industrializador ou
beneficiador; de ordem tecnologica porque os
estabelecimentos transformadores se véem
obrigados a manter condi¢des relacionadas ao
conhecimento das variaveis do processo
produtivo, ao emprego de equipamentos de
ponta e o emprego de processos adequados ; de
ordem sanitaria pela necessidade de os clientes
consumirem alimentos indcuos e inocuidade dos
lacteos representa a responsabilidade da cadeia
do leite para com a sociedade ¢ compromisso
com a saude da populacdo (Monardes, 2004); de
ordem nutricional em razdo das necessidades
especificas de cada grupo de consumidores; e
finalmente de ordem moral porque os produtos
devem atender requisitos minimos de qualidade
previstos em normas e leis e serem isentos de
fraudes de ordem econdmica. Os conceitos
basicos de prevencdo e controle da
contaminagdo alimentar e das doengas
transmitidas através dos alimentos sugerem,
geralmente, melhorar a qualidade higiénica dos

alimentos crus aplicando boas praticas de
producdo e criagdo e processamento (Monardes,
2004).

Diirr  (2004) ressalta a necessidade de a
qualidade do leite e dos produtos lacteos advir
de procedimentos adequados ainda nos
estabelecimentos rurais de produgdo da matéria-
prima, o leite in natura, com a ordenha
higiénica de vacas sadias e conservagdo do
produto a baixas temperaturas e Portugal (2003)
faz referéncia a presenca indevida de residuos
de antibioticos no leite resultante das terapias de
tratamento da mastite de vacas leiteiras.

O transporte até o posto de coleta ou fabrica de
laticinios, o beneficiamento e a transformagao, o
transporte do produto acabado, as condi¢des de
comercializagdo ¢ o produto no seu local de
consumo final sdo etapas que justificam a
responsabilidade e compromisso de todos os
envolvidos no processo da cadeia do leite em se
alcangar a qualidade total (Meirelles, 2004).
Ainda Meirelles (2004), as estratégias de
alcance da qualidade total passam por etapas
cronolégicas e sincronizadas de diagndstico da
situacdo, estabelecimento de objetivos a serem
alcancados, definicdo de tempo realistico de
alcance  dos  objetivos,  definicdo  de
procedimentos para alcance dos objetivos e
finalmente, a estratégia de implementagao.

O setor lacteo brasileiro, a despeito de
alteracdes significativas ocorridas a partir da
metade da década de 90, com especial atengao a
refrigeracdo do leite na propriedade rural e seu
transporte a granel aos estabelecimentos
beneficiadores e industrializadores, lida com um
grande desafio: incentivar a melhoria da
qualidade em pardmetros mais refinados, tais
como composi¢ao, valor nutritivo e sanitario,
em um sistema que ainda vive sintomas de
excedente e entressafra no mesmo ano, no qual
ha alteragdes dos parametros basicos de
valorizagdo do produto em base do volume
produzido.

Laranja (2001) faz referéncia a complexidade de
precos praticada no Brasil apos a liberagdo do
controle de leite pelo governo a partir de 1991,
com variagdo significativa de prego entre
regides e até mesmo micro-regides. Meirelles
(2004), refere-se ao fato de uma maior producao
ndo ser sindnimo de maior renda se o efeito for
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o de gerar oferta excedente ¢ ressalta a
necessidade de um continuo aumento da
produtividade leiteira, ainda muito baixa.

A sustentabilidade do agronegdcio do leite no
Brasil depende da reorganizagcdo dos diversos
segmentos da cadeia produtiva, sendo
necessario o incentivo ao desenvolvimento de
tecnologias e pesquisa aplicadas, contribuindo
efetivamente para os diferentes sistemas de
producdo (Portugal, 2003).

Em relacdo a composi¢do do leite, Monardes
(2004) e Ibarra (2004) referem-se a iniciativa
original de os paises valorizarem a gordura. A
tendéncia atual ¢ de se valorizar mais a proteina
como reflexo de pressdes de nutricionistas,
consumidores e fabricantes de queijos, devendo
os produtores buscar o aumento da concentracao
deste componente do leite; os processadores
remunerar o esfor¢o dos produtores; e os
consumidores aceitar pagar o justo prego pelo
esforco que vai de encontro as suas
necessidades (Monardes, 2004). No final dos
anos 60 iniciaram-se as discussdoes de
pagamento por qualidade em bases de SNG e
proteina na Suiga (Zurborg, 1992). Desde o ano
de 1969, a Franga realiza pagamento por
qualidade em bases de teor em gordura e PB do
leite (passando para PV em 1974), valorizando
inicialmente mais a frago lipidica em relagdo a
protéica numa proporcdo de 74:26, com uma
inversdo de valores em 1976 para 34:66
(Grappin, 1992). Ibarra (2004) relata a inversao
do valor da proteina em relagdo ao valor da
gordura ocorrida entre os anos de 1990 e 1996
na Dinamarca, justificado pela aplicagdo de
40% do leite na fabricagdo de queijos. Paises
pioneiros no setor leiteiro como a Dinamarca e
Holanda ja pagam por qualidade em base no
teor em proteina ha 30 anos, sendo uma
tendéncia natural para 0s paises
preponderantemente produtores de leite em po,
queijos, caseina ou caseinatos o fazerem desta
forma (Ibarra, 2004). Entretanto, dados de 1981
coletados em diversos paises ainda ndo
demonstravam uma forte relacdo entre o peso
dos componentes na composicdo do prego do
leite e a aplicagdo do leite (queijo e manteiga)
(IDF, 1985).

Mais precisamente, na Holanda o pagamento de
proteina pela qualidade iniciou-se em 1955, em
razdo de as cooperativas perceberem que leites

com o mesmo percentual de gordura
apresentavam  diferentes rendimentos na
producdo de queijos, o que foi atribuido ao
diferente percentual de proteina (Walstra, 1992).

Levantamentos realizados pela FIL em 1989 em
diversos paises mostraram diferencas entre os
parametros de valorizagdo do leite muito
diferentes. Alguns ainda baseavam-se em
tradic¢do (por exemplo, Austrdlia), e outros
respondiam a necessidade de qualidade dos
produtos lacteos (por exemplo, Franga), outros a
uma demanda nutricional (por exemplo,
Noruega), além do desestimulo ja existente
aquela época em se produzir gordura. Nesta
época  parametros composicionais = como
gordura, proteina, SNG geravam bonificagdes
ou descontos, enquanto Agua adicionada,
residuos de antibidticos, contagem de
microrganismos e de células somaticas levavam
a penalidades, inclusive ndo recebimento do
leite (IDF, 1991b).

Walstra (1992) faz referéncia a discussdo
ocorrida na Holanda entre industrias e quimicos
quanto a melhor maneira de expressar proteina
se bruta (total) ou verdadeira, inclusive para
pagamento  por qualidade do leite,
permanecendo ao longo do tempo neste caso, a
PB (IDF, 2002). Na Franca, o pagamento por
qualidade do leite baseado em teor protéico
iniciou-se em 1960, passando a ser em base de
proteina e gordura em 1968. Em razdo da
grande variabilidade do NNP do leite, que
interfere na acuracia tanto do MRK quanto no
método de EIVM, decidiu-se em 1976 naquele
pais mudar o pagamento por qualidade em
proteina na base de PB para PV (Grappin,
1991).

A producdo de leite com alto teor em proteina
gera custos adicionais que sdo recuperados
somente com uma aplicacdo adequada deste
leite em produtos que dependem do teor
protéico, como € o caso do queijo (Walstra,
1992). Emmons et al. (1990a) referem-se a
necessidade incontestavel de se estabelecer
sistemas de valorizagdo do leite em
concordancia com a utilizagdo a ele conferida na
obtengdo de produtos. Na Holanda, com a
adocdo do sistema de pagamento por qualidade
iniciado em 1955, os especialistas em
melhoramento animal esperavam obter sucesso
na selegdo de animais para aumentar o teor em
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proteina no leite, o que, todavia ndo ocorreu.
Assim apenas nos anos 80 atingiu-se um
percentual de 3,4%, um pouco maior que o
original de 3,2%. Todavia, a gordura respondeu
bem ao sistema adotado, de modo que no
mesmo periodo, o teor médio em gordura no
leite subiu de 3,7% para 4,4% (Walstra, 1992).

Em uma visdo mais capitalista de Emmons et al.
(1990b), o processador ndo deve pagar mais que
o valor do leite em termos da quantidade de
produtos que podem ser produzidos e os
produtores devem receber integralmente o valor
do leite nos mesmos termos. Assim, o
pagamento pela qualidade do leite deve estar
bem afinado com o destino do leite, ¢ formulas
multiplas devem ser adotadas por regido, por
unidade processadora e até mesmo por linhas de
produgao.

Confirmou-se a influéncia das politicas de PPQ
sobre estratégias de melhoramento genético e a
alimentagdo fornecida aos animais (IDF,
1991b). As andlises laboratoriais que davam
suporte aos programas de PPQ nos paises
integrantes da FIL eram governamentais,
independentes ou ligados a instituigdes de
controle (IDF, 1991Db).

Mais recentemente, em um levantamento
realizado pela FIL em 2000 entre seus
associados, revelaram-se diferencas entre os
sistemas de PPQ colocados em pratica por eles,
mas com uma tendéncia quase unanime em
bonificar a gordura e a proteina. Os parametros
utilizados podem ser vistos na Tabela 12
(componentes) e Tabela 13 (aspectos higiénico-
sanitarios) (IDF, 2002).

As quatro categorias de qualidade higiénico-
sanitaria da Dinamarca s@o instrumentos de
bonificagdo e penalizagdo, sendo a primeira
bonificada em 2,5%, a segunda recebendo o
prego basico e as terceira e quarta apresentando
dedugdes de 2,5% e 5,0% respectivamente.
Mantendo-se na quarta categoria
sucessivamente, um produtor pode ser
penalizado em até 50% do valor do leite. A
proteina e a gordura sdo valorizadas em uma
base de unidade monetaria por quilograma do
componente (Ibarra, 2004).

Na provincia canadense do Québec, adota-se um
sistema em que a contribuigdo de cada
componente no rendimento dos produtos
terminados dita o seu valor (Monardes, 1998).

Tabela 12. Parametros de composi¢do empregados pelos diversos paises membros da FIL, no ano
calendario de 2000, em férmulas de pagamento pela qualidade do leite cru.

Paises membros da Federacao Internacional de

Laticinios avaliados

Parametros de

< wv
o= Q =
- < e < i~
composicao © g 9 S = s @ - B =
posi¢c S g2 £ 5 8 & &g 5 g £ o s §5 &8 8 £
5L EEinZ g gL EEeE2s 8B
[ o 15} 5 = ® N a = %) !g S = =) E e 8 o
S 5 g2 5 s« 2 &5 8§ 2 2L an s EFZZ
o © = A s Z HE &G e
< A ) 8 N
Z @ <
Gordura + + + + 4+ o+ + + 4 + + +
Proteina total + + + + + o+ + + + +
Proteina verdadeira + +
Lactose +
Lactose e outros solidos & 4
Solidos totais + +
Gordura + proteina F
Sélidos ndo gordurosos + +  +
Outros 4

Fonte: IDF (2002).
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Tabela 13 Classes de qualidade dos parametros higiénico-sanitarios de contagem de germes/mL e
CCS/mL no leite cru de alguns paises membros da FIL.

Categoria Zggg(?ia Bélgica Dinamarca I{stltl?((il(c))ss Canada Argentina
) Classe I <100 <100 <30 - - <100
§ Classe II 100 a 200 1 més > 100 30a100 - - 100 a 300
g Classe IIT 200 a 500 2 meses* > 100 100 a 300 - - 300 a 500
% Classe IV 500 a 1.000 3 meses* > 100 > 300 - - > 500
g Classe V >1.000 4 meses* > 100 - - - -
© Rejei¢do - 4 meses* > 100 - > 100 > 100 -
Classe I <400 <400 <300 <500 <200
'é Classe I 400 a 500 1 més* > 400 300 a 400 200 a 400
-‘—3 % Classe IIT 500 a 600 2 meses* > 400 400 a 600 400 a 600
8 é Classe IV > 600 3 meses™® > 400 > 600 > 600
2 Classe V 4 meses* > 400
Rejei¢do 4 meses* > 400 > 750 > 4 penalidades

Nota: (*) meses em sucess@o. Os valores estdo expressos em 1.000 germes/mL e 1.000 células/mL. A
notagdo original “germe” do autor ndo esclarece uma utilizagdo da contagem bacteriana total (CBT) por
citometria de fluxo ou uma correspondéncia desta a contagem padrdo em placa, reportando-se a norma

International IDF Standard 100B:1991.
Fonte: IDF (2002).

Na Nova Zelandia, avaliando-se condi¢oes
higiénico-sanitarias, se paga o preco basico
(classe 1), sobre o qual impdem-se somente
dedugdes (classes II a IV) e para componentes,
o sistema de pagamento por qualidade baseia-se
em teores diferenciados em gordura e proteina.
O Uruguai, em fungfo de uma tendéncia de se
firmar como exportador de leite em po6 e queijo,
adotou um sistema de pagamento baseado em
teor protéico e em gordura a partir de 1992
(Ibarra, 2004). Nos Estados Unidos, a legislacao
restringe a aceitacdo contagens superiores a
100.000 microrganismos (em UFC por mililitro)
em leite amostrado individualmente por
produtor, a 300.000 microrganismos (em UFC
por mililitro) em leite amostrado de uma mistura
de leites de varios produtores ¢ a 750.000
células somaticas por mililitro. Este padrdo de
CCS ¢ superior ao adotado pela Comunidade
Economica Européia, mas acredita-se que este
valor seja adequado para garantir uma
seguranca alimentar (Philpot, 1998).

No Brasil, as tendéncias mostram uma rejei¢ao
crescente a produtos gordurosos, especialmente
gordura saturada de origem animal, o que tem

levado a queda do valor da gordura lactea paga
aos produtores. Nos anos de 1994 e 1998, o teor
em gordura constava como sendo o terceiro
pardmetro mais utilizado na composi¢ao do leite
em bases de qualidade (Laranja, 2001).
Analisando-se o fato, naquela época havia uma
restricdo muito grande proporcionada pela falta
de ferramentas de diagnodstico da situacdo
composicional do leite, sobretudo em termos de
proteina e solidos totais. A RBQL, instituida
pela Instrucdo Normativa n° 37/2002 (Brasil,
2002b), com atribuicdes de realizagdo de
analises laboratoriais de fiscalizagdo em
amostras de leite cru, coletadas em propriedades
rurais e em estabelecimentos responsaveis por
sua conservagdo e/ou beneficiamento. Esta rede
de laboratorios ¢ dotada de EIM de aplicagdo
em analise dos principais componentes do leite,
como proteina, lactose, gordura e solidos totais
ou SNG, além de equipamentos de contagem de
cé¢lulas somaticas e de bactérias totais pelo
método instrumental indireto de citometria de
fluxo, todos com alta capacidade analitica. A
Instrugdo Normativa n°® 59/2002 (Brasil, 2002c)
instituiu como base operacional inicial da
RBQL a Clinica do Leite, da Escola Superior de
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Agricultura Luiz de Queiroz (Universidade de
Sdo Paulo), o Servigo de Analise de Rebanhos
Leiteiros da Universidade de Passo Fundo
(UPF) — RS, o Laboratério de Qualidade do
Leite da Embrapa Gado de Leite em Juiz de
Fora — MG, o Laboratério de Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) — MG, o
Programa de Analise de Rebanhos Leiteiros do
Parana da Universidade Federal do Parana
(UFPR) e da Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa — PR,
0 Programa de Analise de Rebanhos Leiteiros
de Pernambuco da Universidade Federal Rural
de Pernambuco (UFRPE) — PE e o Laboratério
de Qualidade do Leite do Centro de Pesquisa de
Alimentos da Universidade Federal de Goids
(UFG), estes na condicdo de Laboratdrios
Credenciados, e o Laboratorio Nacional
Agropecuario em Pedro Leopoldo
(LANAGRO/MG) da Secretaria de Defesa
Agropecuaria do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e  Abastecimento, este como
Laboratorio Oficial de Referéncia (Brasil,
2002c). As andlises realizadas pela RBQL
podem ser empregadas para fins de fiscalizagdo
ou de sistemas de pagamento por qualidade
definidos por estabelecimentos processadores.

As tendéncias de consumo da populagdo
brasileira deve ser sempre levada em conta,
porque o mercado potencial do pais em termos
de consumo de lacteos ¢ muito grande.
Monardes (2004) ressalta a tendéncia de o setor
leiteiro continuar localizado, com a maioria dos
produtos sendo consumido no proprio pais, a
exemplo do que acontece no mundo. O Brasil
vém experimentando uma exportag@o crescente
predominantemente de  produtos lacteos
concentrados ¢ desidratados (MAPA, 2006).
Dados da utilizagdo em niveis mundiais de leite
apontam 30% para a fabricag@o de queijo e 15%
para a fabricacdo de leite em p6 (Ibarra, 2004)

Para atuar de modo competitivo nos mercados
internacionais, Martins et al. (2004) ressaltam a
necessidade de a cadeia lactea nacional elevar a
produtividade da matéria-prima, incluindo-se
neste raciocinio a necessidade de melhorar a sua
qualidade, permitindo maiores rendimentos
industriais ¢ maior tempo de vida de prateleira
dos produtos. Martins et al. (2004) citam quatro
obstaculos a serem vencidos em se reportando
ao PPQ no Brasil: mudanga na estrutura

produtiva para produzir leite de elevado padrao
higiénico-sanitario com mais gordura e proteina;
necessidade de melhoria da estrutura de
laboratdrios de analise; aplicag@o de tecnologia
na propriedade para atender as novas exigéncias
e demandas; necessidade de nivelamento
financeiro e de conhecimentos. O sistema de
PPQ, a exemplo de outros paises que ja se
encontram em um Status tecnoldgico mais
avancado, deve ser implementado em etapas.
Ibarra (2004) afirma a necessidade de compilar
dados de pardmetros de qualidade por um
periodo de no minimo um ano, definir os
objetivos a serem alcancados com a aplicacao
do sistema de PPQ, escolher em seguida o
sistema de pagamento, realizar a divulgacdo
entre os participantes, aplicar o plano e efetuar
ajustes.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

= Determinar o perfil do leite cru refrigerado
de propriedades rurais de Minas Gerais
quanto aos teores em gordura, proteina,
lactose, so6lidos ndo gordurosos e soélidos
totais ¢ a contagem de células somaticas ¢ a
contagem de  microrganismos de
crescimento a 30°C/72 horas, indicadores
de qualidade do leite usualmente
empregados para propdsitos de PPQ;

= Avaliar como esses indicadores de
qualidade do leite possivelmente interagem
entre si;

= Correlacionar  esses indicadores de
qualidade do leite com produgdo média
diaria de leite de diferentes propriedades
rurais de Minas Gerais;

= Estabelecer um perfil das propriedades
rurais de Minas Gerais quanto ao
atendimento dos preceitos de qualidade
estabelecidos pela Instrugdo Normativa n°
51/2002 do MAPA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
= Determinar o perfil do leite cru refrigerado

de propriedades rurais de Minas Gerais
quanto ao teor em NNP, NNP/NT e PV;
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Avaliar como esses parametros de composi¢do
do leite possivelmente interagem entre si e com
os demais indicadores de qualidade do leite;

= Avaliar uma possivel interferéncia do NNP
nas determinacdes de teores em PB do leite
por EIVM;

= Avaliar o cumprimento dos preceitos
estabelecidos pela Instrugdo Normativa n°
51/2002 para os parametros de qualidade
PB, gordura, SNG, CCS e contagem
microbiana a 30°C/72 horas;

= Estabelecer um modelo de predi¢ao do teor
em PV do leite em fungdo do teor em PB;

= Avaliar as relagcdes entre teores de PB
obtidos pelo método de referéncia
(Kjeldahl) e pelo método indireto por
EIVM ¢ estabelecer possiveis fontes de
varia¢do que afetariam a acurécia;

= Estabelecer a estabilidade do soro de
precipitagio do leite com  acido
tricloroacético ao congelamento por 90 dias
na quantificag¢@o do teor em NNP do leite;

= Estabelecer a interferéncia que a adi¢do de
uréia pode causar na determinagdo dos
teores em PB do leite obtidos por EIVM
(hipotese de fraude).

4 MATERIAL E METODOS

41 COLETA, TRANSPORTE E
CONSERVACAO DE  AMOSTRAS
PRIMARIAS E SECUNDARIAS

Neste experimento chamou-se de amostras
primarias as 200 amostras de leite cru coletadas
no periodo de agosto a novembro de 2005
diretamente dos tanques de refrigeracdo
representativos de propriedades rurais da regido
do entorno de Belo Horizonte, com rotas de
captagdo centralizadas nos municipios da regido
metropolitana de Belo Horizonte, Cristiano
Otoni, Conselheiro Lafeiete e Piracema. Nas
propriedades rurais, as amostras primarias
foram coletadas apdés homogeneizagdo do
contetido do tanque de refrigeragdo, e
introduzidas em  recipiente estéril  de
polipropileno autoclavavel. O procedimento de

coleta da amostra primaria seguiu 0s preceitos
da norma International IDF Standard 50C:1995
(IDF, 1995b).

Desde as coletas nas propriedades rurais, as
amostras primdrias de leite cru foram mantidas
sob refrigeracdo (IDF, 1995b) garantida por
recipientes isotérmicos adicionados de gelo
reciclavel previamente mantidos a uma
temperatura ndo superior a -10°C e em
quantidade  suficiente para garantir a
manutengdo das amostras a uma temperatura
ndo superior a 4°C sem congelarem.

Atribuiu-se o nome de amostras secundarias
aquelas obtidas por tomada de aliquota a partir
das amostras primarias.

No mesmo dia, prepararam-se amostras
secundarias para fins de analise de contagem
indireta de microrganismos a 30°C/72 horas por
citometria de fluxo, retirando-se de cada
amostra primaria uma aliquota de 40 mL, em
ambiente estéril proporcionado por chama, para
um frasco plastico inerte e estéril, com adigdo
subseqiiente de 4 gotas de conservante azidiol
por frasco, observando-se homogeneizagdo
prévia do leite cru contido nos frascos originais.
Obtidas as amostras secundarias de leite para
analise de contagem bacteriana, seguiram-se os
procedimentos de vedagdo dos frascos e
homogeneizagdo do conservante. As amostras
secundarias foram devidamente identificadas
com rastreamento ao tanque de refrigeragdo e
data de coleta, e entdo conservadas sob
refrigeracdo a 5-7°C até o momento de andlise
no Laboratorio de Controle da Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG
(LabUFMG). O leite restante a retirada da
primeira aliquota de 40 mL, remanescente nos
frascos originais, foi mantido sob refrigera¢do
adequada e conduzido ao Laboratorio Nacional
Agropecudrio em Pedro Leopoldo, Minas
Gerais, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (LANAGRO-MG/MAPA) em
recipientes isotérmicos com gelo reciclavel
previamente mantidos a uma temperatura ndo
superior a -10°C em condigdes que ndo
permitissem congelamento das amostras.

No momento da segunda amostragem
secundaria para analise de componentes
(gordura, PB, lactose e so6lidos totais) por EIVM
segundo procedimentos preconizados pela FIL
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(IDF, 2000), analise de CCS (IDF, 1995a) e
analise de PB e NNP pelo método Kjeldahl
(IDF, 1993), cada frasco original contendo
amostra de leite cru representativo do tanque de
refrigeracdo da propriedade rural foi aquecido a
20°C e adicionado de uma barra magnética de
37 mm de comprimento ¢ 7 mm de didmetro. O
leite contido nos frascos foi entdo submetido a
agitagdo magnética sobre um  agitador
magnético multiplo Modelo RO 10 Power,
Marca IKA — Werke, em posigdo de agitagdo n°
8 (em uma escala existente no equipamento
variando de 0 a 10) por dois minutos, ap6s o que
a velocidade de agitacdo foi reduzida para a
posicdo n° 5 (agitacdo leve) e mantida nesta
velocidade em todo o processo de obtencdo de
aliquota para analise por EIVM e CCS e tomada
de aliquota para analise de PB por MRK. Os
dois procedimentos foram conduzidos em
momentos imediatamente subseqiientes para
garantir que as aliquotas tomadas fossem
representativas da  amostra  original e
equivalentes entre si em composigdo e células
somaticas. Para analise de componentes do leite

=

por EIVM e CCS, de cada frasco original
representativo do tanque de refrigeragdo da
propriedade rural foi tomada uma aliquota de 40
mL (amostragem secundaria) e introduzida em
um frasco plastico inerte e estéril. Adicionou-se
a cada um destes frascos de amostragem
secundaria, um comprimido de conservante
bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol), o
que garantiu uma concentra¢do de 8 mg/40 mL
de leite do componente ativo. Imediatamente os
frascos foram identificados e colocados sob
refrigeracdo a 3° 5°C e freqiientemente
homogeneizados até completa dissolu¢do dos
comprimidos de conservante, apds o que foram
conduzidos ao LabUFMG para analise de
componentes e CCS sob refrigeragdo a 3 — 5° C
garantida por caixas isotérmicas e gelo
reciclavel congelado.

O fluxograma de obtencdo de amostras
primarias e secundarias para conducdo do
experimento ¢ demonstrado por meio da Figura
17.

Tanque de refrigeracao
de leite de propriedades

rurais
__ i

L

\

Amostra primaria de
leite cru coletada
no tanque de refrigeragéo
170 mL

Contagem Indireta de

Microrganismos por

Citometria de Fluxo
40 mL

(LabUFMG)

Amostra secundaria D D

Analise do teorem PB &

. NNP por Kjeldahl

(LANAGRO-MG)

Amostra secundaria
Analise do teor em gordura,
PB, lactose e solidos totais

por EIVM
40 mL
(LabUFMG)

Figura 17. Fluxograma de obtencdo das amostras primaria e secunddria rastreavel ao tanque de
refrigeracdo do leite da propriedade rural, para realizag@o das analises previstas no experimento.

42  TESTE DE HOMOGENEIDADE
DA AMOSTRAGEM SECUNDARIA

Com o objetivo de se avaliar a efetividade do
processo de homogeneizacdo por agitagdo

magnética adotado e descrito anteriormente, em
garantir a obtencdo de réplicas de amostras
secundarias  equivalentes entre si  para
determinag@o espectrométrica de componentes e
para determinacdo de NNP e proteina bruta pelo
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método Kjeldahl, foi realizado um teste de
homogeneidade. A importancia atribuida a este
teste deveu-se ao fato de a equivaléncia entre
aliquotas obtidas do processo de
homogeneizagdo adotado ser considerado um
ponto critico na comparagao entre os métodos
de anélise de PB por EIVM e por MRK.

Segundo Olivieri (2005), entende-se por
homogeneidade, a uniformidade de composicio
ou estrutura do material, com respeito a
propriedade de interesse, sendo que um material
¢ considerado homogéneo para uma
determinada propriedade, se o valor desta,
obtido por meio de amostras representativas,
ficar situado em faixa de incerteza considerada
satisfatoria e a variabilidade do material devera
ser menor do que a do método de ensaio
utilizado.

O teste de homogeneidade consiste em se
utilizar o procedimento de analise de variancia
(ANOVA), ¢ o modelo permite que sejam
calculadas a variancia da analise, a variancia
interna aos frascos (dentre frascos) e a variancia
entre os frascos, onde cada uma delas indica a
dispersdo dos respectivos resultados em torno
de sua média aritmética. A razdo entre a
variancia “entre” frascos e a variancia “dentre”
frascos (esta tultima, variancia do erro ou
residuo) fornece o valor F para a fonte de
variagdo “‘entre frascos”, que ¢ comparado ao
valor F critico obtido a partir dos graus de
liberdade do erro (dentre frascos) e dos frascos
(fonte sendo testada). Sendo o valor de F
calculado inferior ao F critico, conclui-se que
ndo ha motivo estatisticamente comprovado
para ndo aceitagdo da homogeneidade entre os
frascos. A relag@o contraria entre os valores de
F calculado e critico fornece subsidios para
considerar que ndo ha homogeneidade entre os
frascos.

A analise de varidncia empregada ¢ a de um
fator, considerando-se a variancia entre frascos
e a variancia dentre frascos, esta ultima
correspondendo a variancia do erro ou residuo
(ou da analise) (Chui et al., 2005).

Segundo a norma ISO/REMCO N247 citada por
Olivieri (2005), recomenda-se o preparo de 12
frascos por meio de um método apropriado (ou
em teste), que sdo analisados em duplicata por
um método adequado. Outros modelos fatoriais

podem ser empregados (ANVISA, 2005; Chui
et al.; 2005), atentando-se ao grau de liberdade
minimo do erro.

Leites crus refrigerados representativos de dez
tanques de refrigeragdo foram introduzidos em
um béquer de vidro de 1000 mL de capacidade,
perfazendo um volume final de 1000 mL. A
temperatura foi ajustada a 20°C por
aquecimento em banho-maria a 40° + 1°C.
Introduziu-se uma barra magnética com
comprimento de 78 mm e didmetro de 13 mm,
garantindo-se aproximadamente uma propor¢ao
volumétrica entre leite e barra magnética
equivalente a dos frascos de coleta e as barras
magnéticas empregadas na obtencdo das
amostras secundarias e realizou-se a agitacdo no
agitador magnético multiplo Modelo RO 10
Power, Marca IKA — Werke, em posigdo de
agitacdo n° 8 por dois minutos, apds o que a
velocidade de agitacdo foi reduzida para a
posicdo n° 5 (agitacdo leve) ¢ mantida nesta
velocidade. O volume de leite contido no béquer
foi distribuido em seis frascos idénticos (150
mL de leite) aquele empregado na coleta de
amostra primaria, contendo cada um uma barra
magnética de 37 mm de comprimento € 7 mm
de didmetro, idéntica a empregada no
procedimento analitico de obtengdo das
amostras secundarias para a realizagdo dos
experimentos. Foi mantida a agitacdo magnética
na posicdo n° 5. Dos seis frascos, foram
tomadas 20 aliquotas de 40 mL, introduzidas em
frascos plasticos estéreis idénticos aqueles
empregados para armazenar as amostras
secundarias do experimento principal. Em cada
um dos 20 frascos, foi adicionou-se um
comprimido de bronopol, e procedidas a
homogeneizacdo e a refrigeracdo conforme
executado no experimento principal. As
amostras foram conduzidas ao Laboratério de
Controle de Qualidade do Leite da Escola de
Veterinaria da UFMG para analise em duplicata
de gordura, lactose, proteina, solidos totais por
EIVM e células somaticas por citometria de
fluxo, constituindo a duplicata a analise e
reanalise dos parametros citados no mesmo
frasco. Os dados obtidos foram empregados
para avaliagdo da homogeneidade das amostras
e conseqiientemente, da adequabilidade do
procedimento de homogeneizag¢do do leite por
agitacdo magnética empregada no experimento
principal.
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43  QUANTIFICACAO DE COMPO-
NENTES (EIVM) E CONTAGEM DE
CELULAS SOMATICAS (CITOMETRIA)

Recebidas pelo LabUFMG, as amostras foram
analisadas em duplicata definindo-se os teores
em gordura, proteina, lactose e solidos totais
pelo método de EIVM e a CCS por citometria
de fluxo. Os equipamentos encontravam-se
devidamente calibrados frente a amostras de
referéncia fornecidas pelo Canadd, e realizadas
as checagens de rotina (estabilidade em curto
prazo, purga da célula, zero-settings)
recomendadas pelo manual dos equipamentos
Bentley 2000® e Somacount 300" (Bentley,
1997; Bentley, 1998) e norma International IDF
Standard  141C:2000 (IDF, 2000). O
equipamento empregado nas andlises foi um
sistema  Combi, constituido por uma
combinagdo dos equipamentos Bentley 2000 ¢
Somacount 300%, denominado Bentley 2300®.
Conforme orientagdo do fabricante (Bentley,
1997; Bentley, 1998), as amostras foram
colocadas em racks para analise em seqiiéncia,
colocados em banho de agua para as amostras
serem aquecidas a 40° £ 1°C por 20 minutos.
Apods equilibrio térmico na temperatura
desejada, foram realizadas 15 a 20 agitacGes
manuais dos racks para permitir
homogeneizagdo do contetido dos frascos. Em
seguida, os racks foram colocados um a um em
posigdo de analise, ou seja, em posi¢do de serem
mecanicamente transportados para que as
amostras se alinhassem a pipeta dosadora que
realiza a tomada de aliquota da amostra para
introdu¢do no equipamento. No momento da
tomada de aliquota, 12,5 mL de amostra foram
pipetados de forma automatica e bombeados
para o homogeneizador que proporcionou por
pressdo positiva, a redug¢do e uniformizagido do
tamanho dos globulos de gordura. Em seguida,
9 mL da amostra homogeneizada foram
conduzidas a cubeta, onde recebeu a incidéncia
de radiagGes infravermelhas nos comprimentos
de onda de absorcdo e quantificacdo da gordura
(comprimentos de onda A e B), proteina e
lactose. A quantidade de energia transmitida
para cada radia¢do incidente foi detectada e
transformada pelo programa computacional do
equipamento em teor em cada um dos principais
componentes do leite, expressos na tela do
monitor do computador em g/100 g de leite (%
m/m).

Simultaneamente a analise de componentes, 3,5
mL de amostra homogeneizada foram
direcionados para a CCS, num processo que
consiste basicamente de mistura da aliquota a
solucdo detergente e a solugdo contendo o
corante brometo de etidio (que se liga ao DNA
das células) por meio de trés bombas de seringa
e valvulas de retengdo. A suspensdo de células
foi conduzida para uma agulha de injecdo para
combinar-se com o fluido de condugdo. Este
processo proporcionou a disposi¢do das células
uma a uma em um fluxo continuo em diregdo a
incidéncia da radiagdo laser verde-azul. Quando
as células sofreram a incidéncia da radiagdo
laser verde e azul emitiram radiagdo laser
vermelha que foi detectada e transformada em
um pulso elétrico, cada um representando uma
célula somatica contada. O resultado foi
expresso no monitor do computador em
milhares de células somaticas/mL de leite, em
conjunto com os resultados de componente
obtidos pelo Bentley 2000".

4.4 CONTAGEM INDIRETA DE
MICRORGANISMOS A 30°C/72 HORAS
PELO METODO DE CITOMETRIA DE
FLUXO

Uma vez recebidas pelo LabUFMG, as amostras
destinadas a contagem de bactérias foram
analisadas em duplicata no equipamento
Bactocount® (Bentley Instruments, Chaska,
EUA). O  equipamento  encontrava-se
devidamente calibrado frente a amostras
analisadas pelo método de contagem padrdo em
placa de referéncia definido pela norma
International IDF Standard 100B:1991 (IDF,
1991a), permitindo a conversdao da contagem
bacteriana total em contagem padrio, em
atendimento a Instru¢do Normativa n° 51/2002
(Brasil, 2002a).

As amostras foram dispostas em racks e foram
realizadas 15 a 20 agitagdes manuais para
permitir homogeneizacdo do conteido dos
frascos. Em seguida, os racks foram colocados
um a um em posicdo de analise, ou seja, em
posicdo de serem mecanicamente transportados
para que as amostras se alinhassem a pipeta
dosadora que realiza a tomada de aliquota da
amostra para introduc¢do no equipamento. Sendo
a aliquota submetida a procedimentos de
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eliminacdo enzimatica de interferentes e fixacao
de corante fluorescente brometo de etidio por
meio de incubagdo, as Dbactérias foram
enumeradas, obtendo-se o resultado final em
milhares de UFC/mL de leite.

45  ANALISE DE PROTEINA
BRUTA PELO METODO DE
REFERENCIA (KJELDAHL)

A quantificacdo da PB das amostras
representativas dos 200 tanques de refrigeracdo
de propriedades rurais foi realizada em
conformidade com a norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993), segundo
determinagdo da Instrug¢do Normativa n°
51/2002 (Brasil, 2002a) para analise de leite cru
refrigerado. Empregou-se o método macro-
Kjeldahl que emprega bloco de digestao, parte 2
da referida norma analitica e as analises foram
realizadas em duplicata.

Todos os reagentes empregados foram de grau
analitico (P.A.), a balanca analitica empregada
encontrava-se calibrada com certificado emitido
pela Rede Brasileira de Calibragdo (RBC) ¢ a
agua empregada era deionizada e destilada. Em
conformidade com a norma NBR ISO 17025,
para fins de rastreamento, foram registradas as
informagdes quanto ao preparo € aos insumos
empregados no preparo de solugdes que atuaram
como reagentes ¢ como solu¢des volumétricas
(ABNT, 2005)

Concomitantemente a obtengdo da aliquota de
40 mL de leite para analise de componentes por
EIVM e CCS, uma aliquota correspondente a
aproximadamente 5 g de amostra foi analitica e
exatamente pesada ao 0,1 mg e introduzida no
fundo de um tubo de digestdo de vidro resistente
a aquecimento. Ndo se admitiu escorrimento da
amostra pelas paredes internas do tubo e
por¢oes minimas de amostra aderidas a elas
foram decorrentes da projecdo proporcionada
pelo gotejamento da amostra sobre o contetido
do fundo do tubo durante o procedimento de
pesagem, e foram posteriormente encobertos
pela mistura dos reagentes adicionados. A
massa de amostra foi devidamente registrada.

Sobre a por¢do de amostra e em capela de
exaustdo foram adicionados 12,0 gramas de
sulfato de potassio, 1,0 mL de solugdo de

sulfato de cobre penta-hidratado e 20 mL de
acido sulftrico concentrado com titulo néo
inferior a 98% m/m. Realizou-se agitagdo leve
dos tubos com movimentos circulares para
permitir mistura dos reagentes adicionados ao
leite. Na abertura dos tubos de digestdo foram
colocados funis de vidro destinados a
proporcionar a condensagdo e hidratacdo do
trioxido de enxofre e retorno dele ao meio
reacional na forma de 4acido sulfurico,
garantindo-se quantidade suficiente de acido
durante todo o processo de digestdo e
mineralizagdo.

Em capela de exaustdo, os tubos foram
conduzidos ao bloco de digestdo do
equipamento Kjeltec 2200” (Foss A/S, Hillerod,
Dinamarca) em numero de 20 tubos por
procedimento completo de digestio (capacidade
do bloco digestor). Iniciou-se o tratamento
térmico a 210°C por 30 minutos e em seguida
elevou-se a temperatura para 350°C, na qual os
tubos  permaneceram por 30  minutos.
Posteriormente, elevou-se a temperatura do
bloco de digestdo para 420°C até completarem-
se 2,5 horas de tempo de digestdo total. Nao foi
necessario o emprego de antiespumante de
silicone. Decorrido o tempo de digestdo,
observando-se que os digeridos tornavam-se
totalmente incolores e transparentes quando em
temperatura elevada, os tubos foram retirados
do bloco digestor ¢ mantidos na capela de
exaustdo para serem naturalmente resfriados a
temperatura ambiente, quando entdo os digerido
adquiriam coloragdo levemente azulada.

Os funis foram devidamente rinsados com agua
deionizada e destilada, com recolhimento do
liquido de rinsagem no interior dos tubos. Foi
adicionada 4gua deionizada destilada para
lavagem das paredes internas dos tubos e
solubilizag@o dos cristais formados, perfazendo
um total de 85 mL de agua deionizada destilada
por tubo, aguardando-se em  seguida
resfriamento a temperatura ambiente.

O processo de destilagdo foi realizado em
equipamento Kjeltec 2200 (Foss A/S, Hillerod,
Dinamarca) programado para adi¢gdo de 70 mL
de agua deionizada destilada, 65 mL de solucao
de hidroxido de sodio 40% m/m e destilagdo
com insuflacdo de vapor durante 4 minutos,
suficientes para produzir entre 150 e 200 mL de
destilado. Os tubos de digestdo foram bem
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acoplados ao equipamento ¢ realizada a
destilagdo. O destilado foi recolhido em frasco
erlenmeyer de 500 mL de capacidade contendo
50 mL de solugdo de acido borico a 4% m/v
adicionado de indicadores de pH vermelho de
metila e verde de bromocresol em uma
concentragdo final de 5,0 x 107 g/50 mL e 25,0
x 10°g/50 mL. A solugdo receptora inicialmente
vermelha adquiria coloragdo verde azulada com
a recepg¢do do destilado contendo amdnia. A
solugdo obtida foi titulada contra solugdo
volumétrica de acido cloridrico de concentragdo
de 0,1 mol/L com fator de corre¢cdo conhecido.
A bureta empregada foi automatica Metrohm®,
com sensibilidade ao centésimo do mililitro e o
ponto de viragem foi considerado aquele em que
se observou o primeiro tragco de coloragdo rosa
em substituicdo a coloracdo verde (IDF, 1993).

4.5.1 Ensaios de brancos na determinagao
de proteina bruta por Kjeldahl

O ensaio em branco, realizado para eliminar dos
calculos qualquer incidéncia de nitrogénio
adversa e cumulativa nos reagentes empregados,
foi conduzido conforme a norma International
IDF Standard 20B:1993 (IDF, 1993). Foram
executados os mesmos procedimentos aplicados
a amostra, entretanto o leite foi substituido por 5
mL de agua deionizada destilada e 0,85 g de
sacarose Reagen” de qualidade analitica. Esta
quantidade de sacarose consome
aproximadamente a mesma quantidade de acido
sulfurico que 5 gramas de leite. Os ensaios
foram realizados em cada dia de analise e os
volumes encontrados em mL foram deduzidos
dos volumes encontrados quando da realizacdo
das analises das amostras.

46  ANALISE DE NNP E PROTEINA
VERDADEIRA PELO METODO DE
KJELDAHL

A quantificagdo de NNP das amostras
representativas de tanques de refrigeracdo de
propriedades  rurais foi realizada em
conformidade com a norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993). Empregou-se o
método Kjeldahl que emprega bloco de
digestdo, parte 4 da referida norma analitica.
Todos os reagentes empregados foram de grau
analitico (P.A.) e a balanca analitica empregada
encontrava-se calibrada com certificado emitido

pela Rede Brasileira de Calibragdo (RBC) ¢ a
agua empregada era deionizada e destilada. Em
conformidade com a norma NBR ISO 17025,
para fins de rastreamento, foram registradas as
informagdes quanto ao preparo € aos insumos
empregados no preparo de solugdes que atuaram
como reagentes ¢ como solu¢des volumétricas
(ABNT, 2005).

Seqiiencialmente a pesagem do leite para
determinacdo da  PB, uma  aliquota
correspondente a 20 mL de amostra foi analitica
e exatamente pesada sobre um Erlenmeyer e
adicionada de 80 mL de solucdo de acido
tricloroacético 12% m/v também analitica e
exatamente pesados. Procedeu-se agitacdo
manual leve com movimentos circulares, e
aguardou-se no minimo 5 minutos para
precipitacdo das proteinas. Todo o conteudo do
Erlenmeyer foi vertido para um funil de vidro
contendo um papel de filtro qualitativo
Nalgon®, e realizada a filtragdo completa. O
filtrado foi recolhido em frasco de vidro e
devidamente vedado com tampa de encaixe sob
pressdao. As amostras foram congeladas em
temperatura de -18° a -15° C. A transparéncia e
limpidez do filtrado amarelo claro foram sempre
observadas, como forma de controle da
eficiéncia do processo de retencdo pelo papel de
filtro das proteinas das amostras. De 15
amostras coletadas no més de agosto, os
procedimentos de obtengdo do filtrado foram
realizados em duplicata, objetivando realizagdo
de experimento paralelo de estabilidade das
amostras congeladas, analisando-se o teor em
NNP no dia de obtengdo do filtrado ¢ com
quatro meses sob congelamento de -18°C a -
15°C.

No dia de realizacdo da analise de NNP, os
filtrados representativos das amostras foram
descongelados em banho de agua a temperatura
ambiente (com trocas sucessivas de agua) e uma
vez sendo alcancada a temperatura ambiente, os
frascos foram adicionados de uma barra
magnética de 37 mm x 7 mm. Procedeu-se a
homogeneizagdo do contetido de cada frasco por
agitacdo magnética e uma aliquota de 20 mL de
cada um deles foi analitica e exatamente pesada
e transferida para os respectivos tubos de
digestdo. Deste ponto em diante, procedeu-se a
adigdo de sulfato de potassio, solucao de sulfato
de cobre penta-hidratado a 5% m/v e acido
sulfirico concentrado, ¢ realizaram-se a
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digestdo e destilagdo de forma idéntica aquela
empregada na determinacdao de PB em leite
anteriormente descrita, exceto pela adicao de
antiespumante de emulsdo de silicone na
quantidade de 4 gotas por tubo. Obteve-se o
destilado e a titulagdo foi realizada contra
solu¢do volumétrica de acido cloridrico 0,01
mol/L. de fator de corre¢do conhecido e o

volume foi registrado com sensibilidade ao
centésimo do mililitro.

Na determinagdo do teor em NNP das amostras
empregou-se a formula definida pela norma
International IDF Standard 20B:1993 (IDF,
1993), demonstrada pela equagao 9.

Equacao 9:

% NNP (% m/m) =

1.4007 (Vs - Vb) M

(Wi X Wi, ) / (W, - 0,065 W, )

Vs = Volume, em mililitros, da solu¢do volumétrica padronizada de 4cido usada na titulacdo da
amostra;

Vb = Volume, em mililitros, da solugdo volumétrica padronizada de 4cido usada no teste branco;

M = Molaridade exata, com quatro casas decimais, da solucdo volumétrica padronizada de acido
usada = 0,01 x Fc;

Fc = Fator de correcdo da solugdo de HC1 0,01 mol/L;

Wf = Massa em gramas de 20 mL do filtrado;

Wm = Massaem gramas do leite amostrado;.

Wt = Massa em gramas do leite amostrado mais a massa de solugdo de acido tricloroacético
adicionada.

4.6.1 Ensaios de branco na determinagdo
de NNP

Conforme a norma International IDF Standard
20B:1993 (IDF, 1993), realizaram-se ensaios
em branco para eliminar dos calculos qualquer
incidéncia de nitrogénio adversa e cumulativa
nos reagentes empregados na determinagdo de
NNP. Os ensaios em branco foram conduzidos
realizando-se o0s mesmos procedimentos
aplicados a amostra, entretanto o filtrado foi
substituido por 16 mL de solucdo de acido
tricloroacético a 12% m/v e 0,1 g de sacarose de
qualidade analitica marca Reagen®. Os ensaios
foram realizados em cada dia de analise e os
volumes encontrados em mL foram deduzidos
dos volumes encontrados quando das analises
das amostras.

4.6.2 Avaliagdo da estabilidade ao
congelamento do teor em NNP no soro

Foram selecionadas 16 amostras de leite cru

refrigerado de tanques de refrigeracdo
provenientes de duas coletas realizadas em
agosto para realizar o ensaio de estabilidade do
teor em NNP em fung¢&o do tempo de estocagem
do soro filtrado da precipitacio do 4cido
tricloroacético a 12% m/v. Estas amostras foram
submetidas a pesagem de 40 mL de cada uma
delas aos quais adicionaram-se 160 mL de
solugdo de 4acido tricloroacético a 12% m/v,
ambos exata e analiticamente pesados ao 0,1
mg. Foi realizada a agitagdo leve para
precipitacdo acida das proteinas e realizada
filtragdo completa em papel de filtro. O soro
obtido de cada uma das amostras, amarelo claro
e transparente, foi homogeneizado por agitacao
magnética e dividido em duas porgdes, uma
delas analisada em teor em NNP no dia seguinte
a coleta do leite cru refrigerado e a outra porgéo
foi congelada de -15° a -18°C durante 90 dias,
apos 0 que foram descongeladas,
homogeneizadas por agitagio magnética e
analisadas em seu teor em NNP conforme o
mesmo procedimento de analise. Os dados
obtidos foram comparados para se avaliar o
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efeito de congelamento por 90 dias do soro
tricloroacético sobre a determinagdao do NNP.

4.6.3 Determinacdo do teor em proteina
verdadeira

Segundo Barbano & Lynch (1992) e Silva
(1997), o teor percentual em PV na amostra ¢
calculado deduzindo-se do percentual em NT o
percentual em NNP e multiplicando-se o
resultado, nitrogénio protéico, por 6,38, o fator
do método de Kjeldahl.

47  ENSAIOS DE RECUPERACAO
DO NITROGENIO

Foram realizados ensaios de recuperacdo de
nitrogénio conforme a norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993), submetendo-se
a digestdo materiais de referéncia com teor em
nitrogénio conhecido. Os resultados foram
obtidos por meio da relagdo percentual entre o
teor de nitrogénio encontrado e aquele que
teoricamente deveria ser encontrado. O objetivo
deste ensaio foi verificar se as condi¢des de
digestdo ndo permitiam a perda de nitrogénio
por aquecimento excessivo ou mineralizagdo
insuficiente; ou se as condigdes de destilagdo
ndo impunham a perda de nitrogénio; ou se nao
havia erro no processo de titulagdo.

Triptofano

As substancias empregadas foram o triptofano
(IDF, 1993) marca Fluka Sigma-Aldrich®, a
hidroxiprolina Sigma® (Figura 18) e o sulfato
de aménio (IDF, 1993) Fisher®, seco em estufa
a 102°C + 2°C por 2 horas, todos com pureza
ndo inferior a 99%. O triptofano foi analisado
pesando-se exata e analiticamente 0,18 g do,
adicionados de 0,67 g de sacarose ja qualificada
anteriormente e realizando-se os procedimentos
aplicados a analise da amostra. A hidroxiprolina
foi analisada do mesmo modo que o triptofano,
exceto por serem utilizados em torno de 0,16 g.
O sulfato de amoénio foi analisado pesando-se
exata e analiticamente 0,12 g, adicionados de
0,85 g de sacarose ja qualificada anteriormente
e realizando-se os procedimentos aplicados a
analise da amostra. Os resultados obtidos em
volume de solugdo volumétrica de 4cido
cloridrico 0,1 mol/L foram registrados para
realizag@o dos calculos de recuperacao.

A hidroxiprolina, ainda que ndo se trata de uma
substancia prevista na norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993), foi empregada
em teste por apresentar como o triptofano, um
nitrogénio presente em um anel com quatro
carbonos adicionais. Estes compostos sdo mais
dificilmente mineralizados (Etheridge et al.,
1998).

NH
HO
0]
HO
Hidroxiprolina

Figura 18. Aminoacidos empregados nos ensaios de recupera¢do do método de Kjeldahl de andlise de

nitrogénio.

48  EXPERIMENTO DE AVALI-
ACAO DA ADICAO DE UREIA AO
LEITE

Realizou-se um experimento para avaliar o
efeito da adigdo de wuréia ao leite na
determinacdo de PB por EIVM. Trinta e duas
amostras de leite cru de tanques de refrigeracdo
de diferentes propriedades rurais foram
submetidos ao procedimento de
homogeneizagdo por agitacdio magnética
anteriormente descrito (item 3.1) e cada amostra

foi distribuida em 4 frascos plasticos inertes e
estéreis. O conteido em leite distribuido no
primeiro frasco de cada uma das 32 amostras foi
pesado ao miligrama com quantidade em torno
de 40 gramas e adicionado de um comprimido
de bronopol que também foi pesado ao
miligrama. Estes frascos foram denominados CO
por ndo conterem uréia adicionada. Ao segundo
frasco representativo de cada uma das 32
amostras de leite foram adicionados 40,000 +
0,001 g de leite, um comprimido de bronopol
pesado ao miligrama e 65 pL a 20°c de uma
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solucdo de uréia a 40,04% m/m (densidade igual
a 1,11073 g/mL), correspondendo a 0,07220 g
de uréia. Estes frascos foram denominados C1
por conterem o primeiro nivel de uréia
adicionada. Ao terceiro frasco representativo de
cada uma das 32 amostras de leite foram
adicionados 40,000 £ 0,001 g de leite, um
comprimido de bronopol pesado ao miligrama e
130 pL a 20°C de uma solucdo de uréia a
40,04% m/m (densidade igual a 1,11073 g/mL),
correspondendo a 0,14439 g de uréia. Estes
frascos foram denominados C2 por conterem o
segundo nivel de uréia adicionada. Ao terceiro
frasco representativo de cada uma das 32
amostras de leite foram adicionados 40,000 +
0,001 g de leite, um comprimido de bronopol
pesado ao miligrama e 260 puL a 20°C de uma
solucdo de uréia a 40,04% m/m (densidade igual
a 1,11073 g/mL), correspondendo a 0,28879 g
de uréia. Estes frascos foram denominados C3
por conterem o terceiro nivel de uréia
adicionada. O contetdo dos 128 frascos gerados
foi homogeneizado por agitagdio manual,
visando a dissolugdo do conservante e a
dispersdo da uréia adicionada. Os frascos foram
em seguida submetidos a refrigeragdo a 3°- 5°C
e conduzidos ao LabUFMG para analise em
duplicata por EIVM quanto aos teores em
gordura, PB, lactose e solidos totais.

4.9 DELINEAMENTO ESTATISTICO
No presente experimento, os dados foram
analisados por meio de regressdo linear,
estatistica descritiva, pareamento (analise de

variancia de dois fatores), analise de variancia
de um fator (delineamento inteiramente
casualizado) segundo Sampaio (2002) e andlise
multivariada, sendo empregados os programas
estatisticos Minitab versdo 14.0 e o Infostat
2006.

Para comparacdo de médias, adotou-se o teste
de Tukey em avaliagdes com coeficiente de
variagdo (CV) < 15% e o teste t de Student em
avaliagdes com 15% < CV < 30%). Nenhum
experimento apresentou mais de quatro
tratamentos, que abonasse o emprego de outro
teste de comparagao de médias.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  AVALIACAO DA EFICIENCIA
DA HOMOGENEIZACAO DAS AMOS-
TRAS

Para avaliar o processo de homogeneizagdo das
amostras primarias visando obter as amostras
secundarias, utilizaram-se analises de variancias
de um fator do Teste de Homogeneidade
aplicadas a cada conjunto de dados obtidos para
os parametros gordura, proteina, lactose, solidos
totais por EIVM e células somaticas por
citometria de fluxo (Tabelas 1 a 5 do Anexo,
com nivel de significancia de a igual a 0,05). A
CCS, por nao apresentar distribui¢cao normal, foi
transformada por logaritmo decimal dos dados
antes de se realizar a analise de varidncia.

Tabela 14. Indicadores estatisticos de avaliacdo do Teste de Homogeneidade aplicado as amostras de
leite na avaliagdo do sistema de homogeneiza¢do das amostras primarias para obtencdo de amostras

secundarias.

Indicadores estatisticos de avaliagao

Parametro de analise
do leite

Razdo da variancia
entre frascos/dentre

Propabilidade

frascos
(F) P
Gordura 1,47 0,198
Proteina 0,69 0,787
Lactose 1,47 0,198
Solidos Totais 1,16 0,37
CCs 1,88 0,084

Featcutado < Feritico = 2,155: ndo houve diferenca entre frascos e dentre frascos (P > 0,05).
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Concluiu-se pelo teste F com nivel de
significancia o igual a 0,05 que o processo de
homogeneizagdo por agitagdo magnética do leite
cru refrigerado em procedimento padronizado
no experimento foi capaz de proporcionar
amostras estatisticamente equivalentes em todos
os parametros de avaliagdo testados, ou seja,
gordura, PB, lactose e solidos totais por EIVM e
CCS por citometria de fluxo (Tabela 14), sendo
adequado portanto ao procedimento de obtencdo
de amostras secundarias para a comparagdo de
métodos de doseamento de PB por Kjeldahl e
por EIVM. Conseqiientemente, o emprego de
amostras secundarias ndo constitui uma fonte de
variagdo a ser considerada no experimento.

Os resultados obtidos das 200 amostras de leite
cru de tanques de refrigeragdo analisadas no
periodo de agosto a novembro de 2005 de
propriedades  rurais de Minas  Gerais
forneceram, conforme a Tabela 15, os seguintes
parametros estatisticos de gordura, PB, lactose e
solidos totais por EIVM (IDF, 2000), PB, NNP
e PV pelo método de referéncia baseado no
método de Kjeldahl (IDF, 1993). Na Tabela 16
demonstra-se a estatistica descritiva referente a
CCS e contagem indireta de microrganismos a
30°C/72 horas nas referidas amostras, com
medidas de dispersdo na forma de mediana,
quartis, maximo e minimo por ndo apresentarem
distribuigdo normal.

52 ESTATISTICA DESCRITIVA
DOS COMPONENTES DO LEITE, CCS E
MICRORGANISMOS

Tabela 15. Estatistica descritiva dos valores obtidos nas andlises do leite cru de 200 tanques de
refrigeragdo de 200 propriedades rurais de Minas Gerais, coletadas no periodo de agosto a novembro de
2006

Parametro Unidade n? 0b~serva- Média EP média Desvio- C.V. Prlmelr ° Mediana Tercelro Minimo Méximo
coes padrdo quartil quartil
NT (Kjeldahl) % m/m 200 0,488 0,002 0,026 5,40 0,470 0,485 0,504 0,428 0,595
NNP (Kjeldahl)  mg/100g 200 26,055 0,334 4727 18,14 22,696 25847 29,128 13,927 38,695
NNP/NT % 200 5,346 0,068 0,960 17,96 4,667 5,301 5,957 2,938 7,944
PB (Kjeldahl) % m/m 200 3,113 0,012 0,168 5,40 2,998 3,097 3,219 2,729 3,797
PV (Kjeldahl)* % m/m 200 2,947 0,012 0,165 5,61 2,836 2,933 3,049 2,575 3,632
Gordura (EIVM) % m/m 200 3,455 0,029 0416 12,04 3,243 3,438 3,695 1,365 4,630
PB (EIVM) % m/m 200 3,093 0,012 0,171 5,53 2,985 3,075 3,200 2,725 3,850
Lactose (EIVM) % m/m 200 4,549 0,011 0,154 3,38 4,466 4,540 4,644 4,035 5,015
ST (EIVM) % m/m 200 12,072 0,032 0,447 3,70 11,810 12,055 12,335 10,215 13,815
SNG (EIVM) % m/m 200 8,617 0,018 0,253 2,94 8,440 8,600 8,801 7,910 9,265

* Parametro analisado pelo método indireto, correspondente a % PV = (NT-NNP) x 6,38.

Tabela 16. Estatistica descritiva da CCS e contagem indireta de microrganismos a 30°C/72 horas em
leite cru de 200 tanques de refrigeragdo de 200 propriedades rurais de Minas Gerais, coletadas no
periodo de agosto a novembro de 2006.

Parametro Unidade N - Mefha. Prlmel‘r © Mediana Tercelro Minimo  Maximo
observagdes geométrica  quartil quartil
Contagem de células
somaticas (citometria CCS x 10”*/mL 200 346,5 187,3 371,0 619,3 11,0 3113,0
de fluxo)
Contagem padrao de
microrganismos UFC x 10°/mL 200 153,5 31,5 135,0 734,5 3,0 6893,0

(citometria de fluxo)

Nota: Os valores de mediana, quartis e valores maximos e minimos foram obtidos a partir de médias
geométricas entre duplicatas de cada amostra analisada. A contagem padrdo de microrganismos
(citometria de fluxo) refere-se a contagem de microrganismos a 30°C/72 horas obtida por conversdo a
partir de valores de contagem bacteriana total (CBT) obtidos por citometria de fluxo.
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Os teores em NNP ¢ NNP/NT obtidos, com NNP/NT. A partir dos dados obtidos, pode-se

respectivas médias de 26,055 mg/100 g, e estabelecer uma categorizacdo dos parametros
5,35% encontram-se dentro dos valores tipicos de qualidade do leite cru refrigerado em fungdo
para esta fracdo nitrogenada. Robertson & dos preceitos estabelecidos pela Instrugdo
Elfriede (1990) encontraram teores em NNP de Normativa n°® 51/2002 do MAPA, (Brasil,
24 a 36 mg/100g e 4,82 a 5,57% para a relagdo 2002a) conforme Tabela 17.

Tabela 17. Categorizagdo das 200 amostras de leite cru de tanque de refrigeracdo de propriedades rurais
de Minas Gerais coletadas de agosto a novembro de 2002 face aos preceitos estabelecidos pela Instrucao
Normativa n° 51/2002 (Brasil, 2002a).

Parametro de qualidade face ~~ SNG  PB (Kjeldahl) PB(EIVM)  CCS ccs  Contagemde Contagem de

a Instrucdo Normativa n° L. L. . , , meséfilos mESé,ﬁIOS
51/2002 (Minimo 8,4 % (Minimo 2,9 % (Minimo 2,9 % (Méx. (Max. (Max. (Max.
m/m) m/m) m/m) 1.000.000)  400.000)  1.000.000) __100.000)
Néo atende 19,0% 8,5% 10,5% 9,5% 47,0% 21,0% 53,5%
Atende 81,0% 91,5% 89,5% 90,5% 53,0% 79,0% 46,5%
Entre as amostras que ndo atenderam os SNG e CCS com a disposicdo da produgdo
preceitos da Instrugdo Normativa n® 51/2002 média diaria naquelas classes (y° calc. < y >
(Brasil, 2002a) quanto ao pardmetro SNG critico = 7,82) (Tabela 6 do Anexo). Entretanto
(19,0% do total), 60,5% atendem este houve associacao (P < 0,05) entre produgdo
dispositivo normativo quanto ao teor em PB e, média didria de leite e contagem indireta de
conseqiientemente, 39,5% ndo o fazem, o que microrganismos a 30°C/72 horas, concorrendo
corresponde respectivamente a 11,5% e 7,5% do as duas primeiras classes, de 1 a 101 litros e 101
total de amostras respectivamente, mostrando a 200 litros, para um indice maior de ndo
que niveis baixos de lactose tém representado atendimento a Instru¢do Normativa n° 51/2002,
um peso importante no ndo cumprimento e as classes de 201 a 600 litros e mais de 600
daquela norma em SNG quando os teores em litros para um indice maior de atendimento (y
PB atendem os preceitos mas sdo marginais aos 2 or vates calc. = 9,12 > x2 critico = 7582).
limites. A célula somatica influencia este
processo, conforme indicado pela Tabela 21. Outrossim, dividindo as propriedades rurais nas
Amostras com CCS > 400.000 células/mL e < quais as amostras de leite cru refrigerado foram
400.000 células/mL apresentaram diferenga coletadas em quatro classes de producao diaria
significativa (P < 0,05) quanto aos teores em média de leite: 1 a 100 litros, 101 a 200 litros ,
SNG e lactose, e foram similares (P > 0,05) 201 a 600 litros e mais de 600 litros, e
quanto aos teores em PB. Estabelecendo um categorizando-as em relagdo ao atendimento e
estudo de distribuicdo de freqiiéncia (qui- ndo atendimento da Instru¢cdo Normativa n° 51
quadrado) para os parametros de PB, SNG, CCS (respectivamente correspondendo a
e contagem indireta de microrganismos a atendimento ao mesmo tempo a todos os
30°C/72 horas em duas classes quanto ao parametros PB, SNG, CCS, contagem indireta
cumprimento ou ndo da Instru¢do Normativa n° de microrganismos a 30°C/72 horas e gordura, e
51/2002 (atende/ndo atende), dividiram-se ndo atendimento de pelo menos um dos
também 198 amostras de leites de tanque de parametros estabelecidos), obtiveram-se para as
refrigeragdo de Minas Gerais em quatro classes quatro classes, 40,4%, 35,6 %, 57,7 % ¢ 70 %
de produgdo diaria média de leite da de percentual de atendimento. Realizando-se um
propriedade rural: 1 a 100 litros, 101 a 200 litros estudo de distribuicdo de freqiiéncia (qui-
, 201 a 600 litros e mais de 600 litros. O teste quadrado) das quatro classes em relagdo ao
estatistico demonstrou ndo haver associagdo (P atendimento € ndo atendimento conforme
> 0,05) entre atendimento/ndo atendimento dos descrito anteriormente, observou-se que a
preceitos estabelecidos pela norma para PB, variagdo dos percentuais de atendimento de uma
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forma geral ndo era devido a casualidade (P =
0,005 < 0,05), concluindo-se haver uma
associacdo entre produgdo didria média e
atendimento a referida Norma. Para uma maior
percepcao desta associagdo, realizou-se o estudo
de distribui¢do de freqiiéncia compactando-se as
classes duas a duas em conformidade com
Sampaio (2002), obtendo-se as classes 0 a 200
litros ¢ > 200 litros. Uma vez mais o teste
estatistico demonstrou uma associagdo entre
producdo média diaria e atendimento a
Instru¢do Normativa n° 51 (P = 0,001 < 0,05),
perfazendo a primeira classe um percentual de
atendimento a referida Norma de 37,9 % e a
segunda classe, 62,1 %.

53  PREDICAO DA PROTEINA
VERDADEIRA NO LEITE

A partir das 200 amostras de leite cru de tanques
de refrigeragdo de Minas Gerais, obteve-se
média para a PV de 2,947% m/m com desvio-
padrdo de 0,165% m/m.

Realizando-se uma andlise de regressdo entre
teores em PB e PV do leite dos 200 tanques de
refrigeracdo de Minas Gerais, com o objetivo de
se estabelecer uma equacdo que melhor
representasse a relacdo entre estes dois
pardmetros de composicdo do leite cru
refrigerado, obtiveram-se dados extraidos da
analise de variancia da regressdo (Tabela 7 do
Anexo). O modelo apresentou uma boa
capacidade de previsdo, com coeficiente de
determinagdo de 0,9679. Por outro lado, a razao
entre as variancias da regressdo ¢ do erro (Feyc)
apresentou valor de 5.964,40, superior ao F
criticog = 1 ¢ 198 de 3,89, condizente com uma
inclinacdo da curva de regressdo diferente de
zero (Sampaio, 2002),.

A equagdo que representa o0 modelo matematico
da predigdo em leite cru refrigerado do teor em
PV (% m/m) a partir do teor em PB (% m/m) ¢
indicada na Figura 19.

37
PV =0,9671 x PB - 0,0638
R?=0,9679

w
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w
w
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Proteina bruta (Kjeldahl) (% m/m)

Figura 19. Gréafico de dispersdo entre os dados de % m/m de PB analisada pelo método Kjeldahl e a %
m/m de PV, indicando a equagdo de regressao obtida e o valor do coeficiente de determinacgao.

Nota-se que ha uma oOtima predi¢do dos teores
de PV a partir dos teores de PB obtidos (1* =
0,9679), de modo que em média a PV responde
por 96,8% das variagdes da PB. Os 3,2 %
restantes obviamente s3o em sua maioria
atribuidos ao NNP, e em menor extensao pelos

desvios analiticos inerentes aos métodos de
analise de PB e de NNP.

A partir da andlise de leite coletado de 200

tanques de refrigeracdo de propriedades rurais
de Minas Gerais, em média o NNP respondeu
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por 5,35% do NT e conseqiientemente por 5,35
% da PB, cuja média foi de 3,11 % m/m.
Portanto, 0,17% m/m em PB em média nao
constituiram PB e sim NNP. Este fato deve ser
considerado em sistemas de PPQ sobretudo
quando a proteina ¢ um componente do leite de
importancia na obten¢do de derivados lacteos,
com especial atencdo ao queijo, requeijao e
similares, uma vez que apresenta efeito no
rendimento daqueles produtos e no calculo do
balango de massas referente a proteina que é
recebida pelo estabelecimento e a que
efetivamente se encontra nos derivados lacteos
produzidos. Em fungdo da grande variabilidade
do NNP, equagdes de regressdo devem ser
estabelecidas regional e sazonalmente e
freqiientemente checadas a médio e longo
prazos. Alternativamente, a calibragdo dos
equipamentos de alta capacidade analitica
baseados em EIVM poderao ser calibrados em
base de PV, eliminando a interferéncia do NNP,
mas o que exige uma discussdo maior com
todos os seguimentos envolvidos, como ocorreu
em vérios paises nas décadas de 80 e 90. E
importante lembrar que no texto da Instrucdo
Normativa n°® 51/2002 do MAPA, em seu anexo
IV, encontra-se definido como parametro de
qualidade do leite o termo “proteina”, nao
fazendo referéncia a PB ou PV, o que talvez
tenha sido decorrente de uma estratégia do
legislador, prevendo discussdoes futuras a
respeito.

54 AVALIACAO DE DESEMPENHO
DE ACURACIA E REPETITIVIDADE
NO DOSEAMENTO DA PB

Para realizar a comparagdo entre teores em PB
de leites de tanques de refrigeracdo de
propriedades rurais, obtidos por MRK e por
EIVM, respectivamente preconizados pela
norma International IDF Standard 20B:1993
(IDF, 1993) e IDF Standard 141C:2000, o
primeiro definido como oficial pela legislagdo
brasileira (Brasil, 2002a), empregaram-se as
ferramentas estatisticas estabelecidas pela
norma International IDF Standard 128A:1999
(IDF, 1999), bem como pardmetros de
julgamento preconizados pela norma
International IDF Standard 141C:2000 (IDF,
2000) e AOAC (Bradley Jr., 2000).

Na quantificagdo do NT pelo método de

Kjeldahl a partir das 200 amostras de leite cru
de tanques de refrigeragdo, obtiveram-se a
média de 0,4879% m/m, diferenga média entre
réplicas de -0,000278% m/m e desvio-padrdo
das diferencas entre réplicas de 0,002732%
m/m, com uma diferenca maxima de
0,005250% m/m e um minimo de -0,005950%
m/m, estando portanto dentro das exigéncias de
no maximo 0,006 m/m (absoluto)
preconizadas pela norma International IDF
Standard 20B:1993 (IDF, 1993).

Na quantificacdo do teor em NNP das mesmas
200 amostras de leite anteriormente citadas, a
média obtida foi de 0,02606% m/m (26,06
mg/100 g de leite), diferenca média entre
réplicas de -0,0000214% m/m e respectivo
desvio-padrao de 0,001141% m/m, com uma
diferenca maxima de 0,002932% m/m e minima
de -0,002834% m/m, estando portanto dentro
das exigéncias de no maximo 0,003% m/m
(absoluto) preconizadas pela norma
International IDF Standard 20B:1993 (IDF,
1993). O desvio-padrdo da repetitividade (IDF,
1999) foi estimado em 0,0008% m/m.

Em relag@o aos teores de PB obtidos por MRK
(NT x 6,38), a média foi de 3,113% m/m, o
desvio-padrdo da repetitividade foi de S, =
0,0124% m/m (0,397% relativo a média de PB),
compativeis com resultados obtidos em estudos
colaborativos da AOAC de 0,014% m/m e
0,385%, respectivamente (Bradley Jr., 2000).
As diferencgas entre duplicatas apresentaram um
maximo de 0,0335% m/m e um minimo de -
0,0379% m/m e desvio-padrao de 0,0174%
m/m.

O método de quantificagdo da PB por EIVM
apresentou média de PB de 3,093% m/m, e
desvio-padrao da repetitividade (S;) de 0,0106%
m/m (0,341% relativo a média de PB),
baseando-se nas diferengas entre duplicatas. O
desvio-padrao das diferengas entre duplicatas
foi de 0,014% m/m, valor dentro dos limites
impostos pelas normas da AOAC (Bradley Jr.,
2000) e da FIL (IDF, 2000), de no maximo
0,02% m/m. Os valores maximo e minimo para
as diferencas entre duplicatas do teor em PB por
EIVM foram de 0,03 e -0,05% m/m, atendendo
0 maximo absoluto de 0,06 % m/m estabelecido
pela FIL (IDF, 2000). A média dos valores
absolutos (sem o sinal) das diferencas entre os
teores em PB obtidos em duplicata por EIVM
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foi de 0,0111% m/m, inferior a0 maximo de
0,02% estabelecido pela AOAC (Bradley Jr.,
2000).

Avaliando-se a acuracia do método de EIVM
frente a0 MRK na quantificagdo da PB, obteve-
se um desvio-padrdo de 0,0955% m/m para as
diferencas entre os resultados obtidos pelos dois
métodos, valor acima do maximo de 0,06% m/m
preconizado pela AOAC (Bradley, 2000) e
0,07% pela FIL (IDF, 2000). O valor para a
média dos desvios de 0,0204% m/m (Figura 20)
foi superior ao critico de 0,00989 (=

0,14/ \/ﬁ ) determinado como limite pela FIL
(IDF, 2000) e a média das diferencas absolutas

entre os métodos foi de 0,077% m/m, superior
ao valor de 0,05% m/m preconizado pela
AOAC (Bradley, 2000) como maximo. A
distribuicdo das diferengas de resultados do teor
em proteina bruta por EIVM e por Kjeldahl
encontra-se demonstrada por meio da Figura 20.

Na determinagdo de PB, os testes de avaliacao
da  repetitividade do método EIVM
proporcionaram portanto resultados
satisfatorios, enquanto os testes de avaliagdo da
acuracia (diferenca entre o método indireto ¢ o
método de referéncia) revelaram resultados
diferentes das especificagdes.

Intervale de cenfianga da média e da mediana (P = 95%)

Medisna F

-

0,008 0,010

0018

o0

00S 0,08 0,035

Figura 20. Distribui¢do das diferengas de resultados de teor em PB do leite cru obtidos pelos

métodos Kjeldahl e de EIVM.

Considerando os valores obtidos pelo método
EIVM como a variavel independente (x) e os
obtidos pelo método de referéncia como a
variavel dependente (y) (IDF, 1999), a hipotese
nula de equivaléncia baseia-se na equagdo y = a
+ bx, em que as médias y e X seriam
estatisticamente equivalentes, a inclinacdo b
seria estatisticamente igual a 1 e o intercepto
seria estatisticamente igual a zero, ou seja, y =
X.

Avaliando-se a hipdtese de a curva de regressao
passar pelo centro de gravidade (ponto médio
teodrico) da populagdo de amostras, observou-se
que a média dos valores de PB obtidos pelo
método indireto foi de 3,093 e ndo se situou no
intervalo de confianca da média dos resultados
de PB obtidos por meio da equacdo de regressao
para o método de referéncia, com maximo de
3,126 e minimo de 3,100, rejeitando-se
portanto, com nivel de significancia a = 0,05,

aquela hipotese.

Testando-se a hipotese nula de a média das
diferengas entre os resultados obtidos pelos dois
métodos ndo diferir estatisticamente de zero,
foram encontrados os valores maximo de -
0,00768 e minimo de -0,0330. Como o intervalo
ndo contém o valor zero, concluiu-se, com nivel
de significancia a = 0,05, que a média das
diferencas com valor igual a -0,0204 difere
estatisticamente de zero, rejeitando-se a
hipoétese nula.

Testando-se a hipotese nula de o intercepto “a”
ndo diferir estatisticamente de zero, obtiveram-
se os valores do intervalo de confianca de “a”
entre 0,786 ¢ 0,326, ndo contendo portanto, com
nivel de significancia de a = 0,05, o valor zero,
rejeitando-se a hipdtese nula. O valor de a =

0,556 difere estatisticamente de zero.
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Finalmente, testando-se a hipéotese nula de a
inclina¢do “b” nao diferir estatisticamente de 1,
obtiveram-se os valores do intervalo de
confianca de “b” de 0,901 e 0,753, que ndo
contém 1, rejeitando-se portanto, com nivel de
significancia de o = 0,05, a hipotese nula. O
valor encontrado de b = 0,827 difere
estatisticamente de 1.

Por meio da Figura 21 demonstra-se a dispersao
dos resultados de PB obtidos pelos dois

»
rils

métodos, e visualmente a disposi¢do da linha de
tendéncia real obtida em relacdo a linha de
tendéncia tedrica y = x (tracejada).

Concluiu-se que fontes de variacdo a serem
reconhecidas provocaram a inclinag@o da curva
obtida frente a curva y = x tedrica e ideal, sendo
o modelo obtido em desacordo com os trés
parametros de avaliagdo (centro de gravidade,
intercepto e inclinag@o).
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Figura 21. Grafico de dispersdo entre os resultados de PB obtidos pelo método indireto EIVM e pelo
método de referéncia de Kjeldahl (NT x 6,38), e respectiva curva de regressao (linha continua).
A linha tracejada refere-se a linha de tendéncia ideal y = x.

A Tabela 8 do Anexo explicita a analise de
variancia da regressdo, pela qual se obteve o F
calculado da regressdo igual a 481,84, superior
ao Fy 1,01 critico 3,94 com nivel de
significancia de a igual a 0,05, o que indicou
que o valor da inclinagdo b ¢ significativo, ou
seja, difere estatisticamente de zero; e obteve-se
o valor de F da falta de ajuste de 1,21, inferior
portanto ao F critico para 2 e 97 gl da falta de
ajuste de 3,09, indicando ser a falta de ajuste
ndo significativa. Conclui-se que o modelo
linear obtido apresenta com nivel de
significancia de o igual a 0,05 uma boa predi¢do
dos resultados de teor em PB por Kjeldahl a
partir daqueles obtidos por EIVM, mas ndo ¢
adequado quando se deseja um modelo mais
proximo de y = x avaliando-se a acuracia,
conforme a norma International IDF Standard
128*:1999 (IDF, 1999).

Na tentativa de se estabelecer uma causa da falta

de concordancia entre os resultados de PB
quantificada por MRK ¢ EIVM, e ndo tendo
sido o experimento planejado para tal fim,
estabeleceu-se a comparagdo dos métodos por
amostras analisadas por calibragdo realizada do
equipamento de EIM, realizadas em agosto,
setembro e outubro de 2005. Nao se obteve uma
equivaléncia entre as médias dos resultados de
PB pelos dois métodos em 5 dos 6 grupos de
calibragdes (P < 0,001) (Tabela 18), sendo
equivalentes as médias de amostras analisadas
com a calibragdo 01 (P = 0,223 > 0,05) sendo
todavia importante fazer referéncia ao baixo
nimero de amostras analisadas naquela
calibracdo (22 amostras), com 10 graus de
liberdade do erro na analise de varidncia. As
analises de varidncia respectivas as amostras
analisadas pelos dois métodos a partir de
diferentes calibragdes do EIM encontram-se
descriminadas pelas Tabelas 9 a 14 do Anexo.
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Tabela 18. Comparacdo de médias dos teores em PB pelos métodos MRK e EIVM em uma

mesma calibragdo do EIM.

Calibragio ~ Média PB por Média PBpor  DLcrenéd

realizada MRK EIVM éntre
métodos

01 3,147 3,111°2 0,036

02 3,070 2 3,132° -0,062

03 3,080 ¢ 3,021° 0,059

04 3,1582 3,093 ° 0,065

05 3,102° 3,152° -0,050

06 3,100 3,008 ° 0,092

Medias seguidas de letras diferentes na mesma linha significa diferenca significativa pelo teste t

de Student (P < 0,05).

Tentou-se estabelecer uma associagdo das
diferencas entre os dois métodos com os
principais componentes do leite (lactose,
gordura, PB por MRK e por EIVM, e NNP) e
com as calibragdes realizadas, e para tanto,
definiu-se a categorizagdo das diferencas entre
os teores em PB obtidos por MRK e EIVM (PB
por MRK menos PB por EIVM) em trés classes,
sendo a primeira aquela cujos valores das
diferencas entre os métodos encontraram-se
compreendidos entre + 0,426 DP ¢ -0,426 DP
em relacilo a média das diferencas
(correspondendo a aproximadamente 33% das
amostras) e as outras duas classes com valores
das diferengas respectivamente superiores e
inferiores a + 0,426 DP e -0,426 DP em relagdo
a média das diferengas, correspondendo cada
uma aproximadamente 33% das amostras. O
mesmo foi realizado com as respostas de
lactose, gordura, NNP, PB por infravermelho
(IV), PB por Kjeldahl (KJ), sendo todos
classificados em valores altos, médios e baixos
em relagdo a média. Procedeu-se a elaboracdo
de Tabelas de contingéncia entre as trés classes
de diferengas entre os métodos e as trés classes
de cada um dos pardmetros de analise citados
para aplicagio do teste qui-quadrado (y ?),
admitindo-se para a hipdtese nula (3 “cae. < X
2crmco) que os valores altos (positivos), médios ¢
baixos (negativos) das diferencas entre os
métodos estariam eqiiitativamente dispersos
conforme as freqiiéncias esperadas para cada um
dos nove grupos de associa¢do gerados. Assim,

obtiveram-se os valores de 2..e. Conforme a
Tabela 15 do Anexo, para cada uma das
associacdes testadas. A partir dos valores
obtidos, concluiu-se que diferentes niveis de
teor em lactose do leite possuem uma
associagdo estatisticamente significativa com as
diferencas entre os métodos de quantificagdo de
PB (X 2calc = 14946 > chritico = 9349)3 ’ sendo que
foi observada a tendéncia de valores mais altos
de lactose estarem associados a diminuigdo da
freqiiéncia de diferencgas tipicamente positivas e
ao aumento da freqiiéncia das diferencas
tipicamente negativas e valores mais baixos de
lactose estarem associados a uma diminui¢ao da
freqiiéncia de diferencas tipicamente negativas,
mas pouca associagdo com diferengas
tipicamente positivas. Entre os métodos. Estas
quatro associa¢des responderam sozinhas por
um 5 % de 11,20 (significativo), em um total de
14,46.

Nao foram constatadas associagoes
significativas das diferencas na quantifica¢do da
PB entre os métodos MRK e EIVM com os
teores em gordura e NNP. Em relagdo aos
proprios componentes das diferencas entre os
métodos, os teores de PB por MRK e por
EIVM, nd3o foi encontrada associagdo
estatisticamente significativa das diferencas
com os teores em PB obtidos por MRK, (y ke =
4,77 <y 2crmco = 9,49), mas o sendo com os
teores em PB obtidos por EIVM (x 2= 25,18
> 2 sitico = 9,49), mostrando ser a diferenga
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entre os métodos mais influenciada pela
resposta instrumental que pela resposta por
analise quimica.

Estabeleceu-se um estudo das respostas relativas
aos teores em gordura, lactose e PB por EIVM,
PB por MRK e as diferencas entre os dois
métodos de quantificagdo de PB, baseando-se
em procedimentos exploratorios de analise
multivariada, com o intuito de se observarem as
interacbes entre aquelas respostas de uma
maneira analitica e quantitativa. A analise de
componentes principais, ferramenta da analise
multivariada, ¢ indicada para conjuntos de
medidas correlacionadas linearmente, o que
permite reduzi-las a poucas variaveis sintéticas
denominadas componentes principais, que se
relacionam por meio de disposi¢des vetoriais
em eixos (CP1, CP2, CP3, etc.) que representam
as variacbes observadas entre os dados. Os
eixos sdo extraidos de modo que o primeiro
explica a maior parte da variacdo, o segundo
explique a maior parte da varidncia residual e
assim sucessivamente, de modo que os eixos
ndo sdao correlacionados e podem ser
considerados como vetores independentes.

Quanto maior for a correlagdo entre as medidas
originais, maior ¢ a parcela de variacdo
explicada pelos eixos principais (Prado d d.,
2002).

Adotou-se o critério de teste de associagdo de
variaveis que proporcionasse a obtencdo de uma
propor¢do acumulada nos trés primeiros eixos
do plano cartesiano igual ou superior a 0,70, ou
seja, os trés eixos respondendo juntos por pelo
menos 70% das variagOes observadas.

A andlise multivariada por componentes
principais do conjunto das respostas de teor em
lactose, gordura e soélidos totais obtidos por
EIVM  originou a disposicdo  vetorial
demonstrada na Figura 22. O grau de inércia da
analise obtido a partir dos autovalores foi de
uma propor¢cdo acumulada de 0,97 nos trés
primeiros eixos, sendo que o primeiro
respondeu por 47%, o segundo por 33% e o
terceiro por 17% das varia¢Ges. Os resultados da
analise de componentes principais desta
avaliacdo encontram-se descritos nas Tabelas 16
a 20 do Anexo.

Figura 22. Disposigdo vetorial nos eixos CP1, CP2 e CP3 das respostas de associagdo dos teores em
lactose, gordura e ST de leite cru por EIVM com as diferencas entre os dois métodos de quantificagdo de
PB, obtida por analise multivariada das 200 amostras de leite cru de tanques de refrigeracdo de Minas

Gerais.

Observou-se por meio da disposicdo cartesiana
que o teor em lactose apresentou-se em posi¢do

vetorial resultante antagonica nos eixos CP1 e
CP2 a posicdo das diferencas entre os dois
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métodos de quantificagdo da PB. A gordura, por
sua vez, apresentou—se levemente relacionada
(sinergismo) com as diferencas na resultante
vetorial dos trés eixos. Os ST, com vetor em
angulo proximo a 45° com o vetor das
diferencgas, demonstrou pouca relagdo com estas
Giltimas. E importante esclarecer que disposi¢des
antagonicas de respostas sdo aquelas que
aumentando contribuem para a diminui¢do do
valor da outra. As conclusdes obtidas com a
analise multivariada mostraram-se compativeis
com as inferéncias extraidas da analise por
tabela de contingéncia (distribuigdo qui-
quadrado), demonstrando, fora os componentes
da propria diferenca (PB por MRK e PB por
EIVM), ser o teor em lactose do leite que mais
interagiu com as diferengas entre os dois
métodos de quantificagdo da PB.

Procedendo-se a andlise multivariada do
conjunto das respostas dos teores do leite em PB
quantificados por EIVM e por MRK e as
diferencas entre estes dois métodos, obtiveram-
se os dados contidos nas Tabelas 21 a 25 do
Anexo, que deram origem a disposi¢do vetorial
demonstrada na Figura 23. O grau de inércia da

CP3

analise obtido a partir dos autovalores foi de
uma propor¢do acumulada de 100% nos dois
primeiros eixos, sendo que o primeiro
respondeu por 61%, e o segundo por 39% das
variagdes. A inércia ja obtida no segundo plano
cartesiano foi decorrente em primeiro, pelo
namero reduzido de variaveis em associa¢do e
em segundo, em razdo da forte associagdo entre
as variaveis, ja que os teores em PB do leite por
MRK e por EIVM sdo elementos que
matematicamente formam as diferengas entre os
dois métodos de quantificacdo da PB. A partir
da Figura 23, nota-se que PB por EIVM (PB 1V)
apresenta antagonismo com as diferengas (DIF)
entre os métodos, por se encontrarem em planos
cartesianos opostos. O mesmo ndo se observa
com PB por MRK, que apresenta associagao
muito fraca com as diferencas. Estes resultados
mostram-se ~ compativeis com  aqueles
encontrados empregando-se a tabela de
contingéncia (qui-quadrado) em que teores em
PB por EIVM categorizados em altos, baixos e
médios  teores  apresentaram  associagdo
significativa com as diferencas entre os
métodos, enquanto teores em PB por MRK néo
apresentaram.

Figura 23. Disposigdo vetorial nos eixos CP1, CP2 e CP3 das respostas de associagdo dos teores em PB
por EIVM e PB por MRK com as diferencas entre os dois métodos de quantificacdo de PB, obtida por
analise multivariada das 200 amostras de leite cru de tanques de refrigeracao de Minas Gerais.

As abreviaturas PB KJ e PB IV referem-se respectivamente as respostas de teor em PB do leite obtidas

por MRK e PB IV.

Na tentativa de se estabelecer uma associa¢ao
da calibragdo dos EIM com as diferengas entre
os dois métodos de quantificagio da PB,

elaborou-se uma tabela de distribuicdo de
freqiiéncias das diferencas entre os métodos
MRK e EIVM na quantificagdo da PB em trés
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classes, conforme critério ja  descrito
anteriormente com participagdo de 33% dos
dados em cada classe (Tabela 26 do Anexo).
Observou-se uma forte associagdo da tendéncia
(valores positivos, médios ou proéximos a zero e
valores negativos) das diferencas entre os
métodos com calibragdo realizada (y 2 e
=103,177 > chritico = 18,31) para probabilidade
do erro tipo I igual a 0,05 e¢ 29,59 para a
probabilidade do erro tipo I igual a 0,001).
Concluiu-se que a calibracdo foi um fator
associado a tendéncia das diferengas

apresentarem  valores  predominantemente
positivos (PB por MRK > PB por EIVM) e
negativos (PB por MRK < PB por EIVM).

A Tabela 19 descreve, por calibracdo realizada
do EIM, os parametros das equagdes de
regressdo, inclinac@o e intercepto, e respectivos
coeficientes de correlagdo e determinagdo,
referentes aos teores em PB obtidos por MRK e
EIVM. Observou-se que as médias das
diferencas variou entre as calibra¢des realizadas,
inclusive com valores positivos e negativos.

Tabela 19. Parametros de avaliagdo das equagdes de regressdo obtidas por associacdo entre os
teores em PB obtidos por Kjeldahl e EIVM, por calibragdo realizada do EIM e indicagdo de
respectivas médias das diferencas entre os dois métodos (referente a um total de 200 amostras de

leite de tanque de refrigeragdo).

Calil?ragéo Inclinagdo  Intercepto r r2 Dife’r e.ng:as

realizada médias
01 11 0,7527 0,8057 0,8447 0,7135 0,0361
02 42 0,9273 0,286 0,8981 0,8065 -0,0627
03 19 0,8973 0,2572 0,9172  0,8413 0,0592
04 64 0,8093 0,5374 0,8974  0,8053 0,0648
05 34 1,0067 0,0293 0,9545 0,9111 -0,0501
06 30 0,9152 0,1715 0,8701 0,7570 0,0914

Realizou-se  também uma  andlise de cartesianos, o primeiro, segundo e terceiro eixos

componentes principais por meio da andlise
multivariada (Tabelas 27 a 31 do Anexo), com o
objetivo de verificar a associacdo do NNP, em
combinagdo com a gordura e os SNG (estes
representando a PB e a lactose juntas
quantificadas por EIVM) com as diferengas
entre os dois métodos de quantificagdo da PB.
Obteve-se uma inércia de 0,85 a partir dos
autovalores dos trés primeiros planos

representando respectivamente 38%, 26% e
21% das variagdes. Na Figura 24 encontra-se
explicitada a disposi¢do espacial dos vetores nos
trés eixos, em que se observou a disposicdo
antagdnica dos SNG e a relagdo positiva da
gordura e mais fracamente positiva do NNP em
relacdo as diferencgas entre os dois métodos de
quantifica¢do da PB.
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CP3

Figura 24. Distribui¢do espacial dos vetores CP1, CP2 e CP3 extraidos da analise multivariada dos
componentes 'principais, sendo estes os SNG, gordura (G), NNP e diferenca entre métodos MRK e
EIVM de quantificagdo da PB (DIF), a partir de dados de analise em 200 amostras de leite cru de

tanques de refrigeracdo de Minas Gerais.

A interferéncia da composicdo do leite cru
refrigerado reforca a necessidade de as amostras
de calibracdo dos equipamentos de EIVM
empregados no Brasil na analise de leite cru
serem elaboradas com distribuig¢do de macro-
componentes que reflita a composi¢do do leite
brasileiro e até mesmo, se necessario, de
determinadas regides dentro do pais. Nao foi
observada a agdo preponderante do NNP sobre
as diferengas entre os métodos de quantificacdo
de PB, possivelmente em fungdo do
confundimento gerado pelos outros fatores mais
atuantes na redugdo da acuracia do método de
analise da PB do leite por EIVM.

55  AVALIACAO DO TEMPO DE
ESTOCAGEM DO SORO
TRICLOROACETICO SOBRE A
DETERMINACAO DO NNP

Os dados obtidos de NNP da analise das 16
amostras de soro congeladas a uma temperatura
de -15° a -18°C por 90 dias (t = 90 dias) e
respectivas amostras analisadas logo apds a
obtengdo do soro (t = 0 dias) foram submetidos
a analise de variancia de dois fatores (amostra e

tempo) com nivel de significancia a igual a
0,05, produzindo-se os resultados conforme a
Tabela 32 do Anexo.

Pelo teste t de Student ndo foi encontrada
diferenca significativa (P = > 0,05) entre o
grupo de soro tricloroacético analisado logo
apos a precipitagdo e filtragdo e apos
congelamento por 90 dias.

56  TESTES DE RECUPERACAO
REFERENTES AO METODO DE
REFERENCIA

Empregando-se o triptofano e a hidroxiprolina
nos testes de recuperagdo para avaliar a digestdo
e a destilacdo do método de Kjeldahl (IDF,
1993), e o sulfato de amoénio para avaliar a
destilagado (IDF, 1993) obtiveram-se o0s
resultados dispostos na Tabela 20, com valores
em conformidade com as especificagdes
estabelecidas pela norma International IDF
Standard 20B:1993. O valor minimo de
recuperacdo do nitrogénio do triptofano ¢ do
sulfato de amonio, estabelecido por aquela
norma ¢ de respectivamente, 98% e 99%.
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A partir dos dados obtidos (Tabela 20),
observou-se que o sistema semi-automatico de
quantificacdo do nitrogénio no leite operou de
acordo com as especificacdes estabelecidas pela

norma International IDF Standard 20B:1993
(IDF, 1993), com recuperagdes superiores a
98% para o aminodcido triptofano e superiores a
99% para o sulfato de amonio.

Tabela 20. Valores de recuperagdo do nitrogénio obtidos para o método de Kjeldahl, empregado em
sistema de digestdo por bloco e destilagdo automatizada, proporcionados pelo equipamento Kjeltec®
2200 (Foss A/S, Dinamarca).

Substéncia Data do ensaio Recuperagio Recuperagio Especificagio
minima* maxima* segundo IDF
média (%) média (%) (1993)

Triptofano 19/08/2005 98,65 99,64

Triptofano 09/09/2005 98,46 99,46 Minimo 98%

Triptofano 18/10/2005 98,32 99,31

Hidroxiprolina 27/09/2005 98,57 99,57

Hidroxiprolina 03/10/2005 98,53 99,52 Sem especificagido

Hidroxiprolina 18/10/2005 98,52 99,52

Hidroxiprolina 19/08/2005 98,19 99,20

(NH4),2SO4 09/09/2005 99,05 100,05

(NH4),2SO4 18/10/2005 99,21 100,21 Minimo 99%

(NH4),SO, 19/08/2005 99,07 100,07

* Recuperagdo maxima e minima calculadas a partir da pureza minima de 99% e maxima de 100% dos
compostos nitrogenados empregados. As médias foram calculadas em triplicata por data de ensaio.

57  VARIACOES ENTRE PARAME-
TROS

5.7.1 Variacdes associadas a CCS

Distribuindo os resultados de CCS do leite dos
200 tanques de refrigeragdo de propriedades
rurais de Minas Gerais em dois grupos (<
400.000 células/mL e > 400.000 células/mL) e
comparando-se os dois grupos frente aos demais

parametros  analisados, obtiveram-se  o0s
resultados dispostos na Tabela 21. O valor
400.000 CCS/mL corresponde aquele adotado
pela CEE (Comunidade Econdmica Européia)
como nivel de aceitacdo da contagem de
células/mL no leite cru refrigerado, a ser
considerado em todo o Brasil a partir de 2012
(Brasil, 2002%) e pouco superior a média
geométrica das 200 amostras analisadas (346,5
x 10° células/mL).
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Tabela 21. Comparacao entre médias dos pardmetros obtidos por analise de 200 amostras representativas
de leite cru de tanques de refrigeragdo de propriedades rurais de Minas Gerais, dos grupos 1 (CCS <
400.000 células/mL) e grupo 2 (CCS > 400.000 células/mL)

Parametro Método n1 2 i gtz CV (%)
SNG (% mim) EIVM 106 94 86872  8544° 283
Lactose (% m/m) EIVM 106 94 45972 45000 321
Solidos totais (% m/m) EIVM 106 94 12,0552 12,0972 3,71
m?;gt%?‘?gg‘::g::ég/ﬂi) Clometnade 10 94 51542 5262 16,21
Proteina bruta (% m/m) EIVM 106 94 30882 31042 553
Gordura (% m/m) EIVM 106 94 3371 35568 11,74
NNP/NT (%) : 106 94 53832 53042 18,00
NNP (mg/100g) Kjeldahl 106 94 00262 00267 18,19
Proteina bruta (% m/m) Kjeldahl 106 94 3,096 @ 3,13242 5,39
Proteina verdadeira ;. \ioh (indireto) 106 94 29302 29662 559

(% m/m)

Meédias seguidas de letras distintas nas linhas indicam valores estatisticamente diferentes (P < 0,05) pelo

teste F.

Observou-se que os SNG ¢ a lactose
apresentaram médias estatisticamente diferentes
entre os dois niveis de CCS/mL. Observou-se
redugdo de 1,6% no teor em SNG e de 2,1% no
teor em lactose. Estes resultados estdo em
conformidade com as alteragdes do teor em
lactose previsiveis em casos de mastite clinica
ou subclinica. Como a mastite provoca um
aumento da concentragdo de cloreto de sddio no
leite, este fato inibe a secre¢do de lactose,
conseqiiéncia da necessidade natural de se
manter o equilibrio osmético do complexo, uma
vez que a lactose, junto com os ions sodio,
potassio e cloreto, sdo em conjunto responsaveis
pela manutencdo da pressdo osmoética no

sistema mamario (Fox & McSweeney, 1998).
Observou-se diferenga significativa entre os
grupos quanto ao teor em gordura, apresentando
maior teor de gordura aqueles com maior
contagem de CCS. As fra¢des nitrogenadas do
leite analisadas ndo apresentaram variagao
associada a variagdo da CCS em termos
absolutos. Entretanto, expressando os teores de
proteina bruta e proteina verdadeira em
percentuais de solidos totais e sdlidos ndo
gordurosos observaram-se diferencas
estatisticamente significativas nos resultados
percentuais de PB € PV nos SNG entre as duas
classes de CCS, conforme demonstrado pela
Tabela 22.
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Tabela 22. Comparagao de médias de percentuais de participacdo da PB e PV respectivamente nos ST
e SNG em distribuicdo pelas classes de CCS (< 400.000 células/mL e > 400.000 células/mL)

Parametro Classe 1
(%) <400.000
células/mL
PB/ST 25,61°
PB/SNG 35,51°
PVIST 24,31°
PV/ISNG 33,73°

Classe 2 Ccv
e (%)
25,642 4,71
36,30° 3,82
24,532 4,69
34,72° 4,47

Meédias seguidas de letras distintas nas linhas indicam valores estatisticamente diferentes (P < 0,05)

pelo teste F.

Alguns sistemas de pagamento de leite pela
qualidade adotados no Brasil baseiam-se em
enquadramento dos resultados analiticos do leite
em classes de qualidade, especialmente por
meio da combina¢do dos resultados obtidos dos
teores em PB, gordura, SNG ou ST e CCS e
contagem indireta de microrganismos a 30°C/72
horas. Quando ST ou sobretudo SNG sdo
parametros empregados no PPQ, o teor em PB
do leite deveria ser adotado como parametro de
qualidade na forma de sua participagao relativa
nos ST ou nos SNG e ndo na forma de seu teor
absoluto, evitando-se bonificagdo em base de
pardmetros com grande associagio. E
importante citar que, por exemplo, aumentos
obtidos no teor em SNG do leite de rebanhos
devem-se principalmente ao aumento no teor
em proteina e ndo em lactose. Portanto,
bonificagdes atribuidas aos SNG seriam
praticamente concedidas em duplicata em razdo
da bonificagdo concedida resultante do aumento
do teor em PB. Entretanto, bonificando-se o
leite pelo teor em SNG e em percentual de PB
nos SNG ndo se corre este risco. Raciocinio
idéntico se aplica a gordura em relagdo aos ST.

Procedendo-se uma analise multivariada de

componentes principais entre CCS e teores em
lactose, SNG e gordura quantificados por EIVM
e PB por MRK, obteve-se o grafico conforme
Figura 25, por meio do qual se vé pela
disposi¢do vetorial em trés planos cartesianos a
associagdo entre estes pardmetros. A CCS
apresentou um nitido antagonismo com a
lactose e uma associacdo sinérgica com a
gordura. Menos associados a CCS foram a PB e
os SNG, que por outro lado mostraram forte
associa¢do sinérgica entre si. Nesta andlise
multivariada (Tabelas 33 a 37 do anexo), a
inércia do modelo foi de 0,84, ou seja, os trés
planos cartesianos explicaram 84% das
variagoes, sendo 37% explicado pelo primeiro,
29% pelo segundo e 17% pelo terceiro.

O antagonismo da lactose e o sinergismo da
gordura com a CCS apresentaram-se em
conformidade com a comparagdo de médias
entre os dois grupos de CCS anteriormente
descrita e discutida. O sinergismo entre PB e
SNG deve-se ao fato de o aumento do teor em
PB do leite ser o maior responsavel pelo
aumento do teor em SNG, em comparacdo com
a lactose que é pouco variavel.
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Figura 25. Disposi¢do vetorial de CCS, PB analisada por MRK (PB KJ), SNG, gordura e lactose
analisados por EIVM, a partir de dados obtidos da analise multivariada de componentes principais dos
resultados de analise das 200 amostras de leite cru de tanques de refrigeracao de propriedades rurais de

Minas Gerais.

5.7.2 Variagdes associadas a produgdo
média diaria

As amostras coletadas em 200 tanques de
refrigeracdo de propriedades rurais de Minas
Gerais apresentaram distribuicdo percentual das
racas de 0,5% Gir leiteiro, 78,3% Girolando,
1,0% Holandés + Nelore, 0,5% de Holandés +
Girolando, 9,1% de Holandés, 1,0% de
Girolando + Jersey e 0,5% de Girolando +

Pardo suigo, 1% Jersey, 7,6% mestigo ¢ 0,5%
Zebu mestigo. Dividindo-se as amostras
coletadas de leite cru dos 154 tanques de
refrigeracdo de propriedades com criagdo de
gado Girolando em quatro classes de produgdo
média diaria de leite dos respectivos rebanhos (0
a 100 litros; 101 a 200 litros; 201 a 400 litros e
> 400 litros), observaram-se associagdes com 0s
parametros de composicao conforme
demonstrado pela Tabela 23.

Tabela 23. Comparagdo de médias dos parametros de qualidade do leite considerando 4 classes de
producdo média diaria de leite em propriedades com criacdo de girolando (154 tanques de refrigeragdo

amostrados).
Variavel Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 oV o
ariave
B eme B0 uorwesse
CP microrganismos log10(UFC/mL)’' 5552 5,392 5,17 ab 481" 15,35
CCS - log1o(CCS/mL)? 5,532 5,552 5,562 5,60° 6,41
SNG (EIVM)2 (% m/m) 8,61° 8,63° 8,62° 8,56 @ 3,08
Lactose (EIVM)? (% m/m) 4,542 4,567 4,512 4,56 @ 3,61
ST (EIVM)Z (% m/m) 12,012 12,112 11,992 12,032 3,68
PB (EIVM)2 (% m/m) 3,112 3,102 3,102 3,072 5,64
PB (MRK)2 (% m/m) 3,102 3,122 3,122 3,082 5,45
Gordura (EIVM)2 (% m/m) 3,40° 3,49° 3,372 3,482 11,88
NNP/NT (%) 5,27 ab 4,99° 5,502 5622 16,96
NNP' (mg/100g) 26,56 2° 24,37° 26,822 27,232 17,52
PV (MRK)? (% m/m) 2,93° 2,96° 2,95¢ 2,91° 5,57

Meédias seguidas de letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05) pelos

testes: 1:Teste t de: Student; 2: Teste de Tukey.
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Observou-se que o nivel de producdo média
diaria de leite influenciou a obtengdo de
diferentes médias de contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas, apresentando
as propriedades com produgdo diaria média de 0
a 100 litros uma contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas de 355.000
UFC/mL, contra 65000 UFC/mL nas
propriedades com producdo didria média
superior a 400 litros. Outrossim, o NNP (%
m/m) e o NNP/NT (%) mostraram-se
influenciados pelo nivel de produgdo médio
diario da propriedade, apresentando maiores
niveis de NNP/NT as propriedades com
producdo de 201 a 400 litros de leite (média de
5,50%) e superior a 400 litros (média de
5,62%). O menores niveis foram encontrados
nas propriedades com produgdo diaria de 101 a
200 litros de leite (média de 4,99%).

Realizou-se uma andlise exploratoria por meio
da andlise multivariada de componentes
principais dos dados de contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas, gordura,
producdo média diaria, CCS, ST e PB analisada
por MRK, encontrando-se os dados compilados

CP3

nas Tabelas 38 a 42 do Anexo. A inércia da
analise foi de 0,74 nos trés primeiros eixos
cartesianos (CP1, CP2 e CP3), sendo que o
primeiro respondeu por 37%, o segundo por
21% e o terceiro por 16% das variagdes (Figura
26). Notou-se forte associagdo sinérgica entre
ST com PB e gordura, como era de se esperar,
face a composi¢do dos ST por estes
componentes do leite. Observou-se também que
producdo média diaria de leite apresentou
antagonismo com a contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas, como
revelado pela analise de variancia dos resultados
entre grupos de categorizagdo da produgdo
média didria de leite (Tabela 23). Além disto,
observou-se que CCS apresentou associacdao
levemente sinérgica com gordura (mesmo
octante) ¢ sem associagdo consideravel com
producdo de leite. Nota-se claramente que em
relagdo a producdo média diaria de leite da
propriedade, a contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas € a mais
prontamente  influenciada  (em  relagdo
antagonica), seguida da CCS e gordura (em
relacdo sinérgica) , dos ST ¢ da PB.

Figura 26. Disposicdo vetorial de CCS, contagem indireta de microrganismos a 30°C/72 horas (CP), PB
analisada por MRK, gordura (G), lactose (LAC) e ST analisados por EIVM, a partir de dados obtidos da
analise multivariada dos resultados de analise das 200 amostras de leite cru de tanques de refrigeragdo de

propriedades rurais de Minas Gerais.
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Em relagdo ao teor em NNP do leite associado a
produgdo diaria média da propriedade, aquelas
com maior producdo apresentaram maiores
niveis de NNP (médias estatisticamente
equivalentes de 27,23 mg/100 g e 26,82 mg/100
g, respectivamente as classes de > 400 litros e
201 a 400 litros de leite), apresentando menor
teor médio em NNP do leite aquelas
propriedades com produgdo média diaria de 101
a 200 litros.

Esta relacdo sinérgica entre NNP e producdo
média diaria de leite pode estar relacionada com
maior fornecimento de fontes nitrogenadas ao
rebanho, em fun¢do de melhores condigdes de
manejo, aumentando o teor de sintese protéica e
excesso de amonia ruminal, e conseqiientemente
maior conversdo de amonia a uréia no figado, e
maior excrecdo deste composto nos fluidos
corporais, inclusive o leite (Barros, 2002;
Wattiaux, 2006). Por outro lado, amostras
representativas de leites de tanques de
refrigeragdo de propriedades com menor
producdo média diaria de leite (101 a 200
litros/dia) apresentaram em média teor em NNP
do leite menor que aquele das classes 3 ¢ 4 de
produgdo média didria de leite (Tabela 23). Isto
pode estar associado a uma situagdo de
equilibrio entre energia e nitrogénio fornecidos
aos animais. Em contrapartida, referindo-se a
classe 1 de menor producdo média diaria de
leite (1 a 101 litros/dia) ha um deslocamento
antagonico da média do teor em NNP (26,56

mg/100 g de leite) para valores intermedidrios
comuns as classes 2 e 3, o que pode ser
relacionado a uma deficiéncia energética dos
rebanhos, com conseqiiente producdo de energia
a partir de aminoacidos da reserva corporea, e
producdo de uréia, sendo esta excretada pelos
fluidos corporais (Barros; 2002; Wattiaux,
2006).

A andlise multivariada de componentes
principais realizada com os dados de produgdo
média diaria de leite, teores em NNP, PB por
MRK e gordura por EIVM do leite
proporcionou uma inércia de 0,84 nos trés eixos
cartesianos, sendo as varia¢des de 35%, 29% e
21% apresentadas respectivamente  pelos
primeiro, segundo e terceiro eixos cartesianos
(Tabelas 43 a 47 do anexo). A projegdo vetorial
das correlagdes com as varidveis originais
encontra-se demonstrada na Figura 27, na qual
se observa uma associacdo moderadamente
sinérgica nos dois primeiros eixos entre gordura
e proteina e outra associacdo entre producdo e
NNP, também, moderadamente sinérgica nos
dois primeiros eixos, o que é compativel com o
indicado pela comparacdo de médias de teores
em NNP do leite entre classes de producdo
diaria média de leite da propriedade associada
ao tanque de refrigeragdo, com redugdo
observada da classe 4 (> 400 litros/dia) para a
classe 2 (101 a 200 litros/dia). Em uma viséao
geral dos vetores resultantes, ndo foi observado
nenhum antagonismo entre as respostas.
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PROD

Figura 27. Disposi¢do vetorial de produgdo média diaria de leite (PROD), NNP, gordura (G) ¢ PB por
MRK (PB KJ), a partir de dados obtidos da andlise multivariada dos resultados de andlise das 200
amostras de leite cru de tanques de refrigeracdo de propriedades rurais de Minas Gerais.

5.8  AVALIACAO DA ADICAO DE
UREIA AO LEITE NA RESPOSTA DE
PROTEINA BRUTA ANALISADA POR
EIVM

5.8.1 Interferéncia da adicdo de uréia na
resposta do teor em proteina bruta por

EIVM

Avaliando-se os resultados por andlise de

variancia (Sampaio, 2002) de dois fatores
(amostra e concentragdo) obtidos de PB nos
quatro grupos com diferentes quantidades de
uréia adicionada, ou seja, CO, Cl, C2, C3,
respectivamente com adicdo de uréia na
concentragdo final do leite de 0% m/m,
0,0723% m/m, 0,1445% m/m e 0,2891% m/m,
foram obtidas as médias e demais parametros de
calculo estatistico conforme a Tabela 24.

Tabela 24. Parametros de calculo estatistico de PB dos quatro grupos experimentais resultantes de

diferentes concentragdes de uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentracdo de Numero de PB média Soma Soma dos

experimental uréia adicionada amostras (% m/m) quadrados
(% m/m)

Co 0 32 3,1981 102,3399 327,7733

Cl 0,0723 32 3,2237 103,1598 333,0278

C2 0,1445 32 3,2568 104,2189 339,9112

C3 0,2891 32 3,3179 106,1723 352,7355
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Pela analise de variancia de dois fatores (grupo
experimental de concentragdo de uréia
adicionada e amostras), foram comparadas as
médias relativas aos quatro tratamentos (Tabela
48 do Anexo).

Com uma diferenga minima significativa pelo

teste t de Student (Sampaio, 2002) de 0,00459 ¢
de 0,00338 pelo teste de Tukey entre as médias
de cada um dos grupos com diferentes teores em
uréia adicionada, observou-se que houve
diferenga significativa (P < 0,05) entre os teores
em PB dos quatro grupos experimentais pelo
teste de Tukey (Tabela 25).

Tabela 25. Quadro de médias das respostas de PB analisada por EIVM dos quatro grupos experimentais

relativos ao teor em uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentragdo de uréia adicionada Numero de Meédia
experimental ao leite (% m/m) amostras

Co 0 32 3,1981°
Cl 0,0723 32 3,2237¢
C2 0,1445 32 3,2568"
C3 0,2891 32 3,3179°

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna das médias indicam diferenga significativa (P < 0,05).pelo

teste de Tukey.

O aumento tedrico esperado nos teores em PB
baseando-se no aumeno do teor em nitrogénio
nas amostras com concentrag¢des finais de uréia
adicionada ao leite de 0%, 0,0723%, 0,1445% e
0,2891% m/m, sdo demonstrados na Tabela 26.
A concentragdo final de equivalente-proteina

adicionado reflete o aumento esperado no teor
em PB com a adi¢do de uréia. Na mesma tabela
observa-se efetivamente o quanto em média foi
observado de aumento no teor em PB por
analise do leite por EIVM.

Tabela 26. Relagdo entre os valores tedricos esperados do aumento do teor em PB (por analise por
Kjeldahl) de leites adicionados de quantidades conhecidas de uréia e o aumento real encontrado por

analise por EIVM.

Valores tedricos esperados (Kjeldahl)

Concentragdo final de

Valor real por
EIVM

uréia adicionada ao

* Aumento teérico do

* Aumento teorico do Aumento médio do

leite (% m/m) NT adicionado ao leite equivalente-proteina teor em PB no leite
por meio da uréia (% adicionado ao leite por observado por
m/m) meio da uréia (% m/m), analise por EIVM
equivalente a NT (% m/m)
adicionado pela uréia x
6,38

0,0723 0,03373 0,2152 0,0256

0,1445 0,06746 0,4304 0,0587

0,2891 0,13492 0,8608 0,1198

Nota: (*) Calculos tedricos considerando uréia com 100% de pureza e um teor de 46,646% em

nitrogénio na uréia.

Observou-se, portanto, que a uréia apresentou
absor¢do da radiacdo de comprimento de onda
de quantificacdo da proteina, o que ja havia sido
observado por Grappin (1992) e demonstrado na
Figura 4. Observou-se também que o aumento
do teor em PB foi de aproximadamente 13%
daquele esperado para o aumento do teor em PB

pela relagdo PB = NT x 6,38.

Estabelecendo-se uma analise de regressdo entre
os dados de % m/m de uréia adicionada ao leite
e a variacdo realmente observada na % m/m de
PB analisada por EIVM, e conseqiientemente
realizando-se a analise de varidncia, obtém-se

98



respectivamente os dados demonstrados pela
Tabela 27 e o grafico de dispersdao demonstrado
pela Figura 28. O modelo apresentou uma boa
capacidade de previsdo, com coeficiente de
determinagdo de 0,9676. Por outro lado, a razao
entre as variancias da regressdo e do erro (F )
apresentou valor de 2.809,29, superior ao Fico
de 3,96 (com 1 e 92 graus de liberdade),

condizente com uma inclinagdo da curva de
regressdao diferente de zero. O valor calculado
de F resultante da razdo entre as varidncias da
falta de ajuste e do erro foi equivalente a 1,40,
inferior ao valor de F ;.o de 3,11 (com 2 e 92
graus de liberdade), conduzindo para uma falta
de ajuste da regressdo ndo importante.

Tabela 27. Andlise de variancia da regressdo entre os dados de % m/m de uréia adicionada ao leite e a
variacdo realmente observada na % m/m de PB analisada por EIVM.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio
Total 95 0,15080
Regressao 1 0,14591 0,14591 2809,29 0,000
Falta de ajuste 2 0,00014 0,00007 1,40 0,251
Erro 92 0,00474 0,00005
Nivel de significancia o = 0,05.
015
0,14 1~ Variagdo na PB % m/m = 0,4324 x (% m/m uréia adicionada) - 0,0049~ § |
013 +—— R?=0,9676
S 0121
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Figura 28. Dispersdo entre os dados de % m/m de uréia adicionada ao leite ¢ a variagdo realmente
observada na % m/m de PB analisada por EIVM, indicando a equag@o de regressdo obtida e o valor do

coeficiente de determinacéo.

5.8.2 Interferéncia da adicdo de uréia na
resposta do teor em gordura por EIVM

Avaliando-se os resultados por analise de
variancia (Sampaio, 2002) de dois fatores
(amostra e concentragdo final de uréia apos
adi¢do) obtidos de gordura nos quatro grupos

com diferentes quantidades de uréia adicionada,
ou seja, CO, C1, C2, C3, respectivamente com
adi¢do de uréia na concentracdo de 0% m/m,
0,0723% m/m, 0,1445% m/m e 0,2891% m/m,
foram obtidas as médias e demais pardmetros de
calculo estatistico conforme a Tabela 28.
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Tabela 28. Parametros de calculo estatistico de gordura dos quatro grupos experimentais resultantes de
quatro diferentes concentracdes de uréia adicionada ao leite cru.

Grupo Concentragdo de Numero de Gordura Soma Soma dos

experimental  uréia adicionada amostras média quadrados
(% m/m) (% m/m)

Co 0 32 3,671 117,472 443,307

Cl 0,0723 32 3,666 117,312 442,004

C2 0,1445 32 3,640 116,467 435,714

C3 0,2891 32 3,639 116,450 435,532

Pela analise de variancia de dois fatores (Grupo
experimental de concentragdo de uréia
adicionada ¢ amostras), foram comparadas as
médias relativas aos quatro tratamentos (Tabela
49 do Anexo).

Com uma diferenca minima significativa
(Sampaio, 2002) de 0,0157 pelo teste de Tukey
entre as médias de cada um dos grupos com
diferentes teores em uréia adicionada, concluiu-
se por ambos os testes que ndo houve diferenca
significativa (P > 0,05) entre os teores em
gordura do leite do grupo sem adi¢do de uréia

(controle) com o primeiro nivel de adi¢io de
uréia (C1 = 0,0723% m/m), sendo que o teor em
gordura do grupo com o segundo nivel de
adigdo de uréia (C2 = 0,1445% m/m) ¢
significativamente diferente do grupo com o
primeiro nivel C1 (P < 0,05), e ndo houve
diferenca significativa (P > 0,05) entre os teores
em gordura dos grupos com o segundo e
terceiro niveis de adicdo de uréia (C3 =
0,2891% m/m) (Tabela 29). Observou-se que a
adigdo de wuréia reduziu a resposta do
equipamento em relacdo & gordura do leite
quando analisada por EIVM.

Tabela 29. Quadro de médias das respostas de teores em gordura (% m/m) analisada por EIVM dos
quatro grupos experimentais relativos ao teor em uréia adicionada ao leite cru.

Grupo Concentracdo de uréia adicionada Numero de Média
experimental ao leite (% m/m) amostras

Co 0 32 3,671°

Cl 0,0723 32 3,666"

C2 0,1445 32 3,640b

C3 0,2891 32 3,639b

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna das médias indicam diferenga significativa (P < 0,05).pelo

teste de Tukey.

5.8.3 Interferéncia da adicdo de uréia na
resposta do teor em lactose por EIVM

Avaliando-se os resultados por andlise de
varidncia (Sampaio, 2002) de dois fatores
(amostra e concentragdo final de uréia apods
adicdo) obtidos de lactose nos quatro grupos

com diferentes quantidades de uréia adicionada,
ou seja, CO, C1, C2, C3, respectivamente com
adicdo de uréia na concentracdo de 0% m/m,
0,0723% m/m, 0,1445% m/m e 0,2891% m/m,
foram obtidas as médias ¢ demais parametros de
calculo estatistico conforme a Tabela 30.

Tabela 30. Pardmetros de calculo estatistico de lactose dos quatro grupos experimentais resultantes de

diferentes concentragdes de uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentragio de Numero de Lactose Soma Soma dos

experimental  uréia adicionada amostras média quadrados
(% m/m) (% m/m)

Co 0 32 4,4558 142,5844 635,5216

Cl 0,0723 32 4,4625 142,8001 637,4430

C2 0,1445 32 4,4689 143,0050 639,2677

C3 0,2891 32 4,4735 143,1535 640,5975
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Pela andlise de variancia de dois fatores (grupo
experimental de concentragdo de uréia
adicionada e amostras), foram comparadas as
médias relativas aos quatro tratamentos (Tabela
50 do Anexo ¢ Tabela 31).

Com uma diferenca minima significativa
(Sampaio, 2002) pelo teste t de Student de

0,00269 e de 0,00354 pelo teste de Tukey entre
as médias de cada um dos grupos com
diferentes teores em uréia adicionada, observou-
se que ha diferenca significativa (P < 0,05) no
teor em lactose do leite em todos os niveis de
adigdo de uréia ao leite (C1, C2 e C3), inclusive
o nivel de controle sem adi¢do (C0) (Tabela 31).

Tabela 31. Quadro de médias das respostas de teor em lactose (% m/m) analisada por EIVM dos quatro
grupos experimentais relativos ao teor em uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentracao de uréia adicionada Numero de Média
experimental ao leite (% m/m) amostras
Co 0 32 4,4558d
Cl1 0,0723 32 4,4625¢
C2 0,1445 32 4,4689b
C3 0,2891 32 4,4735°

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna das médias indicam diferenca significativa (P < 0,05).pelo

teste de Tukey.

Observou-se que maiores teores em uréia
adicionada ao leite aumentam os teores em
lactose do leite analisados por EIVM.

5.8.4 Interferéncia da adicdo de uréia na
resposta do teor em solidos totais por EIVM

Avaliando-se os resultados por analise de
variancia (Sampaio, 2002) de dois fatores

(amostra e concentragdo final de uréia apos
adigdo) obtidos de soélidos totais nos quatro
grupos com diferentes quantidades de uréia
adicionada, ou seja, CO0, Cl, C2, C3,
respectivamente com adicdo de wuréia na
concentragdo de 0% m/m, 0,0723% m/m,
0,1445% m/m e 0,2891% m/m, foram obtidas as
médias e demais pardmetros de calculo
estatistico conforme a Tabela 32.

Tabela 32. Parametros de calculo estatistico de solidos totais dos quatro grupos experimentais resultantes

de diferentes concentragdes de uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentracao de Numero de Sélidos totais Soma Soma dos

experimental uréia adicionada amostras —média quadrados
(% m/m) (% m/m)

Co 0 32 12,298 393,546 4847,569

Cl 0,0723 32 12,334 394,683 4875,464

C2 0,1445 32 12,357 395,423 4893,657

C3 0,2891 32 12,438 398,011 4957,929

Pela analise de variancia de dois fatores (grupo
experimental de concentragdo de uréia
adicionada e amostras) foram comparadas as
médias relativas aos quatro tratamentos (Tabela
51 do Anexo; Tabela 32).

Com uma diferenca minima significativa
(Sampaio, 2002) de 0,0129 pelo teste de Tukey

entre as médias de cada um dos grupos com
diferentes teores em uréia adicionada, concluiu-
se que houve diferenca significativa (P < 0,05)
no teor em solidos totais do leite em todos os
niveis de adi¢do de uréia ao leite (C1, C2 e C3),
inclusive o nivel de controle sem adigdo (CO)
(Tabela 33).
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Tabela 33. Quadro de médias das respostas de teor em sdlidos totais (% m/m) analisada por EIVM dos
quatro grupos experimentais relativos ao teor em uréia adicionada ao leite.

Grupo Concentracao de uréia adicionada Numero de Média
experimental ao leite (% m/m) amostras
Co 0 32 12,298d
Cl1 0,0723 32 12,334c
C2 0,1445 32 12,3570
C3 0,2891 32 12,438

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna das médias indicam diferenca significativa (P < 0,05) pelo

teste de Tukey.

Observou-se que maiores teores em uréia
adicionada ao leite aumentam os teores em ST
do leite analisados por EIVM.

6 CONCLUSOES

O perfil das amostras de leite cru refrigerado
coletadas em 200 propriedades rurais do estado
de Minas Gerais quanto ao teor em NT, NNP,
NNP/NT, PB, PV, gordura, lactose, ST, SNG,
CCS e contagem de microrganismos a 30°C/72
horas foi estabelecido e sumarizado por meio
das tabelas 15 e 16. Entre os pardmetros
analisados, o NNP foi o que apresentou maior
variacdo, seguido do NNP/NT e da gordura. O
que menos apresentou variagdo foram os SNG,
seguidos da lactose e dos ST.

Observou-se que a CCS encontra-se associada a
variagdo da média do teor em SNG e em lactose
do leite, apresentando menores teores aquelas
propriedades com maiores contagens de CCS.
Tanques de leite cru refrigerado de propriedades
com maiores contagens de CCS apresentaram
menor teor em gordura. Quando o teor em
proteina bruta do leite foi expresso em
percentual absoluto no leite (% m/m), nao
houve diferenca significativa entre as médias
deste parametro em fungdo da CCS do leite cru
refrigerado das propriedades rurais amostradas,
mas observou-se que propriedades com maiores
CCS apresentaram maior participagdo da PB e
da PV nos SNG (percentual relativo). A analise
multivariada da associagdo entre os parametros
de composic¢do, de CCs e de contagem indireta
de microrganismos a 30°C/72 horas demonstrou
antagonismo de resposta entre lactose e CCS, e
associacdo positiva da CCs com a gordura e
menos associados a CCS foram a PB e os SNG,
entretanto apresentando associacdo positiva
entre si;

As propriedades rurais com menor e maior
produgdo média diaria de leite apresentaram
respectivamente as maiores € menores
contagens de microrganismos a 30°C/72 horas,
demonstrando antagonismo entre produgdo
média didria e condigdo sanitaria do leite.
Maiores teores médios em NNP ¢ NNP/NT do
leite foram encontrados ao mesmo tempo em
propriedades com maior (> 401 litros) e menor
(0 a 100 litros) producdo média diaria de leite, e
os menor teor médio foi encontrtado em em
propriedades com producio média diaria de 101
a 200 litros, o que pode ser associado
provavelmente com a maior disponibilidade de
nitrogénio na dieta do rebanho nas propriedades
com maior producdo média diaria de leite e
déficit energético nas propriedades de menor
producdo média diaria de leite. Ndo foram
observadas associa¢des entre produgdo média
diaria de leite da propriedade e CCS, SNG,
lactose, ST, PB, gordura e PV. Em relagdo a
producdo média diaria de leite da propriedade
foi demonstrado por meio da andlise
multivariada forte antagonismo com a contagem
de microrganismos, muito fraca associagdo com
ST, PB e gordura e associagdo positiva com
NNP;

A grande variagdo do teor em NNP do leite cru
refrigerado de tanques de referigeragdo deve ser
considerada quando do preparo de amostras de
referéncia para calibracdo dos equipamentos de
EIVM empregado na andlise de leites de
rebanhos nacionais, por ser uma fonte potencial
de erro nas determinagdes de PB por EIVM,
implicando diferencas entre resultados de teores
em PB obtidos pelo método de Kjeldahl
(método de referéncia) e por EIVM (método
indireto).
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Em relagdo ao cumprimento dos preceitos de
qualidade  estabelecidos  pela  Instrucdo
Normativa n° 51/2002 do MAPA, concluiu-se
que a PB ¢ o pardmetro que menos concorre
para o ndo cumprimento daquela norma,
enquanto os SNG e a contagem de
microrganismos a 30°C/72 horas sdo os
pardmetros em que se observam maiores
percentuais de ndo cumprimento. A relacdo
antagonica entre PB e SNG quanto ao ndo
cumprimento dos padrdes de qualidade
normativos no Brasil leva a conclusio que
baixos teores em lactose  contribuem
significativamente para o ndo cumprimento, o
que indiretamente relaciona-se com a CCS, ja
que estes Ultimos pardmetros apresentam
antagonismo: maiores CCS levariam a uma
reducgdo do teor em lactose do leite, que por sua
vez levaria a redugdo do teor em SNG.
Observou-se uma associagdo significativa entre
producdo média diaria e atendimento ao mesmo
tempo a referida Norma, dos parametros
gordura, PB, CCS, SNG e contagem indireta de
microrganismos a 30°C/72 horas, concorrendo
para um percentual maior de atendimento as
propriedades com producdo diaria média
superior a 200 litros, em comparagdo com
aquelas com produgdo diaria média igual ou
inferior a 200 litros.

A quantificagio do NNP permitiu a
quantificacdo da PV das amostras de leite cru de
tanques de refrigeracdo, cujos  teores
apresentaram uma relagdo linear em relagdo a
PB, representada pela equagdo PV = 0,9671 x
PB -0,0630, sendo os teores expressos em %
m/m.

Na quantificagdo do teor em PB do leite cru, os
métodos de quantificagio MRK e EIVM
apresentaram repetitividade de acordo com
especificacbes da FIL e AOAC. Foram
encontradas diferengas significativas entre os
teores em PB de leite cru obtidos por analise
pelo MRK e por EIVM segundo o protocolo de
avaliaggo previsto pela norma International IDF
Standard 128%1999. Uma vez relacionadas
ambas as respostas de PB por regressdo linear,
esta apresentou intercepto diferente de zero,
inclinacdo diferente de 1 e média instrumental
de PB (por EIVM) diferente daquele previsto
pelo intervalo de confianga dos valores preditos
para o método de referéncia (MRK) calculados
a partir da equagdo de regressdo, além de as

diferencas entre os métodos diferirem
estatisticamente de zero. Concluiu-se que os
teores em lactose e PB por EIVM apresentaram
associacao significativa com as diferengas entre
os resultados dos métodos EIVM e MRK na
quantifica¢@o do teor em PB do leite e por meio
da analise multivariada a gordura demonstrou
uma associacdo positiva com as diferengas.
Conclui-se que as diferencas entre os métodos
sdo influenciadas por resultados obtidos por
EIVM, ou seja, apresentam justificativa na
propria equacdo de regressao multipla definida
pelo equipamento a partir das analises das
amostras de calibragdo de origem canadense,
ndo em relagdo a calibragdo do equipamento,
que fora executada de pleno acordo com as
recomendacgdes do fabricante do equipamento
de EIVM. A literatura consultada cita
exaustivamente a necessidade de se preparar
amostras de referéncia de leite para calibracdo
dos EIM com composig¢ao tipica do leite do pais
ou até mesmo da regido a que os analisadores
por EIVM dao suporte analitico, para que seja
incorporada a calibragdo dos EIM as relagdes
tipicas regionais de lactose/proteina,
lactose/gordura e gordura/proteina e
interferentes como citrato ¢ NNP. Em fungao
disto, perdas na acuracia dos EIM podem
ocorrer em razdo de os fatores de correcdo da
regressdo multipla gerados pela calibragdo com
amostras de composi¢o tipicamente canadense
ndo serem adequados a composi¢do tipica do
leite brasileiro, seja em razdo das ragas ou
cruzamentos predominantes ou mesmo das
diferentes condigdes nutricionais impostas aos
rebanhos e diferentes condigdes ambientais.

O congelamento do soro de precipitagdo do leite
cru com solucdo de 4cido tricloroacético a 12%
m/m pode ser congelado a uma temperatura de -
18° a
-15°C por 90 dias, descongelado e analisado em
seu teor em NNP, sem perda de acuracia em
rela¢do ao resultado que seria obtido a partir de
analise de NNP no soro obtido no mesmo dia da
precipitacao.

A uréia adicionada ao leite cru proporciona um
aumento significativo do teor em PB, ST e
lactose e reducdo do teor em gordura quando
estes sdo quantificados pelo método de EIVM.
Os achados remontam a possibilidade
indecorosa de se lancar mao da adigdo da uréia
ao leite para auferir ganhos em sistemas de
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pagamento por qualidade ou atendimento a
dispositivos normativos, tais como a Instrugao
Normativa n° 51/2002. Devem ser realizados
experimentos adicionais de avaliacdo da acdo da
uréia ao leite em outros pardmetros analiticos da
qualidade do leite, tais como acidez, depressdo
do ponto de congelamento, resisténcia ao alcool,
etc., estabelecendo-se associagdes para a
constatacdo em caso de hipotese de fraude.
Entretanto, em sistemas de pagamento de
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8 ANEXOS

Tabela 1 (Anexo). Analise de variancia do teste de homogeneidade para o pardmetro gordura (% m/m)
analisada por EIVM.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P F critico
liberdade quadrados médio

Entre frascos 19 0,0015400 0,0000811 1,47 0,198 2,155

Dentre frascos (erro) 20 0,0011000 0,0000550

Total 39 0,0026400

Fcalculado < Feritico = 2,155 indica que ndo hé diferenga significativa entre frascos e dentre frascos (P <
0,05) com nivel de significancia a igual a 0,05.

Tabela 2 (Anexo). Analise de variancia do teste de homogeneidade para o parametro proteina (% m/m)
analisada por EIVM.

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P F itico
liberdade quadrados médio

Entre frascos 19 0,0004600 0,0000242 0,69 0,787 2,155

Dentre frascos (erro) 20 0,0007000 0,0000350

Total 39 0,0011600

Fcalculado < Feritico = 2,155 indica que ndo ha diferenca significativa entre frascos e dentre frascos (P <
0,05) com nivel de significancia a igual a 0,05.

Tabela 3 (Anexo). Analise de varidncia do teste de homogeneidade para o parametro lactose (% m/m)
analisada por EIVM.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P F critico
liberdade quadrados médio

Entre frascos 19 0,0005600 0,0000295 1,47 0,198 2,155

Dentre frascos (erro) 20 0,0004000 0,0000200

Total 39 0,0009600

Fcalculado < Feritico = 2,155 indica que ndo hé diferenga significativa entre frascos e dentre frascos (P <
0,05) com nivel de significancia a igual a 0,05.

Tabela 4 (Anexo). Analise de varidncia do teste de homogeneidade para o pardmetro solidos totais (%
m/m) analisada por EIVM.

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P F itico
liberdade quadrados médio

Entre frascos 19 0,002540 0,000134 1,16 0,370 2,155

Dentre frascos (erro) 20 0,002300 0,000115

Total 39 0,004840

Fcalculado < Feritico = 2,155 indica que ndo ha diferenca significativa entre frascos e dentre frascos (P <
0,05) com nivel de significancia a igual a 0,05.

116



Tabela 5 (Anexo). Anélise de varidncia do teste de homogeneidade para o parametro contagem de células
somaticas (células/mL) normalizado por logaritmo decimal, analisada por citometria de fluxo.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P F critico
liberdade quadrados médio

Entre frascos 19 0,0017779 0,0000936 1,88 0,084 2,155

Dentre frascos (erro) 20 0,0009933 0,0000497

Total 39 0,0027712

Fcalculado < Fcritico = 2,155 indica que ndo ha diferenga significativa entre frascos ¢ dentre frascos (P <
0,05) com nivel de significancia o igual a 0,05.

Tabela 6 (Anexo). Estudo de dispersdo de freqiiéncia em tabela de contingéncia () *) para os parimetros
de qualidade SNG, PB, CCS e contagem de microrganismos mesofilicos a 30°C/72 horas, quanto ao
atendimento dos preceitos da Instru¢do Normativa n° 51/2002.

Producdo diaria SNG Ni CCs Ni PB Ni CBT NG TOTAL
média Atende a0 Atende a0 Atende a0 Atende a0
atende atende atende atende
) f.o. 47 10 47 10 49 8 41 16
1 a 100 litros 57
fe. 46,06 10,94 46,06 10,94 51,24 5,76 4491 12,09
) f.o. 46 13 47 12 54 5 41 18
101 a 200 litros 59
fe. 47,68 11,32 47,68 11,32 53,04 5,96 46,48 12,52
. f.o. 43 9 43 9 47 5 46 6
201 a 600 litros 52
fe. 42,02 9,98 42,02 9,98 46,75 5,25 40,97 11,03
) f.o. 24 6 23 7 28 2 28 2
> 600 litros 30
fe. 24,24 5,76 24,24 5,76 26,97 3,03 23,64 6,36
TOTAL 160 38 160 38 178 20 156 42 198
X2 0,539 0,601 1,547 9,12*

Nota: % 2 critico de 7,82 para 3 gl do estudo e nivel de significancia do erro tipo I igual a 0,05.
(*) Valor obtido por corregdo de Yates (Sampaio, 2002).

Tabela 7 (Anexo). Analise de variancia da regressdo entre os dados de % m/m de PB analisada pelo
método Kjeldahl e a % m/m de PV obtida a partir do NNP analisado por Kjeldahl.

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Total 199 5,4435

Regressdo 1 5,2686 5,2686 5964,40 0,000

Erro 198 0,1749 0,0009

Nivel de significancia a igual a 0,05.

Tabela 8 (Anexo). Analise de varidncia da regressdo da associacdo entre o teor em PB (%m/m)
quantificado por MRK e EIVM das 200 amostras de leite cru de tanques de refrigeracdo de Minas Gerais.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Total 199 5,6330

Regressao 1 3,9924 3,9924 481,84* 0,000

Residual 198 1,6406 0,0083

Falta de ajuste 97 0,8829 0,0091 1,21%* 0,168

Erro puro 101 0,7577 0,0075

*Feritico | ¢ 101 gt = 3,94; **Feritico 5 ¢ 97 5 = 3,09. Nivel de significincia de a igual a 0,05.
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Tabela 9 (Anexo). Andlise de varidncia da comparacdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl e EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com 1.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 10 0,428346 0,0428346 11,49 0,000

M¢étodo 1 0,006278 0,006278 1,68 0,223

Erro (residuo) 10 0,037265 0,0037265

Total 21 0,471889

Nivel de significancia do experimento de o igual a 0,05.

Tabela 10 (Anexo). Analise de varidncia da comparacdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl e EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com calibragdo 2.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 41 3,07484 0,0749960 18,57 0,000

Método 1 0,08848 0,0884779 21,91 0,000

Erro (residuo) 41 0,16558 0,0040385

Total 83 3,32889

Nivel de significancia do experimento de o igual a 0,05.

Tabela 11 (Anexo). Analise de varidncia da comparacdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl ¢ EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com calibragdo 3.

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 18 0,436127 0,0242293 22,94 0,000

Método 1 0,030090 0,0300896 28,49 0,000

Erro (residuo) 18 0,019010 0,0010561

Total 37 0,485227

Nivel de significancia do experimento de a igual a 0,05.

Tabela 12 (Anexo). Analise de variancia da comparagdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl e EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com calibragdo 4..

Fonte de variagdo Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 63 3,21538 0,051038 17,76 0,000

Método 1 0,12363 0,123632 43,01 0,000

Erro (residuo) 63 0,18108 0,002874

Total 127 3,52010

Nivel de significancia do experimento de o igual a 0,05.
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Tabela 13 (Anexo).. Analise de variancia da comparagdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl e EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com calibragdo 5..

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 33 2,03871 0,0617790 42,29 0,000

Método 1 0,04729 0,0472861 32,37 0,000

Erro (residuo) 33 0,04820 0,0014607

Total 67 2,13420

Nivel de significancia do experimento de o igual a 0,05.

Tabela 14 (Anexo). Analise de varidncia da comparacdo entre os resultados de teores em PB (% m/m)
obtidos pelos métodos de referéncia de Kjeldahl e EIVM, a partir das amostras submetidas a analise por
EIVM com calibragdo 6..

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Amostra 29 0,97449 0,033603 13,82 0,000

M¢étodo 1 0,12012 0,120119 49,39 0,000

Erro (residuo) 29 0,07053 0,002432

Total 59 1,16514

Nivel de significancia do experimento de o igual a 0,05.
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Tabela 15 (Anexo). Avaliacdo da associacdo entre as diferencas dos métodos de quantificacdo da PB por MRK e EIVM categorizados em 3 classes e os
componentes principais do leite, também categorizados em teor em trés classes, por meio da distribuicdo qui-quadrado.

Parametros composicionais do leite

Valores de teor em gordura

Valores de teor em lactose

Valores de teor em NNP

Valores de teor em PB por
EIVM

Valores de teor em PB por
MRK

Altos Baixos Médios Total Altos Baixos Médios Total Altos Baixos Médios Total Altos Baixos Médios Total Altos Baixos Médios Total
§ Valores altos 10 26 13 29 11 22 35 24 21 23 14 38 16 27 19 22
2 da diferenca 68 68 68 68 68
‘“E> entre 20,40 19,04 28,56 20,74 19,04 28,22 21,42 23,80 22,78 21,42 2550 21,08 20,40 22,44 25,16
2] .
g métodos  coq 1,5373 1,9161 0,0068 * 4,5741 0,4602 1,6289 * 0,3108 0,3294 0,0021 * 2,5700 6,1270 1,2240 * 2,1353 0,5273 0,3969 *
S m
@ % Valores fo 19 25 22 29 12 25 19 26 21 33 14 19 17 24 25
e g baixos das 66 66 66 66 66
gg diferencas  fe 19,80 18,48 27,72 20,13 18,48 27,39 20,79 23,10 22,11 20,79 24,75 20,46 19,80 21,78 24,42
«© ©
5°¢ entre
8 g métodos  CQQ 0,0323 2,3003 1,1803 * 3,9084 2,2722 0,2085 * 0,1541 0,3641 0,0557 * 7,1710 4,6690 0,1040 * 0,3960 0,2263 0,0138 *
©
2
e Valores fo 15 18 33 21 22 23 20 23 23 16 23 27 16 23 27
N médios das 66 66 66 66 66
% diferengas  fe 19,80 18,48 27,72 20,13 18,48 27,39 20,79 23,10 22,11 20,79 24,75 20,46 19,80 21,78 24,42
= entre
3 métodos  CQQ 1,1636 0,0125 1,0057 * 0,0376 0,6705 0,7036 * 0,0300 0,0004 0,0358 * 1,1040 0,1240 2,0900 * 0,7293 0,0683 0,2726 *
Total 60 56 84 200 61 56 83 200 63 70 67 200 63 75 62 200 60 66 74 200
X2 9,155 14,464 1,282 25,184 4,766
calc

Nota: O chritico para 4 graus de liberdade e probabilidade do erro tipo 1 de 0,05 € igual a 9,49 e para erro tipo 1 de 0,01 ¢ igual a 13,28.
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Tabelas 16 a 20. Analise de componentes principais da analise multivariada da associagdo de teores em
gordura, ST e lactose por EIVM com as diferengas entre os métodos MRK e EIVM na quantificagdo da
PB em leite cru de 200 amostras de tanques de refrigeracdo de Minas Gerais.

Analise de componentes principais
Dados padromizados

Matriz de correlacio/Coeficientes
Dif PE KJ - IV G IV (%) LAC IV (%) ST IV (%)

Dif PE KJ - IV 1,00
G IV (%) 0,21 1,00
LAC I¥ (3] -0,30 -0, 16 1,00
ST IV (%) 0,01 0,83 o, 15 1,00
Matriz de correlacio/Probabilidades Autovetores
Dif FE RJ - IV G IV (%) LAC IV (%) ST IV i%)  1rgizves o1 o2 o3
Dif PE RJ - IV Dif PB KJ - IV 0,21 -0,6% 0,74
5 IV (%) 0,0030 G IV (%] 0,71 1,7E-03 -0, 12
LAC I¥ (3] 40,0001 0,0206 LAC TV 1%} 0,10 0,71 067
ST IV (3] 0,9124 <0,0001 0,0395 — e 0,30 -0.01
Autovalores . Correlagio com as variaveis originais
Larbda Valor Proporgio Prop Acum Varidveis cP 1 cp 2 cp 3
11,87 a,47 a,47 Dif PE KJ - IV 0,29 -0,74 0,61
Z 1,33 0,33 o, 80 G IV (%] 0,97 2,0E-03 -0, 10
i 0,89 o, 17 .57 LiC TV (%] -0, 13 0,82 0,55
4 0,11 o,03 1,00 ST IV (%) 0,51 0,35 -0,01

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabelas 21 a 25 (Anexo). Andlise de componentes principais da analise multivariada da associacdo de
diferencas entre os métodos MRK e EIVM na quantificagdo de PB com os dois métodos, a partir de dados
obtidos de 200 amostras de leites de tanques de refrigeragdo de Minas Gerais.

Analise de componentes principais
Dados padromizados

Matriz de correlacdo/Coeficientes
Dif PE KJ - IV PE KJ (%) PE IV (%)

Lif PE EJ - IV 1,00
PE EJ (%) 0,25 1,00
PE IV (%) -0,351 0,84 1,00
Matriz de correlacdo/Probabilidades Autovetores
Lif PE KJ — IV PE EJ (%) PE IV (%) Vearishles a1 ez -
E;fKEB f{J - 0. 0003 Lif PE EJ - IV -0,05 0,93 0,37
Ef] ‘ PE EI (%) 0,70 0,30 -0,65
PE IV (%) <0, 0001 <0, 0001 BE TV (%) 072 -0.22 0. 66
L L L
Autovalores = . L
Lambdsa Walor Proporcion Prop Acum C%I;:liaa[i:llllecsumascga?avglg l;rlg;l.ncagsa
; i’?: g’gé ?’S; Lif PE EJI - IV -0,07 1,00 4,1E-04
- 2Elus 4 DE’D? 1’DD PE EI (%) 0,95 0,32 -7,1E-04
ALl L= ’ PE IV (%] 0,97 -0,24 7,3E-04

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.
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Tabela 26 (Anexo). Avaliagdo da associagdo entre as diferengas dos métodos de quantificacdo da PB por

MRK e EIVM categorizados em 3 classes e as calibragdes realizadas do EIM..

Calibragao realizada Categorizacéo das diferencas entre os métodos de analise de PB

Diferencas Diferengas

Diferencgas positivas . . Total
proximas de zero negativas
fo 5 4 2 11
01 fe 3,74 3,63 3,63
cQQ 0,4240 0,0380 0,7320 *
fo 3 30 9 42
02 fe 14,28 13,86 13,86
cQQ 8,9100 18,7950 1,7040 *
fo 7 0 12 19
03 fe 6,46 6,27 6,27
cQQ 0,0450 6,2700 5,2370 *
fo 32 7 25 64
04 fe 21,76 21,12 21,12
cQQ 4,8190 9,4400 0,7130 *
fo 0 24 10 34
05 fe 11,56 11,22 11,22
cQQ 11,5600 14,5570 0,1330 *
fo 21 1 8
30
06 fe 10,20 9,90 9,90
cQQ 11,4350 8,0010 0,3650 *
Total 68 66 66 200
2
Y cal 103,177

Nota: O chritico para 10 graus de liberdade e probabilidade do erro tipo 1 de 0,05 ¢ igual a 18,31 e para

erro tipo 1 de 0,001 ¢ igual a 29,59.
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Tabelas 27 a 31 (Anexo). Analise de componentes principais da analise multivariada da associagdo de
teores em gordura e SNG por EIVM e NNP por MRK com as diferencas entre os métodos MRK e EIVM
na quantificacdo da PB em leite cru de 200 amostras de tanques de refrigeragcdo de Minas Gerais.

Analises de componentes principais

Dadas padronizadas

Matriz de correlacio/coeficientes
MNP (%) & IV (%) SNG (%) Dif PB EJ - IV

MNP (%) 1,00

5 IV (%) 0,07 1,00

SNG (%) 0,08 -0, 18 1,00

Dif PE KJ - IV 0,15 0,21 -0,33 1,00

Matriz de correlacdo/Probabilidades
MMP (%) G IV (%) SNG (%) Dif PB KJ - IV

MNP (%)
5 IV (%) 0,3416
SNG (%) 0,4575 0,0121

Dif PE KJ - IV 0,0359 0,0030 <0,0001

Autovalores

Lawbda Valor Proporgio Prop Loum
1 1,50 0,38 0,35
z 1,04 0,26 0,64
3 0,64 o,z1 0,85
4 0,62 0,15 1,00

Autovetores

Variables el e2 e3

MNP (%) 0,19 0,90 -0,16

G IV (%) 0,49 0,04 0,37

SNG (%) -0,57 0,42 0,32

Dif PE KJ — IV 0,63 0,07 -0,34

Correlaciio com as variaveis originais

Variables CF 1 CP 2 CP 3

MNP (%) 0,24 0,92 -0,15
G IV (%) 0,60 0,04 0,80
SNG (%) -0,70 0,43 0,29

Dif PE KJ - IV 0,78 0,07 -0,31

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 32. Analise de variancia das amostras de soro tricloroacético submetidas € ndo submetidas a
congelamento por 90 dias.

Fonte de variagao Graus de Soma dos Quadrado F P
liberdade quadrados médio

Total 31 0,0008003

Amostras 15 0,0007899 0,0000527 87,70 0,000

Tratamento 1 0,0000014 0,0000014 2,33 0,148

Erro 15 0,0000090 0,0000006

Nivel de significancia do experimento de a igual a 0,05.
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Tabelas 33 a 37 (Anexo). Andlise de componentes principais da analise multivariada da associagdo de
teores em gordura, lactose ¢ SNG por EIVM e PB por MRK com CCS de 200 amostras de tanques de

refrigeracdo de Minas Gerais.

Analises de componentes principais
Dadas padromizadas

Matriz de correlacio/coeficientes
CCS MG LAC IV (%) SNG (%) G IV (%) PE KJ (%)

cCs MG 1,00

LAC IV (%] -0,20 1,00

SNG (%) -0,29 0,53 1,00

G IV (%) 0,26 -0,16 -0,18 1,00

PE KJ (%) 0,04 -0,17 0,55 0,27 1,00

Matriz de correlacéio/Probahilidades
CC% MG LAC IV (%) SNG (%) G IV (%) PE KJ (%)

cCca NG
LALC IV (%) 0,0045
SNG (%) <0,0001 <0,0001
G IV (%) 0,000z 0,0206 0,0121
PE EJ (%) 0, 6005 0,0172 <0,0001  0,0001
Autovalores
Lambda Valor Froporc3o prop Acum
1 1,86 0,37 o,37
2 1,47 0,29 0,67
3 0,86 0,17 0,54
4 0,70 0,14 0,98
5 0,10 0,0z 1,00
Autovetores
Varidveis el ez 23
cCs MG -0,42 0,23 0,58
LALC IV (%) 0,52 -0,20 0,69
SNG (%) 0,85 0,31 0,07
G IV (%) -0,30 0,51 0,34
PE EJ (%) 0,20 0,74 -0,26

Correlacio com as variaveis originais

Vanaveis CP 1 CP 2 CP 3

cCcs MG -0,57 0,28 0,54
LAC IV (%) 0,70 -0,24 0,64
SHG (%) 0,89 0,37 0,06
G IV (%) -0,40 0,62 0,32
FE KJ (%) 0,28 0,90 -0,24

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.
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Tabelas 38 a 42 (Anexo). Analise de componentes principais da analise multivariada da associagéo
producdo média diaria de leite, teores em gordura e ST por EIVM, CCS, PB por MRK e contagem
indireta de microrganismos a 30°C/72 horas de 200 amostras de leites de tanques de refrigeragdo de

Minas Gerais.

Analises de componentes principais

Dadas padromizadas
Matriz de correlacio/coeficientes
G IV (%) Produgfo CC3 MG CET MG 3T IV (%) PE KJ (%)
G IV (%) 1,00
Produgéo -0,01 1,00
cCs MG 0,26 o,06 1,00
CET MG -0,07 -0,21 -0,06 1,00
ST IV (%) 0,83 -0,06 0,08 0,01 1,00
PE EJ (%) 0,28 -0,05 0,04 0,11 0,57 1,00

Matriz de correlacéio/Probahilidades

G IV (%) Produgdo C©C3 MG CET MG 3T IV (%) PB KJ (%)
G IV (%)
Produgéo 0,3850
cCca NG 0,000z 0,3960
CET MG a,30z27 0,0035 0,4039
3T IV (%) <0,0001 0,372 00,2727 0,5940
PE EJ (%) 0,0001 0,4506 0,5795 00,1241 <0,0001
Autovalores
Lambda Valor Proporgd0 prop Acum
1 z,19 0,37 0,37
z 1,28 0,21 0, 58
3 0,95 0,16 o, 74
4 0,82 0,14 0, &
5 0,66 o,11 0,98
& 0,09 0,02 1,00
Autovetores
W ariavels el g2 &3
G IV (%) 0,53 -0,16 0,08
Produg&o -0,05 -0,60 -0,35
cos MG 0,15 -0,37 0,54
CET MG 0,01 0,65 0,28
ST IV (%) 0,64 0,04 -0,16
PE KJ (%) 0,45 0,23 -0,26

Correlaciio com as variaveis originais

Varidwvels CP 1 CP 2 CP 3

G IV (%) 0,85 -0,18 0,07
Produg&o -0,058 -0,65 -0,34
cos MG 0,27 -0,4z 0,582
CET MG 0,01 0,74 0,27
ST IV (%) 0,95 0,04 -0,16
PE KJ (%) 0,67 0,26 -0,25

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.
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Tabelas 43 a 47 (Anexo). Analise de componentes principais da analise multivariada da associagéo
producdo média diaria de leite, teores em gordura por EIVM, PB por MRK e NNP de 200 amostras de

leites de tanques de refrigeragdo de Minas Gerais.

Analise de componentes principais
Dados padromizados

Matriz de correlacio/Coeficientes

Producéo PB KI (%) HNE (%) G IV (%)

Produgdo
PE EJ (%)
HNE (%)

G IV (%)

1,00
-0,05

0,20
-0,01

1,00
0,21
0,28

1,00

0,07 1,00

Matriz de correlacio/Probahilidades

Producéo PB KI (%) HNE (%) G IV (%)

Produgdo
PE EJ (%)
HNE (%)

G IV (%)

0, 4506
0, 0040
0, 8850

0,0027

0,0001 0,3410

Autovalores

Lambda Valor
i 1,39
z2 1,15
3 0,82
4 0,64

Froporgio Prop icum
0,35 0,35
0,29 0, 54
0,21 0,54
0, 16 1,00

Autovetores

Wandvels el ez e3
Produgdo 0,17 0,76 0,51
PE KEJ (%) 0,64 -0,28 -0,28
HNE (%) 0,53 0,47 -0,49
G IV (%) 0,54 -0,%6 0,65

Correlacio com as variaveis originais

Varldvels CP 1 CP 2 CP 3
Produgdo 0,20 0,81 0,46
PE EJ (%) 0,75 -0,30 -0,26
NNE (%) 0,82 0,50 -0,44
G IV (%) 0,83 -0,39 0,59

e = eixo; CP1, CP2 e CP3 = componentes principais 1, 2 e 3, respectivamente.

Tabela 48 (Anexo). Analise de varidncia da resposta PB com as duas fontes de variag@o constituidas
pelo grupo experimental de concentragdo de uréia adicionada e pelas amostras.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F P
variagdo liberdade quadrados medio

Amostra 31 1,89757 0,0612121 2298.,94 0,000
Conc. uréia 3 0,25706 0,0856850 3218,07 0,000
Erro 93 0,00248 0,0000266

Total 127 2,15711

Nivel de significancia a = 0,05.

Tabela 49 (Anexo). Analise de variancia da resposta teor em gordura no leite (% m/m) com os fatores
grupo experimental de concentragdo de uréia adicionada e amostras.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F P
variago liberdade quadrados médio

Amostra 31 47,5359 1,53342 2681,83 0,000
Conc. uréia 3 0,0276 0,00921 16,11 0,000
Erro 93 0,0532 0,00057

Total 127 47,6167

Nivel de significancia a = 0,05.
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Tabela 50. Andlise de varidncia da resposta teor em lactose (% m/m) com os fatores grupo

experimental de concentrag@o de uréia adicionada e amostras.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F P
variago liberdade quadrados médio

Amostra 31 0,779143 0,0251337 861,14 0,000
Conc. uréia 3 0,005752 0,0019173 65,69 0,000
Erro 93 0,002714 0,0000292

Total 127 0,787610

Nivel de significancia a de 0,05.

Tabela 51. Andlise de variancia da resposta teor em sélidos totais (% m/m) com os fatores grupo

experimental de concentracao de uréia adicionada e amostras.

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F P
variagdo liberdade quadrados médio

Amostra 31 30,0396 0,969018 2490,44 0,000
Conc. uréia 3 0,3364 0,112145 288,22 0,000
Erro 93 0,0362 0,000389

Total 127 30,4122

Nivel de significancia a = 0,05.
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