PEIXOTO JUNIOR, K.C. et al. Efeito do tempo de congelamento do leite de cabra “in natura”
sobre a concentracdo de nitrogénio na forma de uréia. PUBVET, Londrina, V. 7, N. 18, Ed.
241, Art. 1594, Setembro, 2013.

FUBVET ™

PUBVET, Publicacbes em Medicina Veterinaria e Zootecnia.

Efeito do tempo de congelamento do leite de cabra “in natura” sobre a

concentracao de nitrogénio na forma de uréia

Kleber da Cunha Peixoto Junior!; Paulo César Pavia®; Patricia Moura da
Cunha®; Fernanda Andolfatto Nunes?; Jerusa Martins Garcia*; Raquel Siqueira

Depolito?*; Talita Barros Cozzatti*

! Professor titular da Universidade de Santo Amaro, Universidade Metodista de
Sao Paulo e Universidade Paulista

2 Professor titular da Universidade Anhembi Morumbi

3 Médica Veterinaria da Universidade Metodista de S&o Paulo

* Graduandas Faculdade de Medicina Veterinaria - Universidade Metodista de

Sao Paulo

Resumo

O nitrogénio uréico no leite (NUL) trata-se de medida integrada do
metabolismo da utilizacdo da proteina (degradada e ndo degradada no riumen),
envolvendo ingestdo e disponibilidade de energia. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do tempo de congelamento do leite de cabra “in natura” sobre
a concentracao de nitrogénio na forma de uréia. Para isto, foi colhida uma
amostra de 200 ml de leite “in natura” de 30 cabras. Esta amostra foi dividida
em 6 sub-amostras de 10 ml, uma foi analisada in natura e as outras 5
congeladas e analisadas apds 30, 60, 90, 120 e 150 dias de congelamento. Os

resultados foram analisados através de analise de variancia. Nao houve
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diferenca entre a concentracao de NUL do leite fresco e apds 30, 60 e 90 dias
de congelamento, sendo obtidos valores iguais a 22,69; 23,44; 25,03 e
24,67mg/dl, respectivamente. O nivel de NUL apds 120 dias foi 26,70mg/dI,
concentracao esta estatisticamente semelhante a 60 e 90 dias de
congelamento e diferente do leite “in natura” e apdés 30 e 150 dias de
congelamento. J& concentracdao de NUL apds 150 dias foi estatisticamente
superior a todos os tempos avaliados, concluindo que a concentracao de NUL
de cabra “in natura” congelado permanece inalterado por até 90 dias, sofrendo
elevacao apds 120 dias.

Palavras-chave: leite de cabra, nitrogénio ndo protéico, nitrogénio uréico no

leite, ruminantes

Effect of the time of freezing of the "in natura" goat milk on the

nitrogen concentration in the urea form

Abstract

The milk urea nitrogen (MUN) is an integrated measure of metabolism of the
use of the protein (degraded and not degraded in rumen), involving ingestion
and availability of energy. The objective of this work was to evaluate the effect
of the time of freezing of the goat milk "in natura" on the nitrogen
concentration in the urea form. For this, 200 ml of "in natura" milk of 30 goats
was harvested. This samples was divided in 6 samples with 10 ml, one was
analyzed in natura and the others freezed and analyzed 30, 60, 90, 120 and
150 after days of freezing. The results had been analyzed through variance
analysis. It did not have difference between the concentration of MUN of cool
milk and after 30, 60 and 90 days of freezing, being gotten equal values the
22,69; 23,44; 25,03 and 24,67mg/dl, respectively. The MUN level after 120
days was 26,70mg/dl, concentration statistically similar in the 60 and 90 days,
different of milk "in natura" and after 30 and 150 days of freezing. Already

MUN concentration after 150 days was statistically superior to all the evaluated
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times, concluding that the concentration of MUN of goat "in natura" frozen,
remains unchanged for up to 90 days, suffering rise after 120 days.

Keywords: goat milk, non proteic nitrogen, MUN, ruminants,

Introducao

Segundo Oliveira et al. (2002) pode ocorrer variacao na composicao do
leite de cabra em funcdao de caracteristicas como: raga, individuo, estado de
lactacao e alimentacao da cabra.

O nitrogénio uréico no leite (NUL), trata-se de medida integrada do
metabolismo da utilizacdo da proteina (degradada e ndo degradada no riumen),
envolvendo ingestdo e disponibilidade de energia (CARLSSON e PEHRSON,
1993). Altos niveis de NUL indicam além dos reflexos negativos na producao,
excessos de proteina na dieta e maior custo de alimentacao (ARIAS e ALONSO,
1998). Alguns fatores podem influenciar na concentracao de NUL, como hora
da colheita durante o dia; conservacao da amostra; variacdes entre os
quartos; influéncia da contagem de células somaticas e centrifugacdo (EICHER
et al., 1999). Segundo EICHER et al. (1999) a conservacgao do leite por uma
semana a 4°C fez com que ocorresse um leve, mas significante aumento na
concentracao de NUL; o mesmo ocorreu apdos um més de congelamento (-
20°C).

Santana et al. (2001) relataram que as baixas temperaturas nao evitam
a protedlise e a lipdlise realizadas pelos microrganismos psicrotroficos
presentes no leite, o que segundo Santos e Carvalho (2000) provocam
alteracdo de sabor por modificarem suas constituicdes de gordura e proteina e
diminuicao do rendimento na fabricacao de queijo. Por outro lado, Oliveira et
al. (2002) observaram que os parametros fisico-quimicos do leite de cabra
pasteurizado ndo congelado e congelado até 90 dias, nao apresentam
alteracgoes significativas ao nivel de 5%.

A uréia é uma molécula organica, composta de carbono, nitrogénio,

oxigénio e hidrogénio (FERGUSON, 1997), pequena, solluvel em agua,
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permedvel a todas as células e tecidos (GUSTAFSSON e PALMQUIST, 1993). E
um constituinte comum do sangue e outros fluidos, ndo sendo téxica para o
organismo, podendo estar presente em niveis elevados sem causar problemas
graves. Se a uréia nao fosse produzida a partir da amonia, todas as vezes que
ocorresse ingestdo de proteina, os seres vivos se intoxicariam (FERGUSON,
1999).

A concentracao de uréia no sangue pode flutuar do inicio ao fim do dia,
atingindo maiores valores em torno de 4 a 6 horas apds, e menores
imediatamente antes da alimentacao. Desde que o leite seja coletado duas a
trés vezes por dia, sua concentracdo de uréia é levemente menos volatil que a
uréia do sangue. Entretanto, quando comparadas amostras de leite coletadas
no periodo da manha e da tarde, a concentracdo de uréia no leite refletira o
tempo decorrido entre a alimentacao e a coleta (FERGUSON, 1999). De acordo
com dados apresentados pelo mesmo autor, o nitrogénio uréico do leite de
amostras coletadas na parte da manhad, aproxima-se mais da média do
rebanho que de amostras coletadas a tarde.

De acordo com DePeters e Cant (1992), a proteina lactea verdadeira
compreende a fracao sintetizada dentro da glandula mamaria (caseina) e as
porcoes pré-formadas no sangue (albumina), podendo ser dividida em 3
fracOes; O nitrogénio na forma de caseina, o nitrogénio da proteina do soro e o
nitrogénio nao protéico (NNP).

DePeters e Cant (1992) relataram que a fracdo NNP do leite € a menos
entendida até o momento, sendo que 35% dos componentes do NNP
permanecem indefinidos. A maior porcao do NNP é o nitrogénio na forma de
uréia (48%), o qual entra livremente na glandula mamaria por difusdo para
equilibrar sua concentracdo com a do plasma sangiineo.

Muitos fatores podem alterar a distribuicdo do nitrogénio entre as varias
fracdes nitrogenadas do leite (DePETERS e CANT, 1992), tais como clima
(ambiente), doencas do Ubere, estagio de lactacdo, parto, raca e nutricdao
(LANBEN, 1963; ROOK, 1961). A importancia de cada um destes fatores na

secrecdo do leite é dificil de determinar, mas Franke et al. (1988) sugeriu
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interacao entre eles, que pode alterar drasticamente a composicao do
nitrogénio do leite.

A concentracdao de nitrogénio uréico do leite (NUL) pode ser uma
ferramenta Util para monitoracdao do manejo nutricional de rebanhos leiteiros
(FAUST e KILMER, 1996).

As concentracdes de NUL podem ser mensuradas através de alguns
métodos. Existem essencialmente trés grupos de métodos usados para a
determinacao do NUL, classificados como: 1) métodos mistos, 2) métodos
baseados em reacdes com diacetyl-monoxime ou componentes similares, 3)
métodos empregando urease. Os métodos que empregam diacetyl-monoxime
e urease se tornaram os mais populares (CORNELL UNIVERSITY, 1977).

GODDEN et al. (2001) e FAUST e KILMER (1996) utilizaram em seus
trabalhos o método Infrared (IR). Este método foi introduzindo nos anos 90
oferecendo meios rapidos e baratos de mensuracdo da uréia no leite. Ja Eicher
et al. (1999), utilizou o método enzimatico cinético (urease/ glutamato
dehidrogenase).

Alguns fatores podem influenciar na concentracao de NUL, como hora
da colheita durante o dia; conservacao da amostra; variacdes entre os
quartos; influéncia da contagem de células somaticas e centrifugacdao (EICHER
et al., 1999).

Segundo Eicher et al. (1999), as concentracdoes NUL nao variam
significantemente pela manha, enquanto Godden et al. (2001), relatou uma
menor concentracao pela manha devido um maior espaco de tempo entre a
alimentacao dos animais e coleta das amostras do que pela tarde onde o
espaco de tempo é menor.

A conservacao da amostra mostrou que apdés uma semana de
refrigeracao (4°C) a concentracao de NUL apresentou um leve, mas
significante aumento; ocorrendo o0 mesmo apds um més de congelamento (-
20°C); a variacao entre quartos foi irrelevante. Os resultados nao mostraram

nenhum efeito da contagem de células somaticas sobre a concentracao de NUL
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(EICHER et al., 1999). Enquanto Faust e Kilmer (1996) acharam concentragoes
menores de NUL para amostras com maior contagem de células somaticas.

Apds centrifugacdo, a concentracdo de NUL da amostra total de leite
mostrou valores muito inferiores em relacdo as amostras de lactosoro
correspondentes (EICHER et al., 1999).

Eicher et al. (1999), em seu trabalho, concluiu que a concentracao de
NUL sé varia significantemente pela tarde quando diminui, sendo preferivel
colher as amostras pela manha de 2 a 4 horas apos o alimento concentrado.
Nesse caso, as amostras da tarde devem ser corrigidas para interpretacgao.

Em alguns casos, pode ser util analisar amostras da manha e tarde,
para se visualizar uma indicacdo das mudancas dinamicas da circulagdo de NUL
esperado por inadequada quantidade de alimento concentrado (EICHER et al.,
1999).

O NUL é mensurado em leite total, qualquer resultado menor que 2
mmol/L deve ser interpretado com cautela ou repetido em analise de lactosoro
(EICHER et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tempo de congelamento
do leite de cabra “in natura” sobre a concentracdao de nitrogénio na forma de

uréia.

Materiais e métodos

Foi colhida uma amostra de 200 ml de leite “in natura” de 30 cabras
diretamente dos tetos dos animais. Esta amostra foi dividida em 6 sub-
amostras de 10 ml que foram acondicionadas em caixa de isopor e
transportadas para o Laboratodrio de Analises Clinicas da Faculdade de Medicina
Veterinaria da UMESP onde uma foi analisada in natura e as outras 5
congeladas e analisadas apos 30, 60, 90, 120 e 150 dias de congelamento. Em
todas as amostras foi analisado o NUL através do método enzimatico utilizando
o kit de andlise de uréia sérica LABTEST conforme PEIXOTO JR (2003). Este

método empregado para analise do nitrogénio ureico do leite foi semelhante ao
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Sigma Diagnostic Kit (640-A) conforme Eicher et al. (1999) que sugeriram ser
possivel realizar anadlises de uréia em amostra de leite integral utilizando
método enzimatico.

As amostras de leite foram centrifugadas a uma rotacao de 4000rpm
por 20 minutos. Em seguida o lactossoro foi retirado e realizou-se a andlise de
nitrogénio ureico.

Os procedimentos para a dosagem de uréia no lactossoro consistiram em
diluir (1:50) 1 parte da amostra em 49 partes de dgua destilada ou deionizada
(0,1 ml de lactossoro + 4,9 ml de agua destilada ou deionizada). Sendo, no
final, multiplicado o resultado obtido por 50.

O procedimento sugerido para a medicao é adequado para fotébmetros
cujo volume minimo de solucdo para leitura é igual ou menor que 2,0 ml. Deve
ser feita uma verificacdo da necessidade de ajuste do volume para o fotbmetro
utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o procedimento
de cdlculos se mantenham inalterados. Em caso de reducao dos volumes é
fundamental que se observe o volume minimo necessario para a leitura
fotométrica.

Calculos:

Uréia (mg/dl) = _Absorbancia do teste  x 70

Absorbancia do padrao
Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia pode-se utilizar o método do fator.

Fator de calibragao = 70

Absorbéancia do padrao
Uréia (mg/dl) = Absorbancia do teste x Fator
Linearidade:
O resultado da medicao é linear até 300 mg/dl. Quando a absorbéancia do
teste for maior que 1,0 diluir o produto corado e o branco 1:5 com &gua
destilada ou deionizada, fazer nova leitura e multiplicar o resultado obtido por

5. Se apds a diluicao for obtido um valor igual ou maior que 300 mg/dl, diluir a
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amostra com NaCl 150 mmol/I (0,85%), realizar nova medigao e multiplicar o
resultado obtido pelo fator de diluicao. Diluir a amostra de tal modo que o
valor encontrado se situe entre 50 e 100 mg/dl.

O resultado obtido ao final do teste foi a concentracdo de uréia em
mg/dl, este valor devera ser multiplicado por 0,466 para obtermos o NUL.

Os resultados foram analisados através de analise de variancia
utilizando-se o método dos quadrados minimos empregando-se o
procedimento PROC GLM do programa computacional Statistical Analysis
System (SAS Institute Inc., 2001). Os modelos significativos foram submetidos

ao teste TUKEY de comparacao de médias.

Resultados e discussao

Houve efeito significativo do tempo de congelamento sobre a
concentracao de nitrogénio uréico do leite. A concentracdo de NUL média,
observada para o leite “in natura”, fresco e apods 30, 60, 90, 120 e 150 dias de
congelamento pode ser observadas na tabela ao lado. Ndao houve diferenca
entre a concentracdo de NUL do leite fresco e apdés 30, 60 e 90 dias de
congelamento, sendo obtido valores iguais a 22,69, 23,44, 25,03 e 24,67mg/dI
respectivamente. O nivel de NUL apdés 120 dias de congelamento foi
26,70mg/dl, concentracao esta estatisticamente semelhante a 60 e 90 dias de
congelamento e diferente do leite “in natura” e apds 30 e 150 dias de
congelamento. Ja concentracdo de NUL apds 150 dias de congelamento foi
estatisticamente superior a todos os tempos avaliados.

Estes resultados confirmam as conclusdes de Oliveira et al. (2002) que
relatam que os parametros fisico-quimicos do leite de cabra pasteurizado nao
congelado e congelado até 90 dias ndo sofrem alteracdes, ou seja, os valores
em percentagem de proteinas nao demonstrou variagdes significativas durante
este periodo, o que pode ser observado pela nao variacdao do NUL. No entanto,
este trabalho utilizou leite “in natura” e Oliveira et al. (2002) leite

pasteurizado.O aumento dos niveis de NUL apds 120 dias de congelamento
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(tabela 1) observado neste trabalho pode ser explicado através dos achados de
Santana et al. (2001). Estes autores relataram que em baixas temperaturas os
microrganismos psicrotroficos realizam protedlise e lipdlise, comprometendo a
qualidade do leite e de seus derivados, como queijos e iogurtes, que
dependem da coagulacdo das proteinas para sua producdo. Esta conclusao é
confirmada pelo presente trabalho, ja que o aumento dos niveis de uréia no
leite apds 120 dias demonstra a acdo proteolitica das bactérias.

Segundo Santana et al. (2001), os microrganismos proteoliticos mais
comuns pertencem aos géneros Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas,
Escherichia, Flavobacterium, Proteus, Xanthomonas e Cytophagei.

Os resultados observados neste trabalho diferem dos observados por
Eicher et al., (1999), que, embora trabalhando com leite de vacas holandesas
de alta producdo, observaram que apds uma semana de refrigeracao (4°C) a
concentracao de NUL apresentou um leve, mas significante aumento;

ocorrendo o mesmo apos um més de congelamento (-20°C).

Tabela 1 - Efeito do tempo de congelamento sobre a concentragao de

nitrogénio uréico do leite de cabra

Tempo de Namero de NUL (mg/dl)
congelamento observacgoes
0 62 22,69°
30 62 23,44°
60 62 25,03
90 59 24,67
120 62 26,70°
150 62 30,22°

* Letras iguais na mesma coluna sao semelhantes estatisticamente
(P>0,05)
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Estes dados demonstram que o uso apenas do congelamento para a
conservacao do leite “in natura” ndo é suficiente, sendo necessaria a
associacao de outros métodos para diminuir a sua contaminacdo, preservando
melhor as suas caracteristicas para posterior uso pela industria.

Como o NUL estd sendo utilizado freqiientemente como ferramenta para
avaliar a dietas dos animais, quantidades cada vez maiores de amostras de
leite estdo chegando aos laboratérios para analise. Como a analise da uréia
através do método enzimatico é demorada, algumas amostras de leite
necessitam ser congeladas para posterior analise. Este trabalho mostra que as
amostras podem ficar congeladas por até 90 dias alterar a concentracao de
NUL.

Conclusao

A concentracdo de nitrogénio ureico do leite (NUL) de cabra “in natura”

congelado permanece inalterado por até 90 dias, sofrendo elevacao apos 120°.
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