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Resumo: O Rio Grande do Sul é o segundo Estado brasileiro que mais produz leite, produto que possui
composigao fisico-quimica variada e que atende as necessidades nutricionais de proteinas, vitaminas e lipideos.
A composigao do leite sofre influéncia conforme a raga do animal, sua alimentagao, clima da regiao, fase da
lactagao, entre outros fatores, sendo sua gordura facilmente assimilada pelo organismo humano, presente no
leite em teor aproximado de 3,5 % a 6,0%. Este estudo realiza uma avaliag¢ao do teor de gordura de amostras
de leite in natura do Vale do Taquari, por meio do método oficial do butirometro de Gerber, para validagao da
curva de gordura do equipamento infravermelho (marca FOSS). Por meio de testes de linearidade e precisao
obteve-se desvio aceitavel entre os métodos, podendo assim concluir que o uso do equipamento infravermelho
para analise do leite é viavel.
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INTRODUCAO

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) divulgou que, em 2013, foram
adquiridos 23,55 bilhdes de litros de leite pela indtistria lactea, que sofre de inspegao sanitaria federal,
estadual ou municipal. Desse volume, cerca de 68,8% foram industrializados. A produtividade
média brasileira foi de 1.492 litros de leite/vaca/ano, um crescimento de 5,3% em relacao a 2012
(MILKPOINT, 2014). No Brasil, Minas Gerais é o Estado que mais adquire leite, cerca de 27,6% do
total nacional. Logo em seguida esta o Rio Grande do Sul com 13,7%, o Parana com 11,7%, Goias
com 11,1% e Sao Paulo com 10,3% de participagao (IBGE, 2014). A regiao Sul apresentou a maior
produtividade nacional, 2.674 litros/vaca/ano, tendo o Estado do Rio Grande do Sul registrado a
maior produtividade média (2.900 litros/vaca/ano) (MILKPOINT, 2014). Entende-se por leite in
natura de boa qualidade, o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condig¢des de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite deve ser transportado em carros-
tanque isotérmicos e, no momento do seu recebimento na indstria, deve apresentar temperatura
igual ou inferior a 7°C (BRASIL, 2011).

Um importante fator de variagdo nas caracteristicas de composi¢ao do leite & a fase de
lactagao. Algumas pesquisas indicam que os valores de proteina, lipideos e lactose aumentam
no decorrer dessa fase (AGANGA et al., 2002; PRASAD; SENGAR, 2002). Outros fatores também
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contribuem para produgdo e a composicao fisico-quimica do leite, como: individualidade, raga,
alimentagao, idade, temperatura ambiental, esta¢ao do ano, fatores fisiologicos (gestagao, ciclo
estral etc.) ou patologicos, como mastite (COSTA et al., 1992; WEISS et al., 2002; WALDNER et
al.; 2005). A composic¢ao do leite &€ um fator fundamental que determina sua qualidade nutricional
e adequagao para processamento e consumo humano. De acordo com Oliveira (2009), o leite de
vaca contém cerca de 87% de agua, 3,9% de gordura, 3,2% de proteinas, 4,6% de lactose e 0,9% de
minerais e vitaminas. Suas caracteristicas fisico-quimicas sao importantes para a determinagao do
valor nutritivo, o processamento industrial e a remuneragao ao produtor.

Conforme Instru¢dao Normativa n° 62 emitida pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (Mapa) de 29 de dezembro de 2011, o leite cru deve manter seu teor original de
gordura, sendo aceitavel no minimo 3% (BRASIL, 2011). Porém, os teores de gordura geralmente
variam entre 3,5 a 6,0%, estando a maioria na forma de triglicerideos formados pela ligagao de
glicerol e acidos graxos. Predominam os acidos graxos de cadeia curta provenientes de unidades
de acido acético, derivadas da fermentagao no riimen. Os acidos graxos de cadeia longa presentes
no leite sdo principalmente &cidos insaturados, sendo predominantes o oleico, os linoleicos poli-
insaturados e os acidos linolénicos (WATTIAUX, 2014).

O método do butirdmetro para analise de gordura é realizado conforme a Instrugao
Normativa n° 68, emitida pelo Mapa, de 2006 (BRASIL, 2006). Essa técnica € o método oficial e
baseia-se na destrui¢ao do estado globular da gordura pelo acido sulftirico, dissolvendo as proteinas
ligadas a gordura devido a liberagao de calor, por sua vez, favorece a separagdao da gordura pelo
extrator, que é o alcool amilico. Essa rea¢dao ocorre em vidraria propria, chamada butirometro, que é
basicamente um bulbo com uma haste comprida e graduada para os teores percentuais de gordura.
A leitura pode gerar valores com precisao de 0,05%, porém, o resultado é expresso com somente
uma casa decimal (BRASIL, 2006).

Ja a espectroscopia no infravermelho mensura a absor¢ao de diferentes frequéncias na regiao
do infravermelho da amostra submetida a analise. Uma molécula é capaz de absorver a radiagao
infravermelha quando ela apresentar a mesma frequéncia de vibragao dessa radiagao (BOUIS, 1997).
A medicao dos espectros de emissao e absor¢ao da radiagao fornece informagdes sobre os grupos
quimicos presentes na amostra (AGNET; MOLLER, 1995). A analise do leite por infravermelho
baseia-se na absor¢ao da radiagdo por alguns de seus componentes, como a gordura, proteina e
lactose (BIGGS et al., 1987). A gordura apresenta os grupos carbonilas (C=0) das ligagdes éster
dos triglicerideos e os grupos carbono-hidrogenio (C-H), que absorvem radiagao no comprimento
de onda de 5,7 ym e 3,5 num, respectivamente. (IDF, 1996). Durante anéalise do leite, a amostra &
homogeneizada com a finalidade de reduzir o diametro dos globulos de gordura. Em seguida, ela
recebe irradiacao pelo feixe de luz infravermelha em uma cubeta. A diferenca de energia absorvida
entre a amostra a ser analisada e a amostra de referéncia é captada por um detector de infravermelho,
quantificada e transformada automaticamente em teores de componentes, tendo como referéncia a
curva de calibragao (FONSECA, 2005).

Este trabalho tem por objetivo avaliar o teor de gordura de amostras de leite in natura da
regiao do Vale do Taquari por meio de dois métodos: butirometro de Gerber e infravermelho,
realizando estudo de correlagdo entre ambos, para validagao da curva da gordura no equipamento
de infravermelho. A gordura do leite € um parametro de composi¢ao com importancia economica,
pois muitos laticinios ja pagam seu produtor com base nesse aspecto. Entretanto, o método do
butirometro de Gerber, amplamente utilizado para analise de gordura de leite, é considerado
demorado, trabalhoso, com custo elevado e perigoso, visto que sao utilizados reagentes corrosivos.
Portanto, existe a necessidade por parte das industrias de implantar outros métodos de analise, com
a mesma precisdo, porém com maior agilidade, menos perigo e menor custo. O equipamento de
infravermelho & uma possibilidade atrativa, pois, além da analise de gordura, pode-se desenvolver

- 203 -



REVISTA DESTAQUES ACADEMICOS, VOL. 7, N. 4, 2015 - CETEC/UNIVATES

curvas para outras analises, é agil na determinacdo dos resultados e preciso. Portanto, este trabalho
apresentara testes de validagao que podem ser realizados entre ambos os métodos para confirmar a
correlacgao entre os resultados.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Métodos de analises utilizados

Para analise de gordura foram utilizados dois métodos distintos, com o objetivo de proceder
o ajuste na curva de gordura do equipamento de infravermelho e sua consequente validagao.

O método do butirdbmetro para analise de gordura foi realizado conforme a Instrugao
Normativa n® 68, de 2006 (BRASIL, 2006), em laboratorio externo credenciado. Essa técnica
& o método oficial e se baseia na destrui¢ao do estado globular da gordura pelo acido sulftrico,
dissolvendo as proteinas ligadas a gordura devido a liberagao de calor, o que, por sua vez, favorece
a separagao da gordura pelo extrator, que é o alcool amilico.

O outro método de analise foi por equipamento Infravermelho com Transformada de
Fourier (IVTF), modelo MilkoScan™ FI2 Milk application, da marca FOSS, o qual possui uma curva
pré-desenvolvida pelo fabricante, composta por 1.309 amostras de leite coletadas na Dinamarca, na
Franca, na Alemanha, na Holanda, na Nova Zelandia e nos Estados Unidos. A calibra¢ao da curva
do equipamento foi validada com 376 amostras de leite coletadas independentemente nas mesmas
regides. Porém, o fabricante indica que a curva para cada analise seja validada com o leite da regiao
em que o equipamento sera utilizado. A faixa de medic¢ao para gordura é de 0,01 a 13,5%, exatidao
de 0,024% e repetibilidade de 0,004% no equipamento infravermelho.

2.2 Amostragem

Foram coletadas 105 amostras aleatorias de leite de vaca in naturanaregiao do Vale do Taquari.
Elas foram submetidas a analise de gordura no equipamento MilkoScan™ FT2 Milk application, na
temperatura de 3°C a 9°C, de uma indistria laticinios da mesma regido. Posteriormente, as mesmas
amostras foram enviadas para laboratorio externo credenciado para analise de gordura por meio do
método do butirometro. Portanto, as amostras foram analisadas por meio dois métodos dentro do
tempo maximo de 24 horas. Os resultados obtidos no laboratorio credenciado foram verificados por
meio de laudos de anélise oficiais.

Pela comparagao entre os resultados obtidos pelos dois métodos distintos, calculou-se
o desvio padrao, o qual foi utilizado para ajustar a curva do equipamento. Apos ajuste, foram
utilizadas 26 amostras aleatorias de leite in natura para verificar novamente o desvio existente entre
ambos os métodos, necessitando novo ajuste. Por fim, foram utilizadas mais 10 amostras aleatorias
de leite in natura para confirmagao da correlagao entre os métodos, apos ajustes na curva.

2.3 Testes de validagao

Os testes de validagao foram realizados utilizando o Guia para validagao de métodos
analiticos e bioanaliticos, da Resolu¢ao da Anvisa n° 899 de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003).

Realizou-se o teste de linearidade, que é a capacidade de uma metodologia analitica
demonstrar que os resultados obtidos sao diretamente proporcionais a concentragao do analito,
dentro de um intervalo especificado. Utilizaram-se amostras de leite in natura com diferentes
concentragdes de gordura, que variaram de 3% a 5%. Para confirmar a relacao linear, foram gerados
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graficos para cada etapa da validagdo (1% etapa, 2° etapa, 3" etapa) e determinado o coeficiente de
correlagao (R?), que deve ser proximo de 1,00.

Realizaram-se tres testes para avaliar a precisao, que é a proximidade dos resultados obtidos
em uma série de medidas de uma amostragem multipla da mesma amostra. A precisao intracorrida
(repetibilidade) é a concordancia entre os resultados em um curto tempo com o mesmo analista e
o mesmo equipamento. O teste foi realizado por 10 determinagdes para tres concentragdes (baixa,
média e alta).

A precisao intercorrida (intermediaria) é a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratdrio, porém com trées diferentes analistas em dois dias diferentes. Ja a precisao inter-
laboratorial (reprodutibilidade) é a concordancia entre os resultados de laboratorios diferentes,
expressa por meio do desvio padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Linearidade

A correlagao entre o sinal medido e a concentrag¢éo do analito foi expressa por meio de curva
analitica. Os coeficientes da curva analitica foram obtidos pelo método de regressao linear, o qual
gerou a equagao y = ax +b, em que y é a resposta analitica, x € concentragao, a é coeficiente angular e b
€ o coeficiente linear. Além dos coeficientes de regressao (a e b), obteve-se o coeficiente de correlagao
(R?), que é um dos parametros que avalia a qualidade da curva analitica, pois quanto mais proximo
de 1,0, menor é a dispersao das amostras e a incerteza dos coeficientes de regressao calculados
(RIBANI et al., 2004). A Figura 1 apresenta as curvas de calibragao.
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Figura 1 - Curva de calibragao da gordura para leite in natura, nas etapas de validagao
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Legenda: (a) Primeira etapa de validagao; (b) Segunda etapa de validagao; (c) Terceira etapa de validagao.

Fonte: Os autores (2015)

Conforme a Figura 1, a curva de gordura apresentou boa linearidade na terceira etapa de
validagao (etapa c), ap0s os ajustes realizados no equipamento de infravermelho, pois seu coeficiente
de correlagdo foi de 0,9947. Oliveira (2011) realizou a validagao do mesmo equipamento (porém
da marca CombiScope) para a avaliagao do teor de ureia no leite cru e quando comparado com
a metodologia enzimatica, o equipamento infravermelho possui coeficiente de correlagao de 0,89,
inferior ao observado neste trabalho.

3.2 Precisao intracorrida (repetibilidade)

A repetibilidade refere-se ao uso do método analitico dentro do mesmo laboratorio em
um curto periodo de tempo, com o mesmo analista e a mesma instrumenta¢ao (BRASIL, 2003;
RIBANI et al., 2004). Pode ser verificada por, no minimo, nove determinag¢des, contemplando trés
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concentragoes (baixa, média e alta) (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A Tabela 1 apresenta os resultados
obtidos no teste de repetibilidade com trés diferentes concentragdes.

Tabela 1 - Teste de repetibilidade por meio de dez determinagdes em trés diferentes concentragoes

Amostras Resultados de gordura (%)
1 3,01 4,23 4,99
2 3,02 4,22 5,00
3 3,01 4,23 5,00
4 3,01 4,23 5,00
5 3,01 4,23 5,00
6 3,02 4,22 4,99
7 3,01 4,23 5,00
8 3,01 4,23 5,00
9 3,02 4,23 5,00
10 3,01 4,23 5,00
Desvio padrao 0,00 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pelos autores (2015).

Conforme a Tabela 1, foram realizadas 10 determinacbes de uma mesma amostra,
contemplando diferentes concentra¢des de gordura. Obteve-se desvio padrao de 0,00%, o que
demonstra que o equipamento é estavel e possui 6tima repetibilidade, atendendo a legislagao
vigente e as necessidades do controle de qualidade das empresas. Por meio da analise estatistica
dos dados, Oliveira (2011) obteve boa precisao na repetibilidade do equipamento para medicao de
teor de ureia, assim como para o teor de gordura, em que a média dos resultados foi de 3,54% de

gordura e desvio padrao de 0,01%.

3.3 Precisao intercorrida (intermediaria)

A precisao intermediaria é a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas e/ou equipamentos diferentes. O objetivo deste parametro
de validagao foi verificar se no mesmo laboratorio o método fornecia os mesmos resultados (BRASIL,
2003; RIBANI et al., 2004). Os analistas A, B e C receberam duas amostras de concentracao 4,40%
e 3,20% de gordura, as quais foram analisadas em dias distintos. A Tabela 2 expde os resultados
encontrados para o teste de precisao intercorrida, realizado em dois dias distintos.
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Tabela 2 - Teste de precisao intercorrida entre os analistas A, Be C, nos dias 1 e 2

Resultados de gordura (%)

Analistas
Dia1l Dia2
Analista A 4,40 3,20
Analista B 4,40 3,20
Analista C 4,40 3,20
Desvio padrao 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pelos autores (2015)

Conforme a Tabela 2, os analistas A, B e C encontraram o mesmo teor de gordura para cada
amostra, apresentando, assim, 0,00% de desvio padrao. Esses resultados comprovam que, além de
o equipamento possuir 6tima repetibilidade, também nao sofre influéncia dos diferentes analistas,
assim como os analistas possuem capacitagao técnica necessaria para operar o equipamento, ndao
gerando nenhum desvio durante as analises. Oliveira (2011) realizou a mesma avaliagdo com
dois diferentes analistas, variando o periodo do dia (manha e noite) e também obteve excelentes
resultados.

3.4 Precisao interlaboratorial (reprodutibilidade)

A reprodutibilidade consiste na concordancia entre os resultados obtidos em laboratorios
diferentes (BRASIL, 2003). Para calcular o desvio padrao, utilizou-se o resultado da analise do
laboratorio externo credenciado, menos o resultado do equipamento infravermelho. Na 1° etapa de
validagao foram avaliadas 105 amostras de leite in natura, que geraram o desvio padrao de -0,10, o
qual foi utilizado para fazer ajuste no equipamento. Na 2° etapa de validagao foram utilizadas 26
amostras de leite in natura, que geraram o desvio padrao de 0,08, que, somado ao desvio ajustado
no equipamento, gerou novo ajuste de -0,02. Para confirmac¢ao da validagao, foram utilizadas 10
amostras de leite in natura, que apresentaram desvio padrao de 0,02, o que foi considerado aceitavel
(TABELA 3).

Tabela 3 - Teste de precisao interlaboratorial para cada etapa da validagdao do equipamento
infravermelho

L i Desvio Ajuste realizado
Validagao Niimero de amostras - ]
Padrao (*¥) no Equipamento
1% etapa 105 -0,10 -0,10
2% etapa 26 0,08 -0,02
3% etapa 10 0,02 -0,02

*Desvio padrao = resultado de laboratorio externo credenciado — resultado do equipamento infravermelho.
Fonte: Elaborado pelos autores (2015)

Pelos resultados observados na Tabela 3 é possivel afirmar que a validagao do equipamento
infravermelho é simples, pois em apenas trés etapas foi possivel alcangar desvio padrao aceitavel
e inferior ao desvio do método do butirometro (0,05%). O ntumero de amostras utilizadas nesse
processo de validagao também nao é significativamente alto, podendo a implantagao do processo
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de validagao por infravermelho ser realizada durante a rotina de um laboratorio, sem acarretar
aumento no volume de trabalho.

4 CONCLUSOES

Verificou-se com este estudo que é necessario seguir as orientagdoes do fabricante do
equipamento de infravermelho e adequar a curva da analise de gordura com amostras de leite da
regiao em que ele sera utilizado, pois, como avaliado na pesquisa, a composi¢ao do leite bovino
varia significativamente conforme a regiao, o clima, a raga do animal, a alimentagao, entre outros
fatores. Portanto, ap0s ajustes na curva da analise de gordura, observou-se que o equipamento de
infravermelho da marca FOSS apresenta boa correlagao com os resultados das analises do método
oficial do butirdmetro, pois os testes de linearidade e precisao apresentaram desvio aceitavel.
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