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RESUMO

COSTA, E. N. Influéncia do Tratamento Térmico sobre os Acidos Graxos do Leite Bovino.
Itapetinga-BA: UESB, 2011. 46p. (Dissertacdo - Mestrado em Engenharia de Alimentos -
Engenharia de Processos de Alimentos).*

O objetivo do presente trabalho foi verificar como o tratamento térmico de pasteurizacdo e
esterilizacdo comercial influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas e perfil lipidico de leite
bovino. Para isso, foram analisadas amostras de: leite in natura (n = 22), leite pasteurizado (n = 22)
e leite UHT (Ultra High Temperature) (n = 22), todas pertencentes a um mesmo lote de coleta. A
analise estatistica (teste de Tukey) foi realizada com o programa SAEG. O perfil lipidico foi
analisado apds extracdo pelo método Folch (1957) seguida por transesterificacdo (Bannon et. al,
1982) e analise em cromatografo a gas com detector por ionizacdo de chama. As andlises fisico-
quimicas de densidade e teor de gordura foram desenvolvidas pelo método Gerber; de acidez
titulavel pelo método Dornic; do teor de extrato seco total e do extrato seco desengordurado, através
do calculador de Ackerman; do indice crioscépico por um lactocrioscopio eletrénico digital;
proteina e lactose em equipamento Milkanalyser da Beocolac Germenay. Nas referidas anélises ndo
houveram diferengas (p>0,05) entre o leite in natura e o leite pasteurizado e entre o leite
pasteurizado e o leite UHT; somente houve diferenca entre o leite in natura e o leite UHT,
demonstrando que a agdo dos sucessivos tratamentos térmicos influéncia nos pardmetros fisico-
quimicos. Houve reducdo de gordura entre os diferentes tratamentos, devido & padronizagdo da
mesma, mas mesmo assim as amostras analisadas ficaram dentro dos padrdes exigidos pelo
Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Quanto a quantificacdo dos &cidos
graxos, ndo houve significativa (p>0,05) entre o leite in natura e o leite pasteurizado e entre o leite
pasteurizado e o leite UHT, para saturados, monosaturados, poli-insaturados e acidos linoléicos
conjugados. Somente houve diferenca entre o leite in natura e o leite UHT, o que demonstra a acéo
de reducdo dos &cidos graxos pelos sucessivos tratamentos térmicos. Quanto aos acidos linoléicos
conjugados a reducdo significativa pode ser atribuida & oxidacao.

Palavras chaves: leite, tratamento térmico e &cido linoléico conjugado

*Qrientador: Julliana Izabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co-orientadores: Marcelo Franco, D.Sc.,
UESB.



ABSTRACT

COSTA, E. N. It influences of the Thermal Treatment on Acid Fatty of the Bovine Milk.
Itapetinga-BA: UESB, 2011. 46p. (Thesis — Mastership in Engineering Food - Engineering of
Processes of Food).*

The objective for the present work was to verify as the thermal treatment of
pasteurization and commercial sterilization, they influence on the physiochemical characteristics
and profile lipids of bovine milk. For that, samples were analyzed of: raw (n = 22) milk, pasteurized
(n = 22) milk and milk UHT (Ultra High Temperature) (n = 22), all belonging to a same collection lot.
Analyze her/it statistics (test of Tukey) was accomplished with the program SAEG. The profile lipid
was analyzed after extraction by the method following Folch (1957) for transesterification (Bannon
et. al, 1982) and analysis in gas chromatography equipped with a flame ionization detector. The
physiochemical analyses of density and fat tenor were developed by the method Gerber; of acidity
titulavel for the method Dornic; of the tenor of total dry extract and of the degreased dry extract,
through the calculator of Ackerman; of the index cryoscopic for a digital electronic lacto
cryoscopic; protein and lactose in equipment Milkanalyser of Beocolac Germenay. In referred
analyze them there were not differences (p > 0,05) between the raw milk and the pasteurized milk
and between the pasteurized milk and the milk UHT; there was only difference between the raw
milk and the milk UHT, demonstrating that the action of the successive thermal treatments
influences in the physiochemical parameters. There was fat reduction among the different
treatments, due to the standardization of the same, but even so the analyzed samples were inside
of the patterns demanded by the Ministry of the Cattle Agriculture and Provisioning (MAP). As the
quantification of the acids fats, there was not significant (p > 0,05) between the raw milk and the
pasteurized milk and between the pasteurized milk and the milk UHT, to have saturated,
monosaturados, polyunsaturated and acids conjugated linoleic. There was only difference
between the raw milk and the milk UHT, what demonstrates the action of reduction of the acids
fats for the successive thermal treatments. As for the acids conjugated linoleic the significant
reduction can be attributed to the oxidation.

Key words: milk, fatty acid and heat treatment

*Adviser: Julliana lzabelle Simionato, D.Sc., UESB e Co- advises: Marcelo Franco, D.Sc., UESB.
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1 INTRODUCAO

A indGstria leiteira mundial atravessa um periodo de intensas transformaces em sua
estrutura, que pode ser identificada como grandes tendéncias a diminui¢do dos precos pagos ao
produtor, a reducdo de subsidios, ao aumento do modulo de producéo e, principalmente ao aumento
nas exigéncias de qualidade do leite, em decorréncia & maior preocupagdo dos consumidores com
relacdo & seguranca alimentar e busca pelo consumo de produtos mais saudaveis (FONSECA et al.,
2000).

Nesse novo cenario, os produtores e as indUstrias precisam se adequar de forma a manter a
atividade de producgdo de leite como uma operagdo mais rentavel e eficaz. Para tanto, fatores como
0 aumento no modulo de producdo, melhoria nos indices de produtividade, produtos com maior
valor agregado e incremento da qualidade do leite sdo aspectos essenciais (FONSECA et al., 2000).

Ao longo do tempo, o leite tornou-se um alimento basico da dieta humana, sendo
considerado um dos alimentos mais nobres, dada sua composi¢do peculiar, rica em proteinas,
gorduras, carboidratos, sais minerais, aminoacidos essenciais e vitaminas (VIDAL, 2001), podendo
ser utilizado na forma in natura, e também servir como matéria-prima para a producdo de diversos
outros produtos, como queijos, iogurtes e manteiga, (RENTERO, 1993).

O consumo de leite no Brasil é grande quando comparado a outros paises, porém ainda esta
bem distante da recomendacdo do Ministério da Saude. Isso talvez ocorra porque dietas baseadas
em produtos lacteos, as quais contém altos niveis de acidos graxos saturados, sempre foram
associadas a uma variedade de doencas nos homens, especialmente as cardiovasculares
(SIMIONATO, 2008).

Nas ultimas décadas, os centros de pesquisas que estudam o cancer tém enfatizado a
necessidade de se estudarem novas substancias quimicas no combate a essas doengas. Com isso,
tém sido estudadas substancias presentes em alimentos; entretanto, a maioria dos compostos que
exibiram alguma atividade anticarcinogénica foi originada de plantas. No final da década de 80,
contudo, foi identificado um &cido graxo de origem animal com propriedades anticarcinogénicas,
denominado &cido linoléico conjugado, que do inglés recebe a sigla CLA (conjugated linoleic acid)
(SANTOS, 2002).
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CLA ¢é um termo que descreve os isdmeros geométricos do acido linoléico. Ele é formado
no ramen, como um primeiro intermediario da biohidrogenacdo do &cido linoléico, pela enzima
acido linoléico isomerase, proveniente da bactéria anaerdbica ruminal Butyrivibrio fibrisolvens
(SANTOS, 2002).

Dentro dessa perspectiva, 0s pesquisadores estdo estudando diversas formas de aumentar,
de forma natural, a concentragdo de CLA em alimentos. Sabe-se que o nivel de CLA no leite varia
em funcdo da dieta; desse modo, a principal estratégia adotada pelo setor lacteo tem sido a
modificacdo da racdo de vacas com suplementacdo de acidos graxos poli-insaturados para elevar a
concentracdo de CLA no leite (SANTOS, 2002).

Os produtos lacteos constituem uma alternativa no segmento da industria alimenticia para
0s consumidores, pois tais produtos estdo entre os alimentos que apresentam maior concentragdo de
CLA da dieta do homem (SANTOS, 2002).

Por ser um alimento bastante perecivel e de facil deterioracdo, tornou-se necessario
submeter o leite a tratamentos térmicos, a fim de que seu periodo de conservagdo fosse estendido,
além de conferir-lhe seguranca para consumo (BIZARI, 2002).

Neste trabalho foi verificada a influéncia do tratamento térmico de pasteurizagdo e

esterilizacdo comercial sobre pardmetros fisico-quimicos e perfil lipidico de leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histdria da tecnologia do leite no Brasil

A producéo de leite comegou a mais de 6.000 anos atrds. Os animais produtores de leite de
hoje foram desenvolvidos a partir de animais indomados que, por milhares de anos, viviam a
diferentes altitudes e latitudes e expostos as mais severas condi¢tes naturais. Praticamente em todos
os locais onde o homem fixou-se na terra, animais eram domesticados. Como regra foi escolhido
animais herbivoros, polivalentes para satisfazer as necessidades de leite, carne, roupa, porque eles
eram menos perigosos e mais faceis de serem controlados do que animais carnivoros (DAIRY
HANDBOOK - TETRA PAK, 1996).

De modo semelhante a muitas situacOes relatadas na historia, o acaso e a necessidade de
sobrevivéncia, certamente, fizeram com que o homem identificasse, ainda na antiguidade, a
importancia do leite e de, pelo menos, dois de seus derivados, a manteiga e 0 queijo, como
importantes fontes nutricionais. A utilizacdo destes trés produtos pelas civilizagbes mais antigas
estd comprovada em pelo menos cinco citacdes no Antigo Testamento: Génesis 18:8, 1° Samuel
17:18, 2° Samuel 17:29, J6 10:10 e Proverbio 30:331, mas evidentemente, naquela época ainda ndo
se conhecia uma forma eficiente para a conservacio do leite (ANDRE GUEDES et al., 2006).

No Brasil ha registros de que os bovinos, para suprir a necessidade de leite e carne, foram
introduzidos por Martim Afonso de Souza e sua mulher Ana Pimentel apds 1531, na capitania de
S&o Vicente, quando da 12 expedicédo colonizadora enviada por D. Jodo I, rei de Portugal. Consta
que em 1535, o donatario de Pernambuco, Duarte Coelho, tenha levado bovinos para o nordeste,
enviando algumas cabecas para a Bahia. Em 1550, Tomé de Souza, apo6s ter fundado Salvador, na
Bahia, onde instalou a capital do Brasil colonial, mandou buscar em Cabo Verde um lote de
bovinos. Acredita-se que destes pontos geograficos o rebanho bovino tenha se espalhado pelo
Brasil, dando origem as fazendas de gado que mais tarde se transformaram em povoados e vilas.
Data do século XVI111 a criacdo das primeiras fazendas regulares de gado bovino no Brasil (ANDRE
GUEDES et al., 2006)..
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Os senhores de engenho, em varias regides do Brasil, possuiam fazendas com criacdo de
bovinos que, inicialmente, foram utilizados no trabalho do campo e nos engenhos de agucar. No
final do século XIX, novas ragas de bovinos foram introduzidas no pais, sendo que em 1893 foram
importados exemplares selecionados da raga zebu. Nessa época a producdo de leite e carne atendia
ao consumo interno, e o couro, de maior valor, era exportado (ANDRE GUEDES et al., 2006).

Ha registros de que a primeira fabrica de laticinios da América do Sul foi fundada por volta
de 1888, na Serra da Mantiqueira, em Minas Gerais, pelo Dr. Carlos Pereira de S&. Para esta
instalacdo importou maquinario e mao-de-obra especializada da Holanda (ANDRE GUEDES et al.,
2006).

Até inicio do século XX, o leite era consumido no Brasil sem nenhum tipo de tratamento,
podendo por isso causar uma série de doencgas aos consumidores. O transporte do leite que era feito
pelos escravos, em latdo, passou a ser feito pelos vaqueiros que o produziam nas periferias das
cidades. Entregue diretamente ao consumidor, tinha um curtissimo prazo de validade (ALVES,
2001).

Apos as descobertas de Pasteur sobre fermentacdo e pasteurizacdo em 1863, outras
combinages tempo-temperatura de aguecimento, durante o processo de pasteurizacdo do leite,
foram investigadas e propostas. Segundo Pelczar e colaboradores (1981) as relagBes originais de
tempo e temperatura de pasteurizacdo foram obtidas com o Mycobaterium tuberculosis, considerado
como 0 agente patogénico mais termoresistente capaz de ocorrer no leite. Esta bactéria é destruida
guando exposta a uma temperatura de 140 °F (60 °C) durante 10 min. Mais tarde foi descoberto que
a Coxiella burnetii, agente etioldgico da febre Q, transmissivel pelo leite, pode sobreviver em
alimento aquecido a 143 °F (61,7 °C) durante 30 min. Com o resultado destas descobertas, foram
estabelecidas as atuais temperaturas de pasteurizacdo em niveis mais elevados e condi¢des de tempo
e temperatura (75°C/15 seg.) apenas o suficiente para destruir o maior nimero possivel de micro-
organismos nocivos a saude, sem modificar significativamente as propriedades e a composic¢do do
leite (ANDRE GUEDES et al., 2006).

A partir da década de 20, algumas industrias para beneficiamento e distribuicdo de leite
comegam a surgir, oferecendo aos consumidores leite tratado pelo processo de pasteurizacdo lenta
(30 minutos a temperatura maior que 60°C), tecnologia que surgia no pais. O leite era engarrafado
em frascos de vidro retorndveis. Tal avanco proporcionava ao consumidor um produto seguro, com

prazo de validade maior que o leite entregue pelos vaqueiros (ALVES, 2001).
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2.2 Aspectos mercadoldgicos do leite UHT(Ultra Hight Temperature)

No Brasil, dentre os sistemas agro-industriais mais importantes encontra-se o setor leiteiro.
Sua importancia econdémica e social para o pais é tamanha, que vém sendo praticada em todo
territério nacional (SIMIONATO, 2008).

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de leite — sexto maior em 2007,
entretanto apresenta uma produtividade de apenas 1,24 toneladas por cabeca, muito abaixo da de
paises como Estados Unidos, Alemanha, Reino Unido entre outros (NASCIMENTO, 2009) mas
ainda tem um logo caminho pela frente na busca do padrdo tecnoldgico nesse setor dos mercados
mais desenvolvidos. A conquista de oportunidades no exterior é outro desafio, pois o pais também
precisa vencer barreiras comerciais (RIBAS, 2003).

Quanto a producéo interna, destacam-se alguns estados como principais produtores. S&o
eles: Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul, Parana e Sdo Paulo. Em nivel microecondémico
identifica-se a existéncia de grandes e pequenos produtores, ou seja, tem-se desde a pequena
agricultura familiar produzindo 25 litros/dia até o grande latifundio com producéo de 500 litros/dia.
O grande desvio-padrdo entre as unidades produzidas gera distor¢des, quando se calcula a producéo
e a produtividade média no pais (NASCIMENTO, 2009).

Em 1972, foi langado no Brasil o leite submetido a um novo tipo de tratamento térmico: a
ultrapasteurizacdo, ou processo UHT ou UAT (“UHT, do inglés Ultra High Temperature” ou Ultra
Alta Temperatura). Segundo Tetra Pak (1996), UHT é uma técnica para a preservagdo de alimentos
liquidos por meio da sua exposicao ao calor intenso por um rapido periodo de tempo, destruindo os
micro-organismos do produto.

O consumidor passou a ter acesso a um produto seguro, com extenso prazo de validade e
que poderia ser armazenado a temperatura ambiente. Embora o sistema UHT tenha sido
desenvolvido nos Estados Unidos e Europa nas décadas de 40 e 50, somente ap6s o
desenvolvimento da embalagem asséptica, na década de 60, na Suécia, que a comercializacdo do
leite longa vida tornou-se viavel. O leite longa vida mostrou-se muito adequado as condigdes
brasileiras, uma vez que sua comercializagdo ndo requer sistema de distribuicdo refrigerado
(ALVES, 2001).

Em 1994, o leite longa vida passou a ter 20% de participagdo do mercado de leite fluido.
Suas vendas aumentaram 60% em relacdo ao ano anterior, levando o mercado de leite fluido a
retomar seu crescimento. Além da recuperacdo econdmica e estabilizacdo monetéria, a partir de
1994, promovidas pelo Governo Federal com o Plano Real, muitas mudangas levaram ao

crescimento das vendas de leite longa vida. VArias empresas, principalmente com unidades
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industriais instaladas nos estados exportadores da federacdo, identificaram o potencial do novo
produto. Perceberam que, o leite longa vida podia ser comercializado & longa distancia,
diferentemente do leite pasteurizado. O leite longa vida superou a delimitagdo regional dos
mercados de leite fluido. Em 1996, a participacdo do leite longa vida no mercado de leite fluido ja
atingia 39% (ALVES, 2001).

No Brasil, 0 consumo de leite longa vida cresce ao mesmo tempo em que a preferéncia pelo
leite pasteurizado diminui (NASCIMENTO, 2009). Os fatores relevantes para esse aumento da
demanda de consumo do leite UHT sdo: preferéncia do consumidor, cuja vantagem seria a
facilidade de compra em grandes intervalos e facilidade de estocagem, grande concorréncia entre 0s
laticinios, instalacdo de novas industrias no pais, envolvidas com a sua produgao e o crescimento de
“marketing” das industrias de equipamentos sobre as de laticinios e dessas sobre o mercado
consumidor (SANTOS et al., 1999).

Estima-se que o leite envasado atinja 72% do consumo global até 2012. Um outro fator que
leva ao crescimento, principalmente nos mercados emergentes, € a mudanga significativa na forma
como os produtos lacteos liquidos sdo envasados e consumidos. De 2005 a 2008, a participagdo do
leite embalado no mercado mundial caiu em 1,8%. Durante este mesmo periodo, a participagdo do
leite UHT (leite que, antes de ser consumido, pode ser transportado e armazenado sem refrigeragéo)
aumentou 3,2%. A Tetra Pak estima que o consumo mundial de leite UHT iré crescer a uma taxa
anual média de 5,2%, atingindo mais de 70 bilhdes de litros em 2012. (TETRA PAK, 2009). Dennis
Jonsson, presidente e CEO do Grupo Tetra Pak , comentou que, embora a recessdo tenha afetado
varios setores, ela ndo afetou o consumo de leite e outros lacteos liquidos da mesma forma.
Acrescentou ainda que, como o leite € um alimento saudavel, nutritivo e acessivel, consumido por
44% da populacdo mundial diariamente, mesmo com a diminui¢gdo do consumo por consumidores
que busquem produtos mais baratos dentro da categoria, 0 mercado do leite UHT continua estavel
(TETRA PAK, 2009).

O aumento de poder de compra nos ultimos anos aliado a maior preferéncia por produtos de
maior qualidade, (NASCIMENTO, 2009), os beneficios do leite, comprovados por pesquisas em
diversos paises, também comecam a ganhar destaque no mercado brasileiro. Estudos diversos
apontam para o beneficio nutricional do leite e a0 mesmo tempo para uma deficiéncia assustadora
na ingestdo de calcio pelos brasileiros, bem abaixo das trés doses diarias recomendadas pelo Guia
Alimentar para a Populacéo Brasileira, publicado em 2006 pelo Ministério da Satde (TETRA PAK,
2009).

O leite, por ser considerado um alimento completo em nutrientes, facilmente assimilaveis,

torna-se um excelente alimento para o funcionamento do organismo humano, protege o trato

16



gastrointestinal e regulariza os processos de obtencdo de energia além de ser benéfico a pessoas de
todas as idades, sendo é a melhor fonte natural de célcio, além de oferecer proteina de alta qualidade
e disponibilidade. O consumo constante de leite colabora com a formagdo e a manutencdo da
estrutura dos 0ssos, evitando doengas como a osteoporose, o cancer e a obesidade (TETRA PAK,
2009; CARVALHO, 2000; FONSECA, 2000).

2.3 Tratamento Térmico no leite

Em funcdo das caracteristicas do leite in natura é indispensavel que ele seja acondicionado
sob baixas temperaturas e que na fase de beneficiamento seja submetido a tratamento térmico para a
destruicdo dos micro-organismos sempre que destinado ao consumidor final (MELLO, 2005).

Segundo Muir (1996), a maneira mais efetiva e simples de reduzir o nimero de bactérias no
leite é aplicando um tratamento térmico. Entretanto, a eficacia do tratamento é determinada pela
temperatura e tempo de aquecimento. Dos tratamentos térmicos, o mais amplamente empregado é a
pasteurizacdo que, embora elimine completamente as bactérias patogénicas do leite, ndo elimina
esporos de bactérias psicrotroficas, principalmente bacilos, dentre os quais, Bacilus cereus, Bacilus
circulans e Bacilus mycoides que sdo capazes de se desenvolver em produtos refrigerados.

Existem dois tipos de pasteurizacdo, sendo: a pasteurizagdo lenta, na faixa de 62 a 63°C
durante 30 a 35 minutos, também conhecida como pasteurizagdo LTLT (Low Temperature, Long
Time ou temperatura baixa, tempo longo); a pasteurizagdo rapida, na faixa de 72 a 75°C, durante 15
a 20 segundos, também conhecida como pasteurizacdo HTST (High Temperature, Short Time, ou
alta temperatura, tempo curto) (SANVIDO, 2007).

Diversos binbmios temperatura x tempo de pasteurizacdo sdo aplicados legalmente em
diversos paises. A legislagdo brasileira estabelece que a pasteurizagdo de leite fluido para consumo
deve envolver a aplicacdo de um bindmio de temperatura x tempo de 72-75°C/15-20 s, capaz de
eliminar 100% das bactérias patogénicas e 99,9% dos micro-organismos banais. A pasteurizacéo
deve ser feita em trocador de calor a placas, dotado de painel de controle com termo-registrador e
termo-regulador automaticos e valvula automatica de desvio de fluxo, termdmetros e torneiras de
prova, seguindo-se resfriamento automatico em aparelhagem a placas até temperatura igual ou
inferior a 4°C e envase em circuito fechado (BRASIL, 2002).

A Tabela 1 apresenta uma lista de diversos paises com suas legislacfes e regulamentos

aplicaveis a leite fluido pasteurizado.
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Tabela 1. Binbmios temperatura x tempo de pasteurizacdo utilizados em diversos paises.

Pais Bindmio temperatura / tempo

62-65°C/30 min. no minimo; 71-74°C/30 s no minimo; aquecimento

Alemanha instantaneo a 85°C
Australia 61-65°C/30 min. no minimo; 72-73,5°C/15 s no minimo
Brasil 62-65°C/30 min.; 72-75°C/15 s
Canada 62,8°C/30 min.; 72,8°C/16 s
Franca 63°C/30 min. no minimo; 72-75°C/15 s; aquecimento instantaneo a
95°C
india 63°C/30 min. no minimo; 71,5°C/15 s
Suica 65°C/30 min. no minimo; 72-75°C/15-30 s; 80-9 0°C/4-15 s
Reino Unido 62,8-65,6°C/30 min.; 71,7°C/15 s
63°C/30 min.; 72°C/15s; 89°C/1,0 5;90°C/0,5 s; 94° C/0,1 s;
USA 96°C/0,05 s;
100°C/0,01 s

Fonte: Staal (1986).

Define-se leite UHT ou UAT como um produto homogeneizado que foi submetido, durante
2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130°C e 150°C, mediante um processo térmico de fluxo
continuo, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32°C e envasado, sob condicdes
assépticas, em embalagens esterilizadas e hermeticamente fechadas (BRASIL, 1997a).

Segundo Tetra Pak (1996), UHT é uma técnica para a preservacao de alimentos liquidos por
meio da sua exposi¢do ao calor intenso por um réapido periodo de tempo, destruindo os micro-
organismos do produto.

O processo por UHT, contrariamente & interpretacdo corrente, ndo é um tratamento
esterilizante, pois o termo esterilizacdo refere-se a completa eliminacdo de todos os micro-
organismos. A industria alimenticia utiliza uma terminologia mais realistica como a “esterilizacéo
comercial’’, onde o produto ndo é necessariamente livre de todos 0os micro-organismos, porém
aqueles que sobrevivem ao processo de esterilizacdo ndo crescem durante a estocagem e nao
causam danos ao produto (PRATA, 2001; DAIRY CONSULTANT, 2002).

O tratamento UHT pode ser classificado como direto ou indireto, de acordo com o
equipamento utilizado no processo. No sistema direto, o produto entra em contato direto com o
meio de aquecimento, seguido de um resfriamento instantineo em camara de VAcuo e,
eventualmente, o resfriamento adicional indireto até atingir a temperatura de envase. O sistema

direto € dividido em dois sistemas: de injecdo de vapor (vapor injetado no produto) e de infusdo de
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vapor (o produto é introduzido numa camara de vapor). O sistema de aquecimento direto apresenta
uma maior agilidade no processo de aquecimento e resfriamento, o que, sem ddvida, reduz a
possibilidade de mudancas fisicas e quimicas que poderiam ocorrer durante o tratamento “UAT”
convencional (Indireto). Neste tipo de processamento direto, a qualidade do vapor utilizado se torna
muito importante (TETRA PAK, 1996).

No sistema indireto, o calor é transferido de um meio de aquecimento para o produto por
meio de uma parede divisoria. O sistema indireto pode ser baseado em trocadores de calor a placas,
tubulares ou com superficie raspada. Além disso, é possivel combinar os trocadores de calor no

processo indireto, de acordo com as exigéncias do produto e do processo (TETRA PAK, 1996).

2.4 Aspectos gerais da composi¢ao e propriedades fisico-quimicas do leite

Sob a legislacéo brasileira, entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo
da ordenha completa e ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (BRASIL, 2002).

Em outra definicdo, o leite é uma secre¢do nutritiva de cor esbranquicada e opaca,
produzida pelas células secretoras das glandulas mamarias das fémeas, devendo ser ordenhado e
acondicionado em condicdes higiénicas e sem conter colostro (DELLANE, 2007).

O leite é rico em nutrientes essenciais para a dieta humana, como gordura, proteinas, sais
minerais e vitaminas. O leite esti presente diariamente na dieta humana e ganhou qualidade nos
altimos anos, beneficiando-se com o0s avangos tecnoldgicos e com descobertas cientificas,
adaptando-se as necessidades do consumidor moderno (SILVA, 1997).

Apresenta-se como uma emulsdo liquida em que a fase continua é formada de agua e
substancias hidrossollveis ao passo que a fase interna ou descontinua é formada, principalmente, de
micelas de caseina e de globulos de gordura (SGARBIERI, 2005).

Sendo o leite de vaca, o mais importante do ponto de vista comercial e industrial, é
composto de agua, 87,3%, e solidos totais, 12,7%, assim distribuidos: proteinas totais, 3,3 a 3,5%;
gordura, 3,5 a 3,8%; lactose, 4,9%; além de minerais, 0,7%, e vitaminas (SGARBIERI, 2005).

As proteinas do leite podem ser classificadas em dois grandes grupos: as caseinas e as
proteinas do soro. O leite de vaca contém, aproximadamente, 3,3% de proteina, das quais 85% séo
constituidas pelas caseinas e 15% pelas proteinas do soro. A caseina pode ser definida como a
fracdo da proteina do leite que sofre a precipitacdo em pH=4,6 a 20°C; enquanto que o restante das
proteinas do leite que ndo sofrem precipitacdo € chamada coletivamente de proteinas do soro
(SWAISGOOD, 1993; FARREL et al., 2004).
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Segundo Lobato (2000), tratando-se especialmente do contetdo vitaminico, ressalta-se que
o leite, embora contenha a maioria das vitaminas, s6 pode ser considerada uma boa fonte de
vitamina A, riboflavina (B2) e cianocobalamina (B12), classificando-se como deficiente em
vitaminas C e D e nas demais vitaminas do complexo B.

A lactose, um dissacarideo formado por uma molécula de galactose e uma de glicose, é o
principal carboidrato do leite (SANVIDO, 2007). Devido & lactose ser o principal carboidrato do
leite, ndo ha grandes variagOes em seus teores entre as ragas bovinas. Apenas nos primeiros dias de
lactacdo é que os teores de lactose do colostro sdo menores do que aos encontrados no leite
(HOMAN E WATTIAUX, 1996).

2.5 Lipideos do leite

Os lipideos sdo constituidos por uma mistura de substancias relativamente diversa, quanto a
estrutura quimica, apresentando, como caracteristica comum, a solubilidade em solventes organicos,
insolubilidade em &gua e constituir qualitativamente e quantitativamente a fragdo mais variavel do
leite, portanto depende de um grande numero de fatores, tais como, estagio de lactacdo, por¢édo da
ordenha, numero de ordenhas, individualmente animal, raca do animal, periodo de lactacdo, idade
do animal, esta¢do do ano, alimentacdo, etc. (PINHEIRO e MOSQUIM, 1991).

A gordura é o componente do leite que sempre apresentou maior valor econdémico, sendo
utilizada como matéria-prima na producdo de derivados mais nobres; contribuindo com seu valor
peculiar, para melhorar a textura e imprimir sensacéo de riqueza aos produtos, recebendo, por estes
motivos, atencdo especial para efeito de pagamento do leite (PINHEIRO e MOSQUIM, 1991).

Sob o ponto de vista nutricional, a gordura apresenta niveis aprecidveis dos acidos graxos
essenciais linoléico (18:2n-6) e araquiddnico (20:4n-6). O &cido linoléico (18:2n-6) ndo é
sintetizado pelo organismo humano, enquanto o acido linolénico e araquidonico sdo sintetizados, a
partir do &cido linoléico (PINHEIRO e MOSQUIM, 1991).

2.6 Acidos Graxos presentes na gordura do leite
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Os lipideos formam juntamente com os carboidratos e as proteinas, o grupo de compostos
mais importante em alimentos e mais freqiientemente encontrado na natureza, tanto em vegetais
como em animais (BOBBIO, 1992).

A gordura do leite é composta por triglicerideos, reunindo uma molécula de glicerol e 3
acidos graxos (95 a 98% do total de lipideos), além de fosfolipidios, colesterol, cidos graxos livres
e monoglicerideos. Os 4&cidos graxos do leite sdo também derivados de fontes de dieta,
transportados para a glandula mamaria e que foram sintetizados pelas células epiteliais da mesma
(CARVALHO, 2000).

A gordura presente no leite e produtos lacteos € uma das mais complexas existentes, tendo
propriedades nutricionais e fisicas Unicas. Esta gordura pode conter acima de 400 diferentes &cidos
graxos, sendo cerca de 30 os principais, na Tabela 2 estad demonstrado alguns destes. Estes diferem
quanto ao comprimento da cadeia carbonica, que pode variar de 4 a 24 atomos de carbono. As
cadeias possuem diferentes posi¢Oes das insaturacdes, configuragdo posicional, geométrica e grupos
funcionais (SIMIONATO, 2008).

Segundo German e Dillard, (2006), os principais acidos graxos distribuem-se pelas varias
classes, sendo caracteristico o elevado teor em &cidos graxos saturados, nomeadamente os acidos
palmitico (16:0), estearico (18:0), miristico (14:0) e butirico (4:0). Belitz e Grosch, (1999) diz que
relacionado ao teor em acidos graxos insaturados, destacam-se os cidos oléico (18:1c9), linoléico
(18:2n-6) e a-linolénico (18:3n-3).

Tabela 2. Principais &cidos graxos presentes no leite.

Acido Graxo % Acido Graxo %
Acido Butirico 3.0-45 Acido Palmitico 25,0 — 29,0
Acido Caproico 13-272 Acido Estedrico 70-30
Acido Caprilico 0,8-25 Acido Oléico 30,0 — 40,0
Acido Caprico 1,8-3,8 Acido Linoléico 20-30
Acido Laurico 20-50 Acido Linolénico Acima de 1,0
Acido Miristico 70-110 Acido Araquidénico Acima de 1,0

Fonte: Tetra Pak 2006

Os lipideos ocorrem como glébulos, com 0,1 — 20 um de didmetro, envolvidos por uma
membrana, o qual atua como emulsificante. A concentracdo de lipideos varia com a espécie, raca,
estagio de lactacdo, infeccdo mastitica, entre outros. Os lipideos do leite exibem variacdo na

composicdo dos &cidos graxos e no tamanho e estabilidade dos glébulos. Estas variagoes,
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especialmente no perfil de acidos graxos, sdo impossiveis de serem padronizadas e por isso séo
responsaveis pela diferenca nas propriedades reoldgicas, cor, estabilidade quimica e propriedades
nutricionais de produtos lacteos que contém gordura (FOX, 2000).

Sob o ponto de vista nutritivo, a gordura pode apresentar niveis apreciaveis dos acidos
graxos essenciais linoléico e araquiddnico. O &cido linoléico ndo € sintetizado pelo organismo
humano, enquanto que o linolénico e o araquiddnico séo sintetizados, a partir do acido linoléico. A
proporcao acido graxo saturado/acido graxo poli-insaturado (6:4) na gordura do leite é considerada
nutricionalmente aceitavel (HMSO, 1994)

A gordura é o componente do leite que apresenta maior valor energético, 9 Kcal/g,
constituindo o solvente natural para as vitaminas lipossoltveis. Por imprimir um sabor peculiar ao

alimento, é solicitada pelo consumidor, ou seja, o leite mais gordo € mais “saboroso”.

2.7 Acido Linoléico Conjugado

Atualmente, ha crescente demanda por produtos lacteos de alta qualidade, levando a uma
tendéncia progressiva de adaptacdo, por parte da industria leiteira, a essas exigéncias ditadas pelo
mercado consumidor.

Durante muito tempo, a alimentagéo e a nutricdo foram estudadas, quase exclusivamente,
sob o ponto de vista da satisfacdo das necessidades energéticas. Hoje, outros desafios existem como
seja o de considerar o papel preventivo que uma alimentacdo saudavel pode ter no que diz respeito a
determinadas patologias. Com efeito, os fatores de protecdo fornecidos pelos alimentos séo
imensos, sobretudo no &mbito da prevencdo das doencas cronico-degenerativas (ASSUNCAO,
2007).

A relacéo entre nivel elevado de colesterol e doencgas cardiovasculares foi primeiramente
descrito no ano de 1930, desde entéo, diversos estudos epidemiolégicos apontam o colesterol como
maior fator de risco dessas doencas. Com isso, as pesquisas tém focalizado atengdo na diminuicdo
do percentual de gordura dos alimentos. Entretanto, a descoberta do CLA trouxe uma alteracdo nas
linhas de pesquisas sobre esse tema (SANTOS, 2001).

Em sua pesquisa, Lopes (2010) pbde estimar que a disponibilidade de CLA nos domicilios
brasileiros é de 108 mg g de gordura, usando-se como alimentos-fontes o leite de vaca e seus
derivados (queijo, iogurte, creme de leite, leite condensado e manteiga) além da carne de gado

bovino. Este valor ainda segundo Lopes (2010) € semelhante aos relatados nos estudos sobre o
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consumo de CLA em outros paises, mas esta abaixo dos valores estimados para que o CLA exerca

funcdes benéficas para a satde, que seria em torno de 3,5 g dia™.

Tabela 3. Estimativa da disponibilidade de CLA de gordura nos domicilios brasileiros

Consumo Consumo Consumo Estimativa da
anual per anual per anual per disponibilidade
capita capita de capita de per capita de
(Kg) gordura CLA CLA
21
9 (99t (mgg de
gordura) gordura)
Leite Integral 44,33 1330,00 7,31
Queijo 1,79 357,20 1,75
logurte 1,97 59,01 0,19
Manteiga 0,32 265,68 1,24 108,00
Margarina 1,62 1226,50 1,50
Creme de leite 0,30 91,08 0,05
Leite condensado 0,53 46,11 0,01
Carne de Gado 16,90 2533,65 10,90

Fonte: Lopes 2010.

Segundo Carvalho (2000), é crescente o interesse em se alterar a composicdo do leite
visando incorporar os chamados nutrientes funcionais que agregam valor ao produto. Sdo exemplos
acidos linoléico conjugados (CLA), 6mega-3, proteinas especiais, etc.

Segundo Visentainer e Franco (2006), sdo denominados acidos graxos trans, quando os
hidrogénios da dupla ligacdo se encontram em lados opostos em relagcdo a cadeia carbénica, neste
caso, 0s &cidos graxos insaturados estdo na configuracdo trans, e o acido graxo apresenta-se como
uma cadeia praticamente linear.

Os teores de acidos graxos trans aparecem em pequenas quantidades nos acidos graxos dos
6leos e gorduras vegetais, em teores relativamente maiores em 6leos e gorduras de origem animal e
em grandes quantidades em gorduras modificadas pelo processo de hidrogenagdo (VISENTAINER
E FRANCO, 2006).

Segundo SIMIONATO (2008), estudos em homens mostram que dietas com Acidos Graxos
Trans (AGT) estdo negativamente relacionadas com a concentracdo de lipoproteinas de alta
densidade (HDL), enquanto estdo positivamente relacionadas com a concentracdo de lipoproteinas
de baixa densidade (LDL).
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A gordura trans presente no leite, o cido vacénico (18:1n7t), é precursora de &cidos graxos
especificos de ruminantes, como os &cidos linoléicos conjugados, (SIMIONATO, 2008). LEITE
(2006) refere-se ao CLA como uma classe de isdmeros posicionais e geométricos do acido linoléico
que possui duas insaturagdes alternadas por uma ligagdo simples, ao contrério do linoléico, onde as
insaturacdes sdo separadas por uma ligacdo metilénica. Ha 56 possiveis isdmeros geométricos e de
posicdo do CLA.

O CLA em leite de ruminantes surge direta e indiretamente da hidrogenagdo microbiana de
acidos graxos poli-insaturados no ramem. O CLA é formado no rumem por bactérias anaerébias
constantes na flora ruminal, como um intermediario da biohidrogenagdo do &cido linoléico e da
desnaturacdo do &cido vacénico na glandula maméria via A-9-dessaturase (PRANDINI, 2007). O
teor de CLA na gordura do leite geralmente se encontra entre 0,3 e 1,0%. (FANTI et al., 2008)

Segundo Clement et al.(1994), essas bactérias poderdo ndo ser as Unicas fontes de
biossintese de CLA, porque tem sido encontrado CLA em animais ndo ruminantes como porco,
galinha, peru e em peixes.

As principais fontes dietéticas de CLA s&o o leite e carne de ruminantes e seus derivados,
sendo que os primeiros isdmeros de CLA que tém sido relacionados com beneficios a salde s&o o
cis-9; trans-11 e o trans-10 cis-12. (KHANAL et, al. 2005). O isémero mais relacionado a atividade
anticarcinogénica é o C18:2 cis-9; trans-11, e o implicado no metabolismo de gordura é o C18:2
trans-10; cis-12.

Mougios et al. (2001) suplementaram a dieta de 14 homens e 10 mulheres utilizando CLA.
Como resultado, foi verificada reducdo de triglicerideos e LDL-colesterol nos individuos que
receberam CLA, mas também ocorreu uma diminuic&o significativa nos niveis de HDL-colesterol.

Sebedio et al.(1999) relatam diversos estudos usando diferentes modelos animais onde
relacionam o CLA a varios outros efeitos positivos que poderiam favorecer a salide humana,
incluindo a reducédo de arterosclerose, prevencéo e tratamento do diabetes mellitus ndo dependente
da insulina, propriedades antitrombdticas e efeitos imuno-estimulatorios.

O isbmero mais abundante € o cis 9 trans 11 que em produtos lacteos correspondem a uma
faixa de 75 a 90% do total de CLA na gordura do leite. Este isomero de CLA foi estabelecido como
tendo propriedades anticarcinogénicas quando incluido como suplemento ou consumido como
componente natural de alimentos (KELSEY et al., 2003).

A variacdo do conteudo de CLA na gordura do leite esta associada com vérios fatores:
estagio de lactacdo, paridade e raga. A dieta é um outro fator importante que afeta mais
significativamente o teor de CLA na gordura do leite, sendo que o mais alto nivel de CLA na

gordura do leite foi obtido em pastos frescos ou dieta suplementada de vegetais ricos em acidos
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graxos poli-insaturados. (PRANDINI, 2007). O contetdo de CLA em derivados do leite, como
iogurte, é reflexo da matéria-prima que Ihe deu origem.

Segundo SIMIONATO (2008), uma forma de analisar &cidos graxos em alimentos é
utilizado a cromatografia em fase gasosa (CG). Para tal, faz-se necessaria a derivatizacéo classica,
ou seja, a conversdo dos &cidos graxos em ésteres metilicos de &cidos graxos. Esse processo permite

que os acidos graxos tornem-se menos polares e mais volateis.

2.8 Quantificacéo de &cidos graxos no leite por cromatografia em fase gasosa

A cromatografia € um conjunto de métodos de separagcdo com caracteristicas bésicas
comuns. As separacdes envolvem o transporte dos componentes de uma mistura liquida ou gasosa
através de uma coluna ou algum equivalente fisico. A coluna contém um material, em forma de fase
estacionaria, que consiste em um agente sélido adsorvente ou um agente liquido distribuidor. Em
virtude do retardamento seletivo exercido pela fase estacionéria, os componentes da mistura se
movimentam através da coluna a diferentes velocidades efetivas e a migracdo diferencial tende a
segregar 0os componentes em zonas ou bandas separadas (VISENTAINER E FRANCO, 2006).

Na cromatografia em fase gasosa (CG), como o seu nome indica, a fase movel é um gés e
por isso 0s componentes a separar devem se encontrar no estado gasoso. Nas analises de substancias
liquidas deve-se vaporizar a mistura, 0 que seria um limitante ao método, pois s6 seria possivel
analisar por cromatografia gasosa compostos que pudessem se volatilizar nas condi¢des de operagao
dos equipamentos. Entretanto, o nimero de compostos que podem ser analisados & enorme
(VISENTAINER E FRANCO, 2006).

O desenvolvimento inicial da cromatografia a gasosa esta interligado com a anélise de
lipideos. Esta técnica de separacdo superou no decorrer dos anos outras técnicas, especialmente com
relagdo aos acidos graxos e pode ser considerada como a principal responsavel pelo conhecimento
da composicao dos lipidios nos ultimos anos (VISENTAINER E FRANCO, 2006).

Estes avancos tiveram um grande impacto no estudo dos &cidos graxos, contribuindo, entre
outros aspectos, para a investigagdo mais detalhada sobre a existéncia de isbmeros posicionais e
geométricos com funcdes bioldgicas distintas, que antes ndo haviam sido separados ou identificados
(SIMIONATO, 2008).

A CG é a técnica que mais tem sido aplicada ao estudo dos acidos graxos, devido
principalmente ao desenvolvimento de fases estacionarias que possibilitam a separacdo dos diversos

isbmeros posicionais e geométricos existentes na mistura (SIMIONATO, 2008).
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Segundo TVRZICKA et al.(2002), em cromatografia gasosa, as primeiras analises de
ésteres metilicos de &cidos graxos foram realizadas usando colunas empacotadas com 1 a 3 metros e
didmetro de 2-4 mm, sendo caracteristico haver perdas de componentes com o aumento do 20
nimero de carbono e insaturacdo. Essas colunas foram sendo substituidas por colunas capilares por
serem mais eficientes e promover resultados mais precisos devido a melhor resolugédo
(FREEDMAN et al., 1986).

Para analise dos ésteres metilicos de acidos graxos, sdo utilizadas geralmente colunas com
50 a 100 m de comprimento, contendo fase estacionaria de elevada polaridade, constituida de
cianoalquil polisiloxano. A separagdo dos ésteres metilicos de acidos graxos pode ser realizada em
trés diferentes tipos de coluna, com fase estacionaria apolar, polar e muito polar (CHRISTIE, 1998).

Para a andlise de ésteres metilicos por cromatografia gasosa, o detector de ionizagdo de
chama (DIC) é o mais utilizado, pois apresenta uma quantidade minima detectavel de
aproximadamente 10™%g, uma resposta quase universal, faixa de linearidade ampla, é simples de
operar e de resposta rapida (VISENTAINER E FRANCO, 2006).

Na analise de alimentos, a cromatografia gasosa permite a identificagdo dos componentes
da amostra através da comparacdo dos tempos de retengdo dos compostos com aqueles obtidos
através da injecdo de padrBes contendo as substdncias a serem analisadas. No entanto, este
procedimento ndo € conclusivo, pois componentes diferentes podem ter o mesmo tempo de retencéo
(MILINSK, 2007).

Alternativas usadas na identificacdo sdo: adicdo de padrdo (spiking), utilizagdo de padrédo
secundario, métodos gréaficos, uso de colunas com diferentes polaridades e indices sistematicos de
retencdo. O indice de retencdo de Kovats € um método que se baseia no comprimento equivalente
da cadeia (ECL, Equivalent Chain Length) e é muito aplicado por ser um método simples, de facil
aplicacéo e de baixo custo (VISENTAINER E FRANCO, 2006).

A escolha do padrdo interno € de grande importancia para a quantificacdo dos acidos
graxos. O padrdo interno deve eluir numa regido proxima dos acidos graxos de interesse, ser estavel
e ndo co-eluir com outros acidos graxos (KUS, 2009).

A quantificacdo dos lipidios nos alimentos é realizada, tradicionalmente, por extracdo com
solventes organicos (éter etilico, éter de petroleo, cloroférmio e metanol) e determinacgdo
gravimétrica. A habilidade de recuperar os varios componentes dos lipidios varia com o solvente de
extracdo. Solventes mais polares como cloroférmio/metanol extraem lipidios polares, incluindo

fosfolipidios, esterdis, terpenos, graxas, hidrocarbonetos e materiais ndo lipidicos (KUS, 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar como os tratamentos térmicos de pasteurizacdo e esterilizacdo comercial por
processo de troca indireta influem nas caracteristicas fisico-quimicas e perfil lipidico de leite

bovino.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar os parametros fisico-quimicos: acidez (°Dornic), extrato seco total (%), extrato seco
desengordurado (%), pH, crisoscopia (°H), gordura (%), lactose (%) e proteina (%) dos leites
submetidos aos diferentes processos térmicos.

e Extrair os lipidios presentes no leite e quantificar os acidos graxos presentes nas amostras;

e Avaliar a influéncia dos tratamentos térmicos sobre os acidos graxos presentes nas amostras

citadas acima.
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4 Material e Métodos

4.1 Amostragem

Foram coletadas 11 amostras de leite em um laticinio do municipio de Itapetinga-BA em
diferentes periodos do ano (setembro a novembro) de 2010. As amostras coletadas foram
pertencentes ao mesmo lote de coleta, ou seja, o leite esterilizado era o leite pasteurizado que, por
conseguinte era o leite cru. Ap6s o recolhimento, os frascos e embalagens contendo leite UHT,
foram devidamente analisadas na unidade fabril e posteriormente encaminhadas para o Laboratorio
de Pesquisas em Quimica (NUPESQ) para extragdo dos lipidios e posterior preparacdo dos ésteres

metilicos dos &cidos graxos.

Leite Pasteurizado Leite esterilizado
comercialmente

A4

v

Leite cru 75°C/15s
140°C/6's

4.2 Procedimento Experimental
4.2.1 Anélises Fisico-Quimicas

Foram realizadas determinacgdes da acidez titulavel pelo método Dornic, da densidade, do
teor de gordura pelo método Gerber, do teor de extrato seco total e do extrato seco desengordurado,
através do calculador de Ackerman, do indice crioscopico pelo lactocrioscopio eletrénico digital, do
pH em pHgametro, (BRASIL, 1981) da proteina e lactose em equipamento Milkanalyser da
Beocolac Germenay.

A determinacdo de lipidios totais foi realizada de acordo com o método de Folch, Lees e

Stanley, (1957) com cloroférmio, metanol e dgua (2:1:1).

4.2.2 Preparacao de ésteres metilicos de &cidos graxos

Os lipidios foram submetidos a preparacéo de ésteres metilicos de &cidos graxos, conforme

procedimento descrito por Bannon et al. (1982) com modificacdes.

28



Foram adicionados 5,0 mL de solugdo de metdxido de sodio 0,25 mol L™ em metanol —
dietil éter (1:1), em um tubo de tampa rosqueavel contendo aproximadamente 150 mg de lipidios,
agitando vigorosamente por aproximadamente 3 minutos. A mistura, foram adicionados 3,0 mL de
iso-octano e 15 mL de solugdo saturada de cloreto de sédio. O tubo foi novamente agitado
vigorosamente e deixado em repouso para separagdo das fases, e o sobrenadante foi coletado em
frascos “ependorf” identificados, para posterior andlise cromatografica.

O método original prop6e um rapido aquecimento sob refluxo apds adigdo do reagente
transesterificante, mas este ndo foi realizado para evitar isomeriza¢des dos dienos conjugados do

acido linoléico.
4.2.3 Identificagdo e quantificagdo dos ésteres metilicos

A andlise cromatografica foi conduzida utilizando um cromatografo em fase gasosa
Thermo-Finnigan, equipado com detector de ionizagdo de chama e coluna capilar de silica fundida
BPX-70 (120m, 0,25mm d.i). Os parametros de operacdo estabelecidos apos verificacdo da melhor
condicdo de resolucdo foram: temperaturas do injetor e detector, 250°C e 280°C respectivamente. A
temperatura da coluna foi programada a 140°C por 10 minutos, seguindo por uma primeira rampa
de 15°C min™ até atingir 200°C por 1 minuto. A segunda rampa foi de 10°C min™ até atingir 230°C
por 1 minuto. A terceira rampa 0,4°C min™ até atingir 233°C por 3 minutos. A quarta rampa 0,5°C
min! até atingir 238°C por 2 minutos. O tempo total de analise foi de 41,50 minutos.

As vazdes dos gases (White Martins), foram de 30 mL min™ para o hidrogénio, 30 mL min™
para o nitrogénio e 250 mL min™ para o ar sintético.

As injecOes foram realizadas em duplicata e os volumes de injecdo foram de 1,2 uL. As
areas dos picos dos ésteres metilicos de cidos graxos foram determinadas através do software
ChromQuest 4.1.

4.2.4 Identificagdo dos ésteres metilicos

A identificacdo dos ésteres metilicos de acidos graxos foi realizada por comparacgdo de
tempo de retencdo dos constituintes da amostra com uma mistura de 37 padr@es de ésteres metilicos
de &cidos graxos (189-19 Sigma, EUA) e por comparacdo com 0s tempos de retencdo com 0s
ésteres metilicos de padrdes contendo os isdbmeros geométricos c9-t11 e t10-c12 do &cido linoléico
(O-5632 Sigma, EUA).
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4.2.5 Avaliagdo da resposta do detector de ionizacdo de chama

Para avaliar a resposta do detector de ionizagdo de chama foi utilizada uma solucéo de
mistura constituida de padrBes (Sigma) de ésteres metilicos de &cidos graxos em concentracéo
conhecida, sendo calculado através da Equacdo 1, conforme método proposto por Ackman (1972).

Os fatores foram obtidos a partir da média de quatro repetigdes:

Aszp. Cx
Fp=———————— (Eq.1)
Ax . Cayo
Em que:
Fr= Fator de resposta em relacdo ao tricosanoato de metila;
A= area do tricosanoato de metila;
Cx= concentracéo de ésteres metilicos de acidos graxos

Ay =4érea do éster metilico de acido graxos

Ca3:0= concentracdo tricosanoato de metila;

4.2.6 Quantificacdo dos ésteres metilicos

A quantificacio dos acidos graxos, em mg g™ de lipideos totais, foi efetuada em relacéo ao
padrdo interno, tricosanoato de metila (23:0), Sigma. Antes da transesterificagéo, adicionou-se 1,00
mL da solucéo do padréo interno (1 mg mL™) em todas as amostras, e o solvente foi evaporado sob
fluxo de N,.

Os célculos da concentracdo dos acidos graxos contidos nas amostras foram realizados

conforme Visentainer e Franco (2006), pela Equagéo 2:

Ax. Masg . Frr (Ea2)

C(mgg’) =
Azzo. Ma. Fer

onde:
Ax = &rea dos ésteres metilicos dos acidos graxos

Az = &rea do padréo interno;

30



M,3.0 = massa do padréo interno adicionado a amostra (em miligramas);

Ma = massa da amostra (em gramas);

Frr = fator de resposta tedrico dos ésteres metilicos de acidos graxos;

Fcr = fator de converséo para expressar os resultados em mg de acidos graxos/g de lipidios
totais (LT).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analises quimicas

As médias das caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 4) dos leites in natura, e dos leites
submetidos a diferentes tratamentos térmicos, sendo a pasteurizacdo por um bindémio tempo
temperatura de 75°C por 15 s e esterilizacdo comercial por processo de troca de calor indireta por
um bindmio tempo temperatura de 140°C por 6 s, coletadas em diferentes semanas foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Tabela 4. Caracteristicas  fisico-quimicas dos leites in natura e dos leites
submetidos a diferentes tratamentos térmicos.

Acidez Lactose  Proteina EST' ESD®  Crioscopia  Gordura
Tratamento pH
°D % % % % °H %
Leite in
natura 14,227*  6,730° 4,616° 3,144° 12,292°  8,620°  -0,538° 3,654
Leite .
. 14,373® 6,715®  4,582®  3,132®  12,209®  8,639® -0,534 3,570%

Pasteurizado
Leite UHT 14,818° 6,777° 4,315 2,937 11,502 8.432°  -0,542° 3,070°

Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p>0,05)."EST=Extrato seco total.

2ESD=Extrato seco desengordurado.

A legislacao brasileira estabelece padrdes fisico-quimicos para o leite in natura, de forma
que ele possa ser considerado apto para o consumo e de boa qualidade. Assim, os padrdes fisico-
quimicos para o leite in natura e para o leite pasteurizado, sendo, no minimo, 3% de gordura, acidez
entre 14 e 18 °D, indice crioscépico méaximo de —0,530 °H, no minimo 11,5% de EST, no minimo
8,4% de ESD (BRASIL, 1997b). Os dados referentes a Tabela 4 indicam que, nas analises
referentes ao leite in natura e leite pasteurizado, todos os parametros exigidos pela legislacéo
vigente se encontram dentro dos padrdes, ndo havendo diferenca significativa quanto ao leite
pasteurizado e ao leite in natura.

Os dados obtidos demonstram ainda que houve uma influéncia significativa quanto ao
tratamento térmico relacionados ao leite in natura e ao leite UHT, isto é demonstrado com a

reducgdo de trés compostos do leite: a lactose, proteina e lipidios.
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Quanto a lactose, WALSTRA & JENNESS (1984) descreveram a decomposicéo da lactose
formando &cidos organicos, principalmente &cidos formicos e lacticos, onde se observa esta reagdo
principalmente a temperaturas acima de 100°C. Sendo o leite UHT submetido a esta temperatura de
tratamento térmico para gque se obtenha a vantagem de produto comercialmente estéril, justifica-se a
reducéo da lactose.

A reducdo do teor protéico apds tratamento térmico pode ter ocorrido devido a desnaturacdo
da B — lactoglobulina (B-Lg) a 80°C. Esta é mais afetada por um processo de esterilizagdo por troca
de calor indireta. Entretanto, esta reducdo ndo causa, necessariamente, prejuizos na qualidade
nutricional e existem fortes evidéncias, a partir de testes com ratos, que o processamento UHT nédo
causa alteragcbes mensuraveis no valor bioldgico ou na digestibilidade real nem na capacidade de
promover o crescimento (SILVA E PERRONE 2007).

Outro fator referente a reducdo nos teores de lactose e proteinas do leite in natura para o
leite UHT é a reagdo de Maillard, onde esta se inicia quando o aquecimento ultrapassa 80°C.

No caso do percentual de gordura do leite UHT, houve uma significativa reducéo devido a
de padronizagdo do gordura por processo de centrifugacéo.

A Tabela 4 demonstra que, comparando-se o leite in natura com o leite UHT tratado
termicamente por 140°C por 6s houve um contraste entre o aumento do teor de acidez do leite e
aumento no pH. Segundo SILVA (2003), a elevagdo da acidez ocorre pela degradagdo térmica da
lactose a temperaturas acima de 100°C. Entretanto, TSIOULPAS et al. (2010) relatam em seu
trabalho, que o aumento do pH para o leite UHT, se deve a estabilizagdo do mesmo com sais
estabilizantes, sendo um o citrato de sodio que reduz disponibilidade de célcio, aumentando
também a estabilidade térmica do leite ao etanol (CHAVEZ et.al., 2004) .

Segundo o Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade de Produtos L&cteos do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 1997), o leite UHT deve atender as
seguintes caracteristicas sensoriais: aspecto liquido, cor branca, odor e sabor caracteristicos, sem
sabores nem odores estranhos e as seguintes caracteristicas fisico-quimicas para o leite integral: no
minimo 3% de gordura, acidez entre 14 e 18 °D, estabilidade ao alcool de 68% e, no minimo, 8,2%
de desengordurado (ESD).

Observou-se uma reducdo significativa da lactose, proteina e gordura, quando comparado
com o leite in natura, a composi¢do do leite UHT integral deste experimento atendem os padrdes

exigidos pela legislacéo.
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5.2. Quantificagdo dos acidos graxos

Com a finalidade de avaliar a interferéncia do tratamento térmico sobre os acidos graxos
presentes na gordura do leite, foi realizada uma anélise cromatografica dos ésteres metilicos de
acidos graxos os quais, foram tentativamente identificados e quantificados 27 &cidos graxos
presentes na gordura dos leites analisados.

Apo6s andlise, os 4&cidos graxos foram separados em saturados, poli-insaturados e

conjugados. A Tabela 5 apresenta os acidos graxos saturados encontrados nas amostras.

Tabela 5. Acidos Graxos Saturados em mg.g™ de lipidios para leite in natura, pasteurizado e
esterilizado.

Acido Graxo’ IFlzllttSrg] Pastlgjlrtiezlado Esté_r?llit;ado %
Butirico 4:0 34,25 31,38% 23,36" 38,59
Caproico 6:0 21,29 19,93 14,70° 37,53
Caprilico 8:0 11,77° 10,81® 8,39" 37,99
Caprico 10:0 22,46 20,71* 17,09° 32,68
Laurico 12:0 25,52 23,03* 19,35° 30,98
Tridecilico 13:0 0,84 0,98 0,64 61,53
Miristico 14:0 93,78 82,31* 72,60° 29,30
Pentadecilico 15:0 13,80° 12,03% 10,90° 27,40
Palmitico 16:0 251,73 222,40° 198,61° 24,82
Margarico 17:0 8,07 7,08% 6,71 25,00
Esteérico 18:0 103,93° 89,38% 83,41° 22,16
Araquidico 20:0 1,66 1,41% 1,31° 26,73

*Nomenclatura usual, “Coeficiente de variacio; Médias na mesma linha sequidas de letras diferentes diferem
pelo teste de Tukey (P>0,05).

Na Tabela 5 observa-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05), entre os &cidos
graxos presentes nas amostras de leite in natura e leite pasteurizado e entre o leite pasteurizado e o
leite UHT, exceto pelos acidos graxos tridecilico (13:0) e pelo &cido palmitico (16:0), que ndo
houve diferenga significativa entre as amostras.

Em seu trabalho, SOUZA (2003) avaliou a composicéo e perfil de &cidos graxos do leite de
vaca in natura e pasteurizado em minilaticinios, e também ndo encontrou diferenca significativa
(p>0,05) para a influéncia do tratamento térmico (pasteurizacdo) sobre o leite in natura.

O perfil do cromatograma para o leite in natura pode ser visualizado na Figura 1.
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Figura 1. Cromatograma de uma das amostras de leite in natura analisado.
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Os &cidos graxos mais abundantes nos leites in natura, pasteurizado e UHT foram os 16:0,
estedrico (18:0) e miristico (14:0) respectivamente conforme demonstrado na Tabela 5. Sendo que
apesar de ndo haver diferenca significativa (p>0,05), para o 16:0 houve uma reducéo de 21,10% do
leite in natura o leite UHT. Quanto ao 18:00 e 14:0 também houve uma reducgdo do leite in natura
para o leite UHT ao nivel de 19,74% e 22,56% respectivamente o0 que pode provavelmente
demonstrar a degradagdo pelos tratamentos térmicos sucessivos, pasteurizacdo (75°C por 15
segundos) e esterilizacdo comercial por processo indireto de troca térmica (140°C por 6 segundos).

O’BREIN (2003) relata que a gordura do leite tem como caracteristica a presenca de acidos
graxos de cadeia curta e elevada propor¢do de acidos graxos saturados, sendo que as porcentagens
médias encontradas de 18:0, 16:0, 12:0, 10:0, 8:0, 6:0 e 4:0, sdo, respectivamente, 12,1%, 26,9%,
10,8%, 2,9%, 2,5%, 1,2%, 2,2% e 3,6%. Dados estes semelhantes aos encontrados em todos os leites
analisados (in natura, pasteurizado e esterilizado comercialmente).

A Tabela 6 demonstra os &cidos graxos mono e poli-insaturados das amostras analisadas,
observa-se que ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre o leite in natura e o leite pasteurizado,

resultado este também encontrado por Souza (2003).

Tabela 6. Acidos Graxos mono e poli-insaturados em mg g* de lipidios para leite in natura,
pasteurizado e esterilizado.

Acido Graxo’ IFlzllttSrg] Pastléslrtiiado Esté_r?llit;ado %

Miristoléico 14:1 8,09  7,05® 7,01° 26,25
Palmitoleico 16:1 12,13*  11,01® 9,52 30,15
10-heptadecenoico 17:1 560° 4,08 3,78 38,96
Elaidico 18:1n-9t 25,51°  19,46" 18,48" 29,13
Oléico 18:1n-9¢c 216,65 187,50% 170,61° 23,62
Acido Vacénico 18:1n-7t 9,47° 8,47° 7,84° 55,75
Acido cis Vacénico 18:1n-7c 528  3,58* 2,67 76,99
Linolelaidico 18:2n-6t 556%  4,47* 3,66" 52,86
Acido Trans-9, cis-12 18:2t9c12  2,54* 1,99 2,26 37,04
octadienoico

Gama-Linoléico 18:2n-6 8,01*  6,96® 6,41 21,30
Alfa-Linolénico 18:3n-3 3,82  3738* 3,10 24,78
Di-homo-gama-linolénico  20:3n-6 11,99° 10,33% 9,26" 25,03

! Nomenclatura usual, “Coeficiente de variacéo; Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de
Tukey (p>0,05).

Quanto a diferenca existente entre o leite in natura e leite UHT houve uma reducdo numa
faixa de 10,82% a 49,38% (0,24 a 46,04 mg g™*), o que também demonstra a acio sucessiva dos

tratamentos térmicos sobre os acidos graxos.
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Tabela 7. Acidos Graxos linoléicos conjugados em mg g™ de lipidios para leite in natura, pasteurizado
e esterilizado.

Acido Graxo? Leite in Leite Leite o\2
natura Pasteurizado Esterilizado
Acido Linoleico CLACOt11 10,18 8,82% 7.96° 24,02
Conjugado
Acido Linoleico CLAt10c12 0,78 0,81° 0,542 57.16
Conjugado

INomenclatura usual, “Coeficiente de variagéo;
Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

Ndo houve diferenga significativa (p>0,05) entre os &cidos linoléicos conjugados
relacionados aos tratamentos térmicos, mas houve uma reducao significativa entre o leite in natura e
o leite UHT, na ordem de 21,89% para o CLACc9t11 (2,23 mg g*) e de 30,24% (0,24 mg g™).
HERZALLAH (2005) relatou que no leite UHT sofrendo um tratamento térmico a 140°C por 4
segundos houve um decréscimo nos niveis de CLA quando comparado com leite in natura e leite
pasteurizado por processo HTST e por processo LTLT, confirmando os dados obtidos. Segundo o
mesmo autor a tendéncia na reducdo de CLA poderia ser atribuida pela a oxidacdo resultando em
hidroperdxidos que poderiam causar a conversdo ou degradacéo do CLA.

Fanti et. al (2008) relatam que o teor de CLA na gordura do leite geralmente se encontra entre
0,3 e 1%. Os dados encontrados neste trabalho sdo superiores a estes, mas sdo préximos aos de
Kelsey e colaboradores (2003), que relataram também que o isdmero mais abundante é o cis-9- trans-
11, que em produtos lacteos correspondem a uma faixa de 75 a 90% do total de CLA na gordura do
leite. A diferenca encontrada nos contetdos dos &cidos linoléicos conjugados pode-se dever a: estacao
do ano, alimentacéo e a ragdo animal, estagio de lactacdo e o processamento térmico (PRANDINI et.
al, 2007).

Observa-se também que o CLA mais abundante é o CLACc9t11 representando valores acima
de 90%, dado semelhante ao de KUHLSEN et al. (2005), onde 0 mesmo relata que 90% do CLA em
gordura de ruminantes é representada pelo CLAc9t11.

Na tabela 8 consta os somatorios dos &cidos graxos saturados (4:0, 6:0, 8:0, 10:0, 12:0, 13:0,
14:0, 15:0, 16:0, 17:0, 18:0, 20:0), monosaturados (14:01, 16:01, 17:01, 18:1n9t, 18:1N9, 18:1nTt,
18:1n7c), insaturados (18:2n6T, 18:2t9c12, 18:2n-6, 18:3n-3, CLACc9t11, CLAt10c12, 20:3n-6),
relagdo entre 4cidos graxos insaturados e saturados, 6mega 3 (18:3n-3, 20:3n-3), 6mega 6 (18:2n-6,

20:3n-6) e a relacdo entre os &cidos graxos da familia n-6 e n-3 (n-6/n-3).
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Tabela 8. Totais de &cidos graxos saturados, mono e insaturados, relacdo &acido graxo
insaturado/saturado, 6mega 3, dmega 6 e relagio entre 6mega 6 e dmega 3 em mg g™ de lipidios para
leite in natura, pasteurizado e esterilizado.

Leite in Leite Leite

A~ 1 2

Acido Graxo natura Pasteurizado Esterilizado cv
SATURADOS 589,08° 521,44%® 457,08" 26,06
MONOSAINTURADOS 283,63° 242,06%® 219,91° 23,53
POLI-INSATURADOS  33,77° 28,85% 26,16° 24,52
AGPI/AGS? 0,06° 0,05° 0,06° 13,28
n-3 4,60° 4,19® 3,65° 24,86
n-6 9,07° 7,86%® 7,32° 20,03
n-6/n-3 2,10° 1,97° 2,07° 10,72

"Nomenclatura usual “Coeficiente de variacio; °Relagéo 4cidos graxos poli-insaturados/saturados.
Médias na mesma linha seguidas de letras diferentes diferem pelo teste de Tukey (p>0,05).

Observa-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) para os somatorios dos acidos
graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados e a relagdo entre acidos graxos &cidos graxos
poli-insaturados/saturados entre o leite in natura e leite pasteurizado.

Souza (2003) encontrou resultados semelhantes e cita em seu estudo que, a gordura do leite
contém &cidos graxos derivados da sintese de novo pela glandula maméria (4:0 a 14:0 mais uma
porcdo de 16:0) e dos &cidos graxos pré-formados na saida da glandula mamaria (uma porcéo de 16:0
e todas as cadeias mais longas de acidos graxos), sendo os lipidios do tecido adiposo dos ruminantes
geralmente mais saturados do que os lipidios do tecido dos ndo-ruminantes, devido & biohidrogenagao
ruminal dos acidos graxos insaturados no rdamen.

Quanto aos &cidos graxos insaturados, a redugdo do leite in natura para leite pasteurizado
tanto do leite in natura para leite UHT confirma o que Ford e Thompson (1981), relata que ndo ha
alteracdes de importancia nutricional no teor de lipidios, minerais e carboidratos no processamento
UHT, embora possa haver alguma perda de &cidos graxos insaturados nos lipideos lacteos.

Ap0s o tratamento térmico as razdes n-6/n-3 diminuiram o que é bom, pois, quanto menor a
relacdo entre estes &cidos graxos melhor é o que Simopoulos (2006) sugere que esta razao ndo deve
ultrapassar 4. O Departamento de Saude da Inglaterra (1994) sugere que a razdo da ingestdo de
Omega-6 e Omega-3 esteja entre 5 e 10, mas ndo houve diferenca significativa entre leite in natura,

leite pasteurizado e leite UHT.
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6 CONCLUSOES

e  As anélises fisico-quimicas dos leites avaliados se encontram dentro dos padrées do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento;

e Quanto a quantificagdo dos acidos graxos nos lipideos do leite ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos térmicos (pasteurizacdo e esterilizagdo), mas houve uma reducdo
significativa entre o leite in natura e o leite UHT demonstrando a a¢do do tratamento térmico sobre o
leite.

e O tratamento térmico UHT reduz significativamente o teor de CLA com relacdo ao leite in
natura. Sendo assim, caso haja o interesse da industria no langamento de um leite enriquecido com

CLA, deve-se observar a influéncia do tratamento térmico.
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ANEXO

Anexo 1. Fator de Correcdo Experimental (FCE), Teorico (FCT) e Fator de Erro (FE) para o

Cromatografo em fase gasosa.

Acido

Area

Graxos Massa % 1 5 Védia Ap Mp FCE FCT FE
04:00 4,01 2958919 | 4668146 | 3813532,5 |5988713,5| 1,98 3,180 |1,592964 | 1,996546
06:00 3,99 5040945 | 7651687 | 6346316 |5988713,5| 1,98 1,902 ]1,353751 |1,404691
08:00 3,99 6217715 | 9902141 | 8059928 |5988713,5| 1,98 1,497 | 1,23404 |1,213335
10:00 4,03 6547487 | 12124732 | 9336109,5 | 5988713,5| 1,98 1,306 ]1,162235 |1,123346
11:00 1,99 3260408 | 6451622 | 4856015 |5988713,5| 1,98 1,239 ]1,136161 | 1,090941
12:00 4,07 6541786 | 13565926 | 10053856 |5988713,5| 1,98 1,224 11,114434|1,098692
13:00 1,99 3415298 | 7647638 | 5531468 |5988713,5| 1,98 1,088 |1,096017 | 0,992805
14:00 3,99 6884275 | 16498479 | 11691377 |5988713,5| 1,98 1,032 | 1,08029 | 0,95551
14:01 1,98 3427592 | 8114725 | 5771158,5 |5988713,5| 1,98 1,038 |1,071288 | 0,968644
15:00 2,00 3410714 | 8645574 | 6028144 |5988713,5| 1,98 1,003 |1,066529 | 0,940897
15:01 1,98 3360582 | 8468449 | 5914515,5 |5988713,5| 1,98 1,013 |1,058148 | 0,956903
16:00 5,94 10231090 | 27141458 | 18686274 |5988713,5| 1,98 0,961 | 1,05463 |0,911658
16:01 2,00 3404004 | 8936538 | 6170271 |5988713,5| 1,98 0,980 |1,046767 |0,936579
17:00 2,01 3296205 | 9184848 | 6240526,5 |5988713,5| 1,98 0,974 |1,044077|0,933063
17:01 2,02 3440816 | 9418849 | 6429832,5 |5988713,5| 1,98 0,950 |1,036627 |0,916637
18:00 3,96 6564551 | 19342675 | 12953613 |5988713,5| 1,98 0,925 |1,034661 | 0,893664
18:1n-9t 2,06 3428708 | 9976978 | 6702843 |5988713,5| 1,98 0,930 |1,027625 | 0,904569
18:1n-9c 3,98 6758540 | 19588391 | 13173466 |5988713,5| 1,98 0,914 |1,027625 | 0,889235
18:2n-6t 1,99 3063242 | 8846775 | 5955008,5 |5988713,5| 1,98 1,011 |1,020693 | 0,990248
18:2n-6¢ 2,03 3148730 | 8986873 | 6067801,5 |5988713,5| 1,98 1,012 ]1,020693 | 0,991375
18:3n-6 2,02 2779328 | 7978769 | 5379048,5 |5988713,5| 1,98 1,136 |1,013658 | 1,120529
20:00 3,97 6554690 | 20136922 | 13345806 |5988713,5| 1,98 0,900 |1,018727|0,883194
18:3n-3 2,03 2833907 | 8018262 | 5426084,5 |5988713,5| 1,98 1,132 ]1,013658|1,116315
20:01 1,99 3432284 | 10573005 | 7002644,5 | 5988713,5| 1,98 0,860 |1,012416 |0,848986
20:02 1,99 3193292 | 10118373 | 6655832,5 |5988713,5| 1,98 0,904 |1,006105 |0,898827
21:00 1,98 3037223 | 9255146 | 6146184,5 |5988713,5| 1,98 0,974 |1,011899 |0,962922
20:3n-6 2,00 2802663 | 8256671 | 5529667 |5988713,5| 1,98 1,094 10,999793|1,094181
22:1n-9 1,99 6337526 | 19867408 | 13102467 |5988713,5| 1,98 0,459 |0,999897 | 0,459424
22+20:3n3 6,03 4980387 | 15021766 | 10001077 |5988713,5| 1,98 1,824 10,999793 |1,824017
20:4n-6 1,99 3161558 | 9969994 | 6565776 |5988713,5| 1,98 0,917 ]0,993585 | 0,922636
23:00 1,98 2840987 | 9136440 | 5988713,5 |5988713,5| 1,98 1,000 1 1
22:02 1,98 2117566 | 6356467 | 4237016,5 |5988713,5| 1,98 1,413 ]0,994206 | 1,421664
20:5n-3 2,00 2989456 | 9514551 | 6252003,5 |5988713,5| 1,98 0,968 |0,987274 |0,980035
24:00:00 3,98 4935398 | 16324254 | 10629826 |5988713,5| 1,98 1,132 ]0,994827 | 1,138355
24:01:00 2,04 3361158 | 10967520 | 7164339 |5988713,5| 1,98 0,861 | 0,98955 |0,870331
22:6n-3 1,98 1688102 | 5387332 | 3537717 |5988713,5| 1,98 1,693 | 0,97134 |1,742767
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FE = FATOR DE CORREGAO EXPERIMENTAL; FCT = FATOR DE CORRECAO TEORICO; FE = FATOR DE ERRO




