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RESUMO 

O Brasil é um dos maiores produtores de leite do mundo, sendo que a Região Sul é a 

maior produtora no cenário nacional. O estado de Santa Catarina é o quinto maior 

produtor de leite do Brasil, e o oeste deste estado está entre as maiores regiões 

produtoras no país. Assim, o objetivo desta dissertação foi caracterizar o leite bovino 

produzido na região Oeste do estado de Santa Catarina em diferentes estações do ano, e 

verificar a influência dos processamentos térmicos nas concentrações de vitamina D e 

minerais. Inicialmente, foi otimizada e validada uma metodologia para a determinação 

de ergocalciferol (vitamina D2) e colecalciferol (vitamina D3) utilizando técnicas de 

precipitação de proteínas e extração líquido-líquido (ELL), seguida de separação e 

quantificação por cromatografia líquida de alta eficiência com detector de arranjo de 

diodos (CLAE-DAD). A otimização dos experimentos foi realizada utilizando um 

delineamento central de composto rotacional (DCCR) 2³, com o volume de amostra, 

tempo de agitação e tempo de irradiação de ultrassom como variáveis independentes. O 

método foi validado determinando a seletividade, a linearidade, o limite de detecção, o 

limite de quantificação, a precisão e a exatidão. Para a caracterização físico-química das 

amostras de leite foram realizadas as determinações de sólidos totais, sólidos não 

gordurosos, resíduo mineral fixo (cinzas), lipídeos e proteínas. O mineral cálcio, sódio, 

potássio e magnésio foram determinados utilizando espectrometria de absorção atômica. 

Pela metodologia de superfície de resposta verificou-se que as melhores condições para 

a extração de vitaminas D2 e D3 a partir de amostras de leite são com volume de amostra 

de 4,0 mL, tempo de agitação de 2 min e tempo de irradiação de ultrassom de 15 min. O 

método otimizado e validado foi sensível, preciso, exato, linear na faixa de trabalho 

estudada, e possuiu baixo limite de detecção. Menores quantidades de vitamina D2 e D3 

foram encontradas no leite obtido em meses mais quentes. A concentração de vitamina 

D2 diferiu significativamente (p < 0,05) entre o leite produzido no mês de novembro e 

os leites produzidos nos meses de maio e julho. Uma diferença significativa (p < 0,05) 

foi observada nas concentrações de vitamina D3 entre os meses de novembro, julho e 

setembro. As concentrações de vitamina D2 e D3 foram também significativamente 

diferentes (p < 0,05) comparando o leite cru (sem tratamento térmico) e os leites 

pasteurizado e UHT (leites após tratamento térmico). Entretanto, não foram observadas 

diferenças significativas (p < 0,05) entre os leites pasteurizado e UHT. No entanto, 

foram encontradas diferenças significativas (p < 0,05) em relação as diferentes estações 

do ano considerando os teores de sólidos totais, sólidos não gordurosos, resíduo mineral 

fixo, lipídeos e proteínas. Não foram encontradas diferenças significativas (p < 0,05) 

para as concentrações de potássio e magnésio nas diferentes estações do ano. Porém, a 

concentração de sódio foi menor no outono, enquanto que a de cálcio foi menor no 

verão. Verificou-se diferença significativa (p < 0,05) nas concentrações dos minerais em 

diferentes estações do ano comparando o leite cru e pasteurizado. Pelos resultados desse 

estudo conclui-se que as estações do ano têm influência significativa sobre a 

composição do leite, especialmente quanto ao teor de vitamina D, sódio, cálcio, sólidos 

totais, resíduo mineral fixo, lipídeos e proteínas.   

Palavras-chave: leite bovino, vitamina D, minerais, planejamento fatorial, tratamento 

térmico.  

 

 



   

ABSTRACT  

Brazil is one of the largest milk producers of the world, and the southern region is the 

largest producer in the Brazilian scenario. The state of Santa Catarina is the fifth largest 

producer of milk in Brazil, being the west region one of the largest producers this 

product in the country. Thus, the objective of this dissertation was to characterize 

bovine milk samples produced in the west region of the state of Santa Catarina at 

different seasons of the year, verifying the influence of the thermal processing on the 

vitamin-D and mineral concentrations. Firstly, the quantitative determination of 

ergocalciferol (vitamin-D2) and cholecalciferol (vitamin-D3) was optimized and 

validated using protein precipitation techniques and liquid-liquid extraction (LLE), 

followed by separation and determination by high performance liquid chromatography 

coupled to diode array detector (HPLC-DAD). The experimental optimization was 

performed using rotational central composite design (RCCD) 2³, with the sample 

volume, agitation time and ultrasound irradiation time as independent variables. The 

experimental methodology was validated by determining selectivity, linearity, detection 

limit, quantification limit, precision and accuracy. The physicochemical characterization 

of the milk samples was performed by determining the total solid, non-fat solid, fixed 

mineral residue (ash), lipid and protein contents. The calcium, sodium, potassium and 

magnesium concentrations were determined by atomic absorption spectrometry. From 

the results of the response surface methodology were observed that the best conditions 

for the extraction of vitamin-D2 and -D3 from milk samples include sample volume of 

4.0 mL, stirring time of 2.0 min, and ultrasound irradiation time of 15 min. The 

optimized and validated methodology was sensitive, precise, accurate, and linear in the 

study range. In addition, it was found low detection limit. Lower amounts of vitamin-D2 

and -D3 were found in milk samples collected in the warmer seasons. The vitamin-D2 

concentrations were significantly different (p <0.05) in the milk samples produced in 

November, May and July. Significant statistically differences (p <0.05) were also 

observed in the vitamin-D3 concentrations in November, July and September. The 

Vitamin-D2 and -D3 concentrations were also significantly different (p <0.05) 

comparing raw (without thermal treatment), pasteurized and UHT milk (milk after 

thermal treatment) samples. However, no significant difference (p <0.05) was found 

between pasteurized and UHT milks. The total solid, non-fatty solid, fixed mineral 

residue (ash), lipid and protein contents were statistically different (p <0, 05) among the 

seasons of the year. No significant statistical difference (p <0.05) was found for the 

potassium and magnesium concentrations in the different seasons of the year. However, 

the sodium concentration was lower in the autumn, whereas calcium concentration was 

lower in the summer. There were significant differences (p <0.05) in the mineral 

concentrations in the different seasons of the year comparing raw and pasteurized milks. 

The results of this study indicate that the seasons of the year alter the milk 

compositions, mainly the vitamin-D, sodium, calcium, total solid, fixed mineral residue 

(ash), lipid and protein contents. 

Key words: Bovine milk, vitamin D, minerals, factorial design, thermal treatment. 
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1. Capítulo 1 

 

1.1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

 

Milhões de pessoas consomem leites e produtos lácteos todos os dias no mundo. 

Esses produtos são fontes de nutrientes para as pessoas e meios de subsistência para 

agricultores, processadores, comerciantes e outros segmentos da cadeia láctea (FAO, 

2014). 

O Brasil é o quinto maior produtor de leite do mundo e a produção anual em 

2017 foi de 33,5 bilhões de litros, 0,5% menos do que em 2016. A região Sul do Brasil 

é a maior produtora de leite no país com um percentual de 35,7%. A segunda maior 

região produtora é o Sudeste com 34,2%. As outras regiões produtoras do país são o 

Centro-Oeste com 11,9%, Nordeste com 11,6% e Norte com 6,5% (IBGE, 2018). 

Diante disso, destaca-se a importância da produção leiteira no desenvolvimento social e 

econômico de diversas regiões brasileiras. Santa Catarina é o quinto maior produtor de 

leite dentre os estados brasileiros, com uma produção de aproximadamente 2.980 

milhões de litros de leite/ano (IBGE, 2018). O Oeste do estado de Santa Catarina é 

considerado uma bacia leiteira porque tem uma grande quantidade de produtores. Essa 

região está entre as maiores produtoras de leite entre os estados brasileiros. Conforme a 

síntese anual da agricultura de Santa Catarina (EPAGRI/CEPA, 2017), a região Oeste 

produziu 75,1% de todo o leite do estado em 2015, sendo que somente a microrregião 

de São Miguel do Oeste (Extremo Oeste) produziu 21,7% da produção total do estado. 

Em termos de volume recebido pelas indústrias inspecionadas no estado entre 2015 e 

2016, Santa Catarina cresceu 3,8%. Isso é um resultado inverso ao que ocorreu na 

maioria dos outros estados brasileiros. Assim, o estado de Santa Catarina atingiu a 

marca de 10,5% na participação da oferta de leite às indústrias brasileiras, superando 

pela primeira vez o estado de Goiás. 

Atualmente, a produção leiteira é uma das principais atividades socioeconômicas 

do meio rural no Oeste Catarinense, sendo considerado um dos pilares da agricultura 

familiar na região. A bovinocultura leiteira é uma opção econômica para a maioria dos 

agricultores dessa região que possui aproximadamente 51.614 estabelecimentos 

produtores de leites. Das 82.143 propriedades rurais no Oeste Catarinense, 

aproximadamente 3/4 produzem todo o leite do estado (JOCHIMS; DORIGON; 

PORTES, 2016). 
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1.2. OBJETIVOS  

 

1.2.1. Objetivo geral  

 

Caracterizar os leites bovinos produzidos na região Oeste do estado de Santa 

Catarina em diferentes estações do ano e verificar a influência do processamento 

térmico nas concentrações de vitaminas D2 e D3, e minerais. 

 

1.2.2. Objetivos específicos 

 

a. Otimizar e validar uma metodologia cromatográfica para a determinação de 

vitamina D2 e D3 em leites produzidos na região Oeste do estado de Santa 

Catarina. 

b. Efetuar caracterização físico-química do leite cru, pasteurizado, UHT integral, 

UHT desnatado e UHT semidesnatado.  

c. Quantificar cálcio, magnésio, potássio e sódio nas amostras de leite.  

d. Estudar a influência das estações do ano e dos tratamentos térmicos nas 

concentrações de minerais, vitamina D2 e vitamina D3 nas amostras de leite. 

 

1.3. SÍNTESE BIBLIOGRÁFICA  

 

1.3.1. Leite  

 

O leite é um produto líquido, branco, opaco, viscoso, açucarado e praticamente 

sem odor (VEISSEYRE, 1988). Esse produto é formado por uma mistura de diversos 

compostos sólidos dissolvidos em água (BRITO et al., 2007). Do ponto de vista físico-

químico, o leite consiste em uma emulsão de glóbulos de gordura e em uma suspensão 

micelar composta de caseína (caseína, cálcio e fósforo) em fase aquosa. No leite são 

encontradas moléculas de lactose, proteínas do soro do leite, vitaminas hidrossolúveis e 

alguns minerais solubilizados. A parte suspensa desse tipo de amostra é composta por 

leucócitos (GONZÁLEZ, 2001). 
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1.3.2. Composição do leite 

 

O leite e seus derivados lácteos constituem-se em um grupo de alimentos com 

alto valor nutricional uma vez que são fontes de proteínas, vitaminas e minerais 

(BRASIL, 2006). Esses produtos contêm também nutrientes de alto valor biológico e 

são muito importante para o desenvolvimento e crescimento de mamíferos (TRONCO, 

2010). O leite de vaca é um dos produtos mais consumidos e processados do mundo, 

tendo composição altamente variável. A composição química, bioquímica e biológica de 

uma amostra de leite de vaca é influenciada por vários fatores, incluindo a raça do 

animal, o estágio de lactação, a ordem de parição, o manejo, a nutrição, o estado de 

saúde, a variação durante a ordenha, dentre muitos outros (ABREU, 2005). 

A composição geral das amostras de leite contém entre 12 a 13% de compostos 

sólidos dissolvidos e 87% de água. Os principais sólidos dissolvidos no leite são lipídios 

(gordura), carboidratos, proteínas, sais minerais e vitaminas. A distribuição e interação 

desses constituintes nas amostras de leite é crucial para a determinação das propriedades 

funcionais e viabilidade do leite para processamento industrial. As micelas de caseína e 

os glóbulos de gordura contidos em amostras de leite são responsáveis pelas suas 

características físicas como estrutura e cor, as quais são facilmente encontradas em 

produtos de origem láctea (BRITO et al., 2007). 

 

1.3.2.1. Água 

 

Água é o componente em maior quantidade em termos da composição total do 

leite. Nesse meio, encontram-se também sólidos dissolvidos, suspensos ou 

emulsionados. A quantidade de água em amostras de leite influencia significativamente 

a sua densidade. A água presente no leite é a mesma que é utilizada pura para o 

consumo humano e animal. A estrutura de uma amostra de leite contendo água pode ser 

simulada quando é dissolvido leite em pó em água da torneira, com formação de um 

líquido branco contendo pequenas quantidades de sólidos dissolvidos. A variação da 

percentagem de água na composição de um determinado tipo de leite pode ocorrer 

devido à raça do rebanho e o tempo de lactação (BEHMER, 1984; MESQUITA et al., 

2006).   
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1.3.2.2. Lipídeos 

 

A gordura do leite é formada por pequenos glóbulos suspensos na fase aquosa, 

os quais são envolvidos por camadas de fosfolipídios. Essas camadas formam 

membranas na parte exterior dos glóbulos, impedindo as suas uniões. Desse modo, a 

gordura do leite é mantida na forma de emulsão. A maior parte da gordura do leite é 

constituída por triglicerídeos que são formados por ácidos graxos ligados ao glicerol. A 

fração de gordura no leite é um veículo para vitaminas lipossolúveis (A, D, E, K), 

colesterol e carotenoides (provitamina A). Esses últimos são responsáveis pela cor 

amarelo-creme do leite. A concentração de gordura no leite cru oriundo de vacas varia 

geralmente entre 3,5 e 5,3% dependendo da raça, estágio de lactação e alimentação do 

animal (GRIINARI et al., 2004).  

O leite de vaca tem altas concentrações de lipídeos os quais são compostos por 

400 tipos diferentes de ácidos graxos (AG). Podem existir AG de cadeia curta derivados 

do metabolismo dos ruminantes, AG de cadeia longa derivados da dieta do animal e AG 

de cadeia média (C16) provenientes tanto do metabolismo dos ruminantes quanto da 

dieta do animal (JENSEN, 2002). A gordura do leite contém também ácidos graxos 

saturados (AGS) e ácidos graxos insaturados (AGI). Devido à relação entre AGS e 

doenças cardiovasculares, a gordura do leite é considerada um fator de risco para a 

saúde humana. Por outro lado, o leite pode ser uma fonte de alimentação humana 

importante devido à presença de ácidos graxos poli-insaturados essenciais (PUFA), 

ácidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e ácido linoleico conjugado (CLA) 

(JENKINS et al., 2008).  

 

1.3.2.3. Carboidratos 

 

O principal carboidrato presente no leite é a lactose. A sua concentração pode 

variar entre 4,6 a 4,9 %. Sua estrutura é constituída por unidades de 4-0-β-D-

galactopiranosil-D-glucopiranose (HURLEY, 1999 a). A concentração de lactose em 

leite depende do teor de sais minerais os quais mantém a pressão osmótica da solução 

igual àquela encontrada no sangue (PINHEIRO; MOSQUIM., 1991). Além da lactose, 

podem ser encontradas em pequenas quantidades no leite a glicose e a galactose. A 

glicose encontrada no leite é oriunda da hidrólise de lactose no fígado devido à 

neoglicogênese. Essa síntese é baseada no metabolismo do ácido propiônico e de alguns 
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aminoácidos. Quando a glicose entra nas células secretoras do animal ocorrem i) a 

síntese de lactose, ii) a estimulação da síntese de proteínas, iii) a síntese de glicerol na 

formação da gordura do leite e iv) a síntese de gordura (CASSOLI et al., 2010). 

 

1.3.2.4. Proteínas 

 

As proteínas representam entre 3 a 4% dos sólidos solúveis encontrados em 

amostras de leite. A porcentagem de proteína varia com a raça do animal, sendo 

proporcional à quantidade de gordura presente no leite. Isso significa que quanto maior 

a percentagem de gordura no leite, maior será a concentração de proteína (RIBEIRO 

NETO et al., 2010). As proteínas do leite podem ser separadas em dois grandes grupos: 

i) as caseínas e ii) as proteínas do soro.  

As caseínas sofrem precipitação em pH 4,6 e as proteínas do soro do leite não 

precipitam (MEPHAN et al., 1992). A caseína é uma fosfoproteína relativamente 

hidrofóbica, a qual é encontrada na forma de micelas. Ela pode ser sintetizada a partir 

de células epiteliais presentes nas glândulas mamárias (DEPETERS; CANT, 1992). As 

micelas de caseína e os glóbulos de gordura são responsáveis pela consistência e cor dos 

produtos lácteos (RIBEIRO NETO et al., 2010).  

Dentre as principais proteínas do soro de leite as mais importantes são 

sintetizadas na glândula mamária (β-lactoglobulina e a α-lactalbumina). Outras que têm 

certa relevância estão presentes no sangue (albumina sérica e imunoglobulinas). Além 

dessas proteínas, podem ser encontradas algumas como a lactoferrina, transferrina e 

enzimas (plasmina, lipase lipoproteica e fosfatase alcalina). Em condições normais, a 

proteína comumente encontrada em soro do leite é a β-lactoglobulina, a segunda de 

maior incidência é a α-lactalbumina, e em menores quantidades a albumina sérica e as 

imunoglobulinas (MEPHAN et al., 1992). 

 

1.3.2.5. Minerais 

 

Minerais e oligoelementos estão presentes no corpo humano em várias formas 

químicas. Dentre essas formas se incluem os sais inorgânicos, proteínas, gorduras, 

carboidratos e ácidos nucleicos. Esses compostos têm funções fisiológicas e biológicas 

importantes para a subsistência da vida (FLYNN, 1992). Os 20 minerais considerados 

essenciais na dieta humana são o sódio, potássio, cloro, cálcio, magnésio, fósforo, ferro, 
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cobre, zinco, manganês, selênio, iodo, cromo, cobalto, molibdênio, flúor, arsênio, 

níquel, silício e boro. Todos esses minerais estão presentes no leite em diferentes 

concentrações e formas químicas (CASHMAN, 2006).  

Muitos minerais presentes no leite são derivados de sais como o fosfato de 

cálcio. Aproximadamente 67% do cálcio, 35% do magnésio e 44% do fosfato estão na 

forma de sais ligados dentro das micelas de caseína, sendo que o restante está solúvel na 

fase do soro de leite (FOX; MCSWEENEY, 1998). A concentração de minerais no leite 

na forma de sais varia entre 0,8 a 0,9 %. Os principais cátions encontrados no leite são 

cálcio, magnésio, sódio e potássio. Entre os principais ânions estão fosfato, citrato e 

cloreto. A maior parte dos íons presentes nas amostras de leite está associada às 

proteínas. Dependendo do tipo, o mineral pode estar difuso (sódio, potássio e cloro) ou 

parcialmente associado às micelas de caseína (cálcio, magnésio e fósforo) 

(GAUCHERON, 2004). Os minerais e elementos traços presentes no leite são 

importantes para o bom funcionamento do organismo (FLYNN, 1992). Assim, um 

breve resumo obtido de uma revisão bibliográfica realizada por Flynn (1992), das 

propriedades e funcionalidades de algumas espécies está descrito em seguida: 

 O sódio é o principal cátion do fluido extracelular, sendo o principal regulador 

de volume nesse fluido. É importante na regulação da osmolaridade, do 

equilíbrio ácido-base e do potencial de membrana das células. Esse cátion é 

também importante no transporte de fluidos através das membranas celulares.  

 O potássio é o principal cátion intracelular encontrado na célula, contendo uma 

concentração 30 vezes maior no fluido intracelular do que no fluido extracelular. 

O potássio extracelular é importante para a transmissão de impulsos nervosos, 

para o controle da contração do músculo esquelético e para a manutenção da 

pressão arterial.  

 O cálcio encontrado em fluidos extracelulares, estruturas intracelulares e 

membranas celulares são úteis para controlar os batimentos cardíacos, a 

coagulação sanguínea, a secreção de hormônios, a integridade de substâncias e 

nas membranas intracelulares, a condução nervosa, a contração e a ativação de 

enzimas.  

 O magnésio tem uma função essencial nos processos fisiológicos, incluindo o 

metabolismo de proteínas e ácidos nucleicos, transmissão neuromuscular e 

contração muscular. Além disso, o magnésio atua como cofator de muitas 
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enzimas. 

As concentrações de minerais e oligoelementos em leite de vaca cru variam com 

a secreção da glândula mamária, o estado de lactação, a espécie animal, o estado de 

saúde, fatores extrínsecos, a estação do ano, o tipo de ração do gado leiteiro (estado 

nutricional da vaca) e meio ambiente (natureza do solo e localidade da fazenda) (SOLA-

LARRAÑAGA; NAVARRO-BLASCO, 2009). 

 

1.3.2.6. Vitaminas 

 

As vitaminas são compostos indispensáveis para o desenvolvimento e 

crescimento dos seres vivos. Sua ausência pode causar sérios problemas fisiológicos. As 

vitaminas têm diferenças em composição química, fisiológica, atividade e importância 

nutricional. Em estudos na área de tecnologia alimentar, a análise de vitaminas é muito 

importante para a avaliação de vários distúrbios bioquímicos e nutricionais em um 

indivíduo (BLANCO; FERNÁNDEZ; GUTIÉRREZ, 2000). 

Treze vitaminas são encontradas em leite bovino, incluindo as vitamina A, D, 

B2, B5 e B12. O consumo diário dessas vitaminas em quantidades adequadas é 

importante para o bom funcionamento do corpo humano. De acordo com dados da 

USDA, em pesquisa realizada em 2009, o consumo recomendado de vitamina A é entre 

11 a 16%, vitamina D entre 17 a 50%, vitamina B2 entre 32 a 46%, vitamina B5 entre 17 

a 21% e vitamina B12 entre 42 a 56% (SOUZA, 2015). Segundo Hurley (1999 b), o teor 

de vitamina presente no leite é totalmente dependente do aporte sanguíneo, pois a 

glândula mamária não sintetiza esse tipo de composto. Em geral, o aumento dos teores 

de vitaminas no leite bovino pode ser devido a alterações na composição da dieta do 

animal. Diferenças nas concentrações de retinol, β-caroteno e α-tocoferol no leite são 

principalmente explicados pela ingestão de alimentos diferentes e pelo teor de gordura 

do leite. Esses compostos podem ser precursores na produção de vitaminas. 

As principais vitaminas no leite são classificadas como hidrossolúveis e 

lipossolúveis. A concentração das vitaminas hidrossolúveis do complexo B em leite 

varia devido à dieta do animal, enquanto que a concentração de vitamina C é pouco 

afetada (HURLEY, 1999 b). A vitamina lipossolúvel D é encontrada como vitaminas D2 

e D3. A vitamina D2 é formada pela irradiação do ergosterol. A vitamina D3 é produzida 

no corpo do animal devido a sua exposição direta aos raios ultravioletas solares. O teor 

de vitamina D3 depende também da quantidade de gordura fornecida na dieta animal 



22   

(HURLEY, 1999 b). A vitamina lipossolúvel E pode ser produzida devido ao consumo 

de α-tocoferol durante a dieta alimentar (LARSON, 1985). A concentração da vitamina 

lipossolúvel K é baixa em leites (HURLEY, 1999 b). 

 

1.3.3. Leite de consumo  

 

Os leites destinados ao consumo humano podem ser classificados em leite cru ou 

tratado termicamente. Pela Instrução Normativa nº 76, de 26 de novembro de 2018 é 

definido que o leite cru refrigerado é um produto produzido em propriedades rurais, 

refrigerado e destinado aos estabelecimentos de leite e derivados após inspeção oficial. 

Além disso, o leite pasteurizado é um produto fluido que foi submetido a processos de 

pasteurização e envase automático em circuito fechado para destinação ao consumo 

humano direto (BRASIL, 2018). 

O objetivo do tratamento térmico de leite cru é a eliminação de microrganismos 

indesejáveis e sua melhor conservação. Os processos de conservação por calor 

dependem da temperatura, do tempo, das características dos produtos a serem tratados e 

da resistência térmica dos microrganismos a serem destruídos (SILVA, 2000). Os 

tratamentos térmicos mais utilizados em leite são a pasteurização e a esterilização. A 

eficácia e os efeitos desses tratamentos estão relacionados às combinações temperatura-

tempo, método de aquecimento utilizado e condições de pré-tratamento (WALSTRA; 

WOUTERS; GEURTS, 2006). 

A pasteurização é um tratamento térmico relativamente brando, em que as 

temperaturas utilizadas são menores que 100 °C. Esse processo é comumente realizado 

para prolongar a vida útil do leite e de seus derivados lácteos (SILVA, 2000). Este 

método, que conserva os alimentos devido à inativação das enzimas e destruição dos 

microrganismos termossensíveis (por exemplo: bactérias não esporuladas, leveduras e 

fungos), provoca mudanças mínimas no valor nutritivo e nas características sensoriais 

do alimento em questão (SILVA, 2000). Por outro lado, o processo de esterilização 

mais utilizado para o tratamento térmico de leite é o UHT. Nesse processo, as bactérias 

esporuladas são eliminadas. Uma esterilização completa é difícil de conseguir já que 

alguns esporos termo resistentes podem permanecer no produto (VEISSEYRE, 1988). 

Pela portaria Nº 370 de 04 de setembro de 1997 (Regulamento da Inspeção 

Industrial e Sanitária de Produtos de Origem Animal), o leite UAT (Ultra Alta 

Temperatura) ou UHT (do inglês – Ultra High Temperature) é um produto 
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homogeneizado que foi tratado em fluxo contínuo a 130 ºC entre 2 a 4 segundos, 

resfriado para temperatura inferior a 32 ºC e envasado em condições assépticas 

utilizando embalagens estéreis e hermeticamente fechadas. A esterilização de alimentos 

envasados dessa maneira modifica tanto o seu valor nutritivo como as suas 

características sensoriais. Os melhores processos de preparo de produtos assim são 

aqueles que eliminam a ação de microrganismos patogênicos, deterioradores e 

inativadores de enzimas. Contudo, eles não devem provocar modificações indesejáveis 

nas características gerais das matérias-primas. O termo “esterilização comercial” é 

utilizado para definir um alimento que é microbiologicamente estável, visto que os 

microrganismos que sobreviveram à esterilização são espécies termófilas. Esses tipos de 

microrganismos só conseguem se desenvolver em temperaturas superiores a 45 °C. 

Assim, eles não são capazes de se desenvolver em condições normais de 

armazenamento do leite (SILVA, 2000). 

O leite UAT (UHT) pode ser classificado de acordo com o conteúdo da matéria 

gorda presente na amostra. Assim, o leite UAT (UHT) integral possui teor de gordura 

mínimo de 3,0%, o leite UAT (UHT) semidesnatado ou parcialmente desnatado possui 

teor de gordura variando entre 0,6 a 2,9% e o leite UAT (UHT) desnatado possui teor de 

gordura com valor máximo de 0,5%. Esses leites são comercialmente conhecidos como 

leite UAT (UHT) integral, leite UAT (UHT) semidesnatado e leite UAT (UHT) 

desnatado (BRASIL, 1997). Os teores de matéria gorda em cada tipo de leite são 

definidos por um processo padronizado na indústria durante o processamento. 

Normalmente, a padronização é realizada centrifugando o leite cru e retirando o creme. 

Posteriormente, o teor de gordura é ajustado pela adição de creme nas proporções 

estabelecidas para cada tipo de leite. O tratamento térmico do leite é um processo 

industrial que precisa ser avaliado antes da aplicação para não alterar a qualidade do 

alimento processado (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). 

 

1.3.4. Otimização de métodos analíticos  

 

Otimização refere-se a melhorar o desempenho de um sistema, processo, ou um 

produto, a fim de obter o máximo benefício. O termo otimização tem sido comumente 

utilizado em análises químicas como um meio de descobrir as condições em que aplicar 

um procedimento que produz a melhor resposta possível (ARAÚJO; BRERETON, 

1996). Para o processo de otimização de extração de vitaminas é necessário investigar 
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os fatores que influenciam a quantidade de vitamina extraída, bem como, a interação 

entre esses fatores. Assim, um planejamento fatorial composto central rotacional 

(DCCR) torna-se importante para prever esses efeitos. 

A metodologia do planejamento composto central rotacional (DCCR) consiste 

em um grupo de procedimentos, estatísticos e matemáticos, que podem ser usados no 

estudo das inter-relações entre uma ou mais respostas (variáveis dependentes) com 

inúmeros fatores (variáveis independentes). É uma técnica estatística baseada no 

emprego de planejamentos fatoriais, introduzida na década de 50, que, desde então, tem 

sido usada com grande sucesso na modelagem de diversos processos industriais 

(BARROS NETO et al., 1995). A fim de compreender as aplicações do DCCR na 

otimização de métodos analíticos, BEZERRA (2008) definiu alguns termos-chave: 

- Domínio experimental é o campo experimental que deve ser investigado. É definido 

pelos limites mínimo e máximo das variáveis experimentais estudadas. 

- Design experimental é um conjunto específico de experimentos definidos por uma 

matriz composta pelas diferentes combinações dos níveis de variáveis estudadas. 

- Fatores ou variáveis independentes são variáveis experimentais que podem ser 

mudadas independentemente uma da outra. Exemplos: pH, temperatura, concentração 

de reagentes, tempo de irradiação, vazão, entre outros. 

- Respostas ou variáveis dependentes são os valores obtidos dos resultados dos 

experimentos. Exemplos: recuperação de um analito, resolução entre picos 

cromatográficos, porcentagem de carbono residual e acidez final, entre outros. 

- Residual é a diferença entre o resultado calculado e o resultado obtido 

experimentalmente para um determinado conjunto de condições.  

A metodologia de superfície de resposta (RSM) originou-se a partir da 

perspectiva gráfica gerada após adequação do modelo matemático e seu uso tem sido 

amplamente adotado em textos sobre quimiometria. A metodologia de superfície de 

resposta é uma coleção de técnicas estatísticas e matemáticas baseadas no ajuste de uma 

equação polinomial de dados experimentais, que devem descrever o comportamento de 

um conjunto de dados com o objetivo de fazer previsões estatísticas (TEÓFILO; 

FERREIRA, 2006). Pode ser bem aplicado quando uma resposta ou um conjunto de 

respostas de interesse são influenciados por diversas variáveis. O objetivo é otimizar 

simultaneamente os níveis dessas variáveis para obter o melhor sistema desempenho 

(BEZERRA, 2008). 
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 Alguns estágios na aplicação do RSM como uma técnica de otimização são os 

seguintes: (1) a seleção de variáveis independentes através de estudos de rastreio e 

delimitação da região experimental, de acordo com o objetivo do estudo e a experiência 

do pesquisador; (2) a escolha do delineamento experimental e realização dos 

experimentos de acordo com a matriz experimental selecionada; (3) o tratamento 

matemático-estatístico do estudo experimental dado através do ajuste de uma função 

polinomial; (4) a avaliação da adequação do modelo; (5) a verificação da necessidade e 

possibilidade de realizar um deslocamento em direção à região ótima; e (6) obter os 

valores ótimos para cada estudo variável (BEZERRA, 2008). 
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2. Capitulo 2 

 

VITAMINA D2 E D3 EM LEITE FLUIDO: OTIMIZAÇÃO E VALIDAÇÃO DE 

METODOLOGIA POR ELL-CLAE-DAD 

 

2.1. INTRODUÇÃO  

 

As vitaminas são espécies orgânicas que não são comumente sintetizadas em 

quantidades suficientes pelos organismos humanos ou animais. Portanto, elas devem 

estar presentes na dieta alimentar diária (NESTOLA; THELLMANN, 2015). A 

vitamina D faz parte de um grupo de compostos chamados secosteroides (semelhantes a 

esteroides, porém com anel aromático aberto) de ocorrência natural que são 

lipossolúveis (NORMAN, 2008). Essa vitamina existe como ergocalciferol (D2) ou 

colecalciferol (D3). O ergocalciferol é convertido em ergosterol por fungos ou leveduras 

expostos à luz UVB. Similarmente, o colecalciferol é convertido em 7-desidrocolesterol 

(encontrado na pele humana) também por exposição à luz UVB (TANGPRICHA, 

2012). A vitamina D é essencial para absorção de cálcio em organismos humanos e 

animais, além de ser importante na mineralização envolvida no crescimento ósseo. A 

forma biologicamente ativa da vitamina D após a ingestão é obtida pela hidroxilação no 

fígado (calcidiol) e nos rins (calcitriol) (NESTOLA; THELLMANN, 2015). 

Em algumas pesquisas realizadas na última década têm sido sugerido que a 

vitamina D é importante para o combate de muitas doenças. Assim, sua deficiência no 

organismo pode aumentar o risco de osteoporose, doenças cardíacas, alguns tipos de 

câncer, esclerose múltipla e doenças infecciosas. Uma vez que poucos produtos 

alimentícios possuem vitamina D de forma natural, o enriquecimento de alimentos com 

este nutriente, principalmente com vitamina D3, é de suma importância (ALLEN et al., 

2006). Pequenas quantidades de vitamina D3 podem ser encontradas em partes 

comestíveis de peixes com elevada quantidade de gordura, fígado de mamíferos, ovos e 

produtos lácteos. A concentração de vitamina D3 no leite varia com a estação do ano 

devido à quantidade de luz solar disponível para a conversão do 7-desidrocolesterol da 

pele do animal em colecalciferol (PROGRESS; HOLICK, 2008).   

Vitaminas são instáveis na presença de luz, calor e produtos químicos, embora 

em alguns casos a vitamina D é relativamente estável durante o processamento e 

armazenamento de alimentos (HANSON; METZGER, 2010) (KASMI; VIETH; 
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ROUSSEAU, 2007). Alguns exemplos incluem a resistência dessa vitamina no processo 

de defumação do peixe, na pasteurização e esterilização do leite, e na secagem de ovos 

por pulverização. No enriquecimento de leites é comum ocorrer decomposição de 25 a 

35 % da vitamina D durante o processamento (BENDER, 1979). 

A determinação de vitamina D em fluídos biológicos pode ser realizada por 

diferentes métodos. No entanto, poucos foram desenvolvidos para a determinação em 

amostras de leite in natura e/ou não enriquecidos (KASALOVÁ et al., 2015). A 

vitamina D em fluidos biológicos ou alimentos é encontrada ligada a proteínas e 

lipídios. Assim, é importante a aplicação de um método apropriado para a preparação da 

amostra antes da análise (PERALES et al., 2005). A preparação de uma amostra de leite 

para a determinação de vitamina D pode ser realizada utilizando um processo de 

precipitação de proteínas e/ou saponificação. Tradicionalmente, a saponificação é 

utilizada para a preparação de amostras de alimentos lácteos, enquanto que a técnica de 

precipitação é utilizada para a preparação de amostras derivadas de plasma ou soro 

biológico. A técnica de precipitação é baseada na utilização de solventes aquosos ou 

orgânicos, os quais são utilizados para precipitar as proteínas por desnaturação. 

Subsequentemente, as proteínas precipitadas são removidas por centrifugação e o 

sobrenadante evaporado. O resíduo final é reconstituído em um solvente adequado e 

utilizado para análise (GOMES et al., 2013). O preparo de amostras utilizando extração 

líquido-líquido é uma alternativa à precipitação e/ou saponificação (LUQUE DE 

CASTRO et al., 1999). Na extração líquido-líquido as etapas simples ou múltiplas de 

extração são realizadas utilizando solventes com diferentes propriedades físico-

químicas. Nesse caso, a transferência de massa entre duas fases imiscíveis levam a 

separação dos analitos na fase orgânica. Após isso, o solvente é evaporado e o extrato 

concentrado é redissolvido em solvente apropriado antes da análise. Uma das técnicas 

mais utilizadas para o preparo de amostras e a determinação de vitamina D e seus 

metabólitos é o imunoensaio. No entanto, a cromatografia é ainda uma das técnicas 

mais importantes para a determinação de vitamina D devido a sua exatidão e precisão 

(JIAO et al., 2017).  

Embora inúmeros trabalhos têm sido publicados sobre métodos para a  

determinação de vitamina D (GILL; ZHU; INDYK, 2016) (GOMES et al., 2015) 

(PERALES et al., 2005 b), poucos são focados na otimização dos parâmetros de 

preparo da amostra. Assim, o estudo das condições de precipitação e/ou extração 

líquido-líquido para reduzir o tempo de preparo da amostra, além da recuperação 
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máxima das vitaminas em matrizes alimentícias, é importante. Os métodos analíticos 

geralmente precisam ser validados antes da utilização na determinação de uma analito 

em amostras reais. Para o processo de otimização de extração das vitaminas D2 e D3 é 

necessario investigar os fatores que influenciam a quantidade de vitamina extraida, bem 

como, a interação entre esses fatores. Assim, um planejamento fatorial de composto 

central rotacional (DCCR) é importante para prever esses efeitos. A metodologia de 

superfície de resposta é outra técnica estatística para o desenvolvimento e otimização de 

processos, nos quais a resposta de interesse é influenciada por diversas variáveis. Nessa 

metodologia são definidas as variáveis independentes e as variáveis dependentes para 

um determinado processo. Além disso, o uso desta metodologia possibilita a geração de 

modelos matemáticos fundamentais para a explicação dos dados experimentais (BAS; 

BOYACI, 2007) (BEZERRA et al., 2008). 

A técnica de DCCR é comumente utilizada para análise e modelagem 

matemática de processos. O número de testes necessários para aplicação de DCCR 

inclui o padrão fatorial 2
k
 com sua origem no centro. Os pontos 2k axiais são fixados a 

uma distância chamada α a partir do centro, em que k é o número de variáveis. Os 

pontos axiais são escolhidos com o objetivo de permitir a rotacionalidade e garantir a 

variância constante da previsão do modelo em todos os pontos equidistantes do centro. 

Repetições do teste no centro são importantes para fornecer uma estimativa 

independente do erro experimental (ASLAN, 2008) (BOX; HUNTER, 1957). 

Em geral, o objetivo nesse capítulo foi otimizar e validar uma metodologia para 

determinar vitaminas D2 e D3 em leite fluido bovino e ovino. Para a preparação das 

amostras foi utilizada a técnica de precipitação de proteínas combinada à extração 

líquido-líquido. Para a determinação das baixas concentrações de vitaminas D2 e D3 nas 

amostras de leite previamente preparadas foi utilizado cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada à detecção de arranjo de diodos (CLAE-DAD). 

 

2.2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.2.1. Amostras  

 

As amostras de leite bovino e ovino cru foram obtidas em duas propriedades 

rurais da região Oeste do Estado de Santa Catarina, sendo congeladas a – 20 ºC até 

serem utilizadas para análise. Amostras de leite UHT, de quatro marcas diferentes foram 
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compradas em supermercados da região Oeste do Estado de Santa Catarina, sendo 

mantidas sob refrigeração (4,0 ± 1,0 ºC) após abertas.  

 

2.2.2. Reagentes  

 

Foram utilizados como reagentes acetonitrila (J. T. BAKER), hexano (Synth), 

diclorometano (Synth) e metanol (J. T. Baker), todos de grau cromatográfico. A água 

utilizada foi purificada em um purificador de água Gehaka modelo Master All (São 

Paulo, SP, Brasil). Ergocalciferol (número CAS 50-14-6) e colecalciferol (número CAS 

67-97-0) foram comprados na Sigma-Aldrich. As análises de colecalciferol e 

ergocalciferol foram realizadas utilizando solução estoque previamente preparada pela 

dissolução de 100 mg de padrão do analito em 100 mL de metanol. A concentração final 

da solução estoque foi de 1,0 g L
-1

. A partir da solução estoque, preparou-se soluções 

para análise com concentrações de 1,0 mg L
-1

 utilizando metanol como solvente. As 

soluções foram preparadas e armazenadas em frascos âmbar, e mantidas em temperatura 

de 4,0 ± 1,0 ºC. 

 

2.2.3. Preparo das amostras  

 

As amostras de leite cru foram descongeladas em banho-maria a 35,0 ± 1,0 ºC e 

homogeneizadas por aproximadamente 30 min utilizando agitação mecânica (Gehaka, 

São Paulo, SP, Brasil). As amostras de leite UHT foram abertas no momento da 

realização das análises e posteriormente armazenadas em temperaturas de 4,0 ± 1,0 ºC. 

A precipitação das proteínas para análise cromatográfica foi realizada adicionando 8,0 

mL de acetonitrila às amostras de leite (variável indepenente X1), misturando em 

agitador vortex (Ika, Staufen, Alemanha) a 2500 rpm (pelos tempos estudados na 

variável independente X2). Em seguida, as amostras foram incubadas em banho de 

ultrassom (Quimis, Diadema, São Paulo, Brasil) a 25 ºC em uma frequência de 40 KHz 

(pelos tempos estudados na variável independente X3), sendo posteriormente 

centrifugadas durante 10 min a 4400 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo de centrifugação e adicionados 12,0 mL de uma solução de hexano/diclorometano 

(4:1 v/v). A proteína especifica foi extraída com agitação de 2500 rpm utilizando um 

agitador vortex. A camada orgânica superior remanescente foi transferida para outro 

tubo de centrifugação e o processo foi repetido pela segunda vez. Os dois lotes de 
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sobrenadantes foram misturados e o solvente removido por evaporação em 

rotaevaporador (Quimis, Diadema, São Paulo, Brasil) a 55 ºC sob vácuo. O balão com o 

resíduo da evaporação foi lavado com 2,0 mL de metanol e filtrado utilizando filtro 

PTFE 0,22 µm (Hexis, Jundiaí, São Paulo, Brasil). Finalmente, o filtrado foi injetado no 

cromatógrafo. 

 As melhores condições experimentais para a extração líquido-líquido (ELL) de 

ergocalciferol e colecalciferol foram otimizadas utilizando delineamento central 

composto rotacional (DCCR). Nesse procedimento foi utilizado um planejamento 

fatorial 2³ contendo seis pontos axiais e três repetições do ponto central. As variáveis 

independentes utilizadas para otimização da ELL foram volume de amostra (mL) (X1), 

tempo de agitação (min) (X2) e tempo de irradiação de ultrassom (min) (X3). Os fatores 

e níveis estudados são apresentados na Tabela 1. Dezessete experimentos foram gerados 

e executados em ordem aleatória. Como variáveis de resposta considerou-se a área do 

pico cromatográfico da vitamina D2 (Y1) e área do pico cromatográfico da vitamina D3 

(Y2). 

 

Tabela 1 – Níveis dos fatores e domínio experimental do DCCR aplicado à otimização 

das condições experimentais de ELL de vitaminas D2 e D3. 

Fatores Domínio Experimental 

-α
a
 -1 0 +1 +α

a
 

Volume de amostra (mL) 0,6 2 4 6 7,4 

Tempo de agitação (min) 0,4 1 2 3 3,6 

Tempo de irradiação de 

ultrassom (min) 
7 10 15 20 23 

a
 α = 1,68 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

2.2.4. Identificação e quantificação de vitamina D2 e D3 por CLAE-DAD 

 

A identificação e quantificação de vitamina D2 e D3 em leite fluido foram 

realizadas utilizando a metodologia proposta por PERALES et al. (2005), com algumas 

modificações. O sistema cromatográfico foi um equipamento da marca Agilent 1260 

Infinity (Santa Clara, Califórnia, EUA) com sistema quaternário de bombas, injetor 

automático 1290, detector de arranjo de diodos (DAD) e software Lab Advisor. A 

separação cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna de guarda (4,6 mm x 12,5 
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mm, 5 µm; Zorbaz ODS 4-Pack, da Agilent) e uma coluna analítica (4,6 mm x 250 mm, 

5 µm; Zorbaz ODS 4-Pack, da Agilent) operando em temperatura de 37 ºC. O eluente 

foi uma solução metanol/água (95:5 v/v) em vazão 0,8 mL min
-1

 e eluição isocrática. O 

tempo total foi de 50 min e o volume de injeção de 20 µL. As áreas dos picos 

cromatográficos para as vitaminas D2 e D3 foram calculadas após observar o sinal 

analito do detector em 261 e 265 nm, respectivamente.  

 

2.2.5. Figuras de mérito para o método cromatográfico 

 

O método cromatográfico para a determinação das concentrações de vitaminas 

D2 e D3 foi validado considerando o Harmonized Guidelines for Single Laboratory 

Validation of Methods of Analysis (UNION et al., 2002). 

A seletividade do método foi assegurada por comparação entre os 

cromatogramas da amostra de leite integral bovino puro e leite integral bovino após 

adição de vitaminas D2 e D3 padrão em concentração de 22,5 ng 100 mL
-1

. A partir 

desses cromatogramas, calculou-se o fator de separação pela divisão do tempo de 

retenção da vitamina D3 pelo tempo de retenção da vitamina D2. 

A linearidade do método foi avaliada pela construção de duas curvas analíticas 

utilizando sete padrões de vitaminas D2 e D3 em cada curva e concentrações crescentes 

dos padrões. Todas as medidas experimentais das respostas analíticas no cromatógrafo 

foram realizadas em triplicata. A faixa de trabalho linear foi determinada pela plotagem 

da área dos picos cromatográficos dos padrões em função da concentração. Para cada 

curva foi determinado o coeficiente de determinação (R²). 

O limite de detecção (LOD) foi o sinal analitico determinado no pico 

cromatográfico com valor três vezes maior do que o ruído da linha de base. O limite de 

quantificação (LOQ) foi a menor concentração determinada pela curva de calibração em 

que a relação sinal/ruído é no mínimo 10. 

A precisão intra-corrida foi determinada a partir de seis injeções sucessivas (n = 

06) de amostras de leite UHT integral contendo padrão das vitaminas D2 e D3 em três 

diferentes níveis de concentração. A precisão intermediária foi determinada em dois 

dias diferentes, injetando seis amostras de leite UHT integral (n = 6) contendo três 

diferentes níveis de concentração de vitamina D2 e D3. A precisão foi avaliada por meio 

do desvio padrão relativo, para cada nível de concentração estudado (DPR, %). 
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A exatidão foi determinada utilizando o método de recuperação. Nisso, foram 

adicionadas soluções padrão de vitaminas D2 e D3 em três concentrações diferentes na 

matriz da amostra de leite UHT integral. A recuperação foi expressa como a 

porcentagem do desvio padrão entre o valor calculado e o valor nominal. 

 

2.2.6. Determinação de vitamina D2 e D3 em amostras reais 

 

Vitaminas D2 e D3 foram identificadas nas amostras reais de leite por meio da 

comparação dos tempos de retenção na coluna cromatográfica. Para isso, foram 

medidos espectros de UV-Vis dos leites in natura e dos leites contendo padrões das 

vitaminas. Esses espectros foram comparados e os picos das vitaminas identificados. As 

áreas dos picos foram utilizadas para a quantificação das vitaminas empregando curva 

de calibração analítica. As concentrações das vitaminas D2 e D3 foram analisadas em 

triplicata e os valores foram reportados em ng 100 mL
-1

.  

 

2.2.7. Análises estatísticas 

 

A análise de variância (ANOVA) foi aplicada aos dados experimentais, 

considerando significativos os resultados associados a valores de p < 0,05. As 

diferenças significativas entre as amostras foram determinadas utilizando o Teste t-

student. Foi utilizado para as análises estatísticas o software Statistica versão 10 

(STATSOFT Inc., Tulsa, OK, EUA). As respostas analisadas pelos experimentos 

realizados com DCCR foram às áreas dos picos cromatográficas para as vitaminas D2 e 

D3. Os modelos matemáticos do planejamento fatorial foram avaliados utilizando 

ANOVA com 95 % de confiança, e a melhor condição de extração foi otimizada 

utilizando a função desejabilidade. 

 

2.3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

As condições experimentais codificadas para o DCCR, bem como as variáveis 

de resposta estão apresentadas na Tabela 2. As variáveis de resposta para o DCCR 

foram às áreas dos picos cromatográficos para as vitaminas D2 e D3. O erro 

experimental foi calculado utilizando os valores das replicatas do ponto central, com 

desvios padrão relativos de 0,39 e 0,89 % para as vitaminas D2 e D3, respectivamente. 
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Tabela 2 - Níveis investigados no DCCR e respostas obtidas. 

Volume de 

amostra (X1) 

Tempo de 

agitação (X2) 

Tempo de 

irradiação de 

ultrassom (X3) 

Vitamina 

D2 (área) 

Vitamina 

D3 (área) 

-1 -1 -1 7523 6400 

1 -1 -1 7491 3829 

-1 1 -1 9171 8392 

1 1 -1 4253 5966 

-1 -1 1 3857 3998 

1 -1 1 4253 5966 

-1 1 1 5108 3715 

1 1 1 8731 8183 

-1,68 0 0 3857 3715 

1,68 0 0 4253 5967 

0 -1,68 0 3767 3369 

0 1,68 0 9166 4022 

0 0 -1,68 5108 3998 

0 0 1,68 9354 8808 

0 0 0 8880 8555 

0 0 0 8800 8471 

0 0 0 8820 8657 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

Pelos resultados da análise de regressão e variância (ANOVA) observou-se que 

o efeito quadrático (X1
2
) foi significante para a variável de resposta “vitamina D2”, 

enquanto os efeitos quadráticos, X1
2
 e X2

2
, foram significantes para a variável de 

resposta “vitamina D3”. Esses resultados estão apresentados na Tabela 3. Não foram 

observadas significâncias para o efeito quadrático (X3
2
) nas duas variáveis de resposta. 

Não foi também observada falta de ajuste nos dois modelos matemáticos propostos, 

indicando que esses modelos podem ser utilizados para explicar a variância dos dados. 
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Tabela 3 - Análise de variância (ANOVA) para os modelos matemáticos propostos 

aplicando a metodologia de superfície de resposta aos dados experimentais. 

Fonte de 

variação 

Graus de 

liberdade 

Vitamina D2 Vitamina D3 

Soma dos 

quadrados 

F Soma dos 

quadrados 

F 

X1 1 5175 0,0013 1998787 0,8497 

X1
2
 1 27608495 7,0020* 13195420 5,6094* 

X2 1 12787739 3,2432 3757195 1,5972 

X2
2
 1 5709976 1,4481 24933900 10,5995* 

X3 1 30422 0,0077 2102236 0,8937 

X3
2
 1 2194374 0,5565 3157442 1,3422 

X1.X2 1 344035 0,0872 874503 0,3717 

X1.X3 1 10055370 2,5502 16339186 6,9458* 

X2.X3 1 6695970 0,2337 602253 0,2560 

Erro 7 27600459  16466580  

Total 16 85981858  72235270  

X1 = volume de amostra (mL); X2 = tempo de agitação (min); X3 = tempo de irradiação de ultrassom 

(min); * Significativo ao nível p ≤ 0,05. 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

Figura 1 - Diagramas de Pareto com os termos significativos para as áreas dos picos 

cromatográficos da vitamina D2 (a) e D3 (b). 

 
Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

A relevância de cada termo estudado pelo planejamento fatorial é apresentada 

por diagramas de Pareto nas Figuras 1a e 1b. As barras que ultrapassaram a linha 
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vertical indicam significâncias em um nível de 95 % de confiança. Em geral, observa-se 

que o volume de amostra (-X1) utilizado na extração líquido-líquido influenciou 

negativamente o processo de extração de vitamina D2, enquanto que o tempo de 

extração (-X2) e o volume de amostra (-X1) influenciaram negativamente o processo de 

extração de vitamina D3. O modelo matemático para determinar a área do pico 

cromatográfico da vitamina D2 o qual relaciona as variáveis independentes e variável de 

resposta é apresentado na Equação 1: 

 

                                              
                             (1)      

 

Considerando como variável de resposta à área do pico cromatográfico da 

vitamina D3, pode-se aplicar o modelo matemático apresentado na Equação 2 para 

relacionar as variáveis independentes e a variável de resposta: 

 

                                            
            

      (2)                                                                                   

 

A validação dos modelos foi realizada pela análise do teste de Fischer (Teste F), 

considerando o quociente entre os quadrados médios (QM) da regressão e dos resíduos. 

Para que o modelo seja aceito, o valor de F calculado deve ser maior do que o valor de F 

tabelado, ou seja, Fcalculado > Ftabelado (BARROS NETO et al., 2003). Essa validação é 

realizada considerando os devidos graus de liberdade em nível de confiança de 95 % (p 

< 0,05). 

 

Tabela 4 - Resultados da Análise de Variância (ANOVA) para os modelos de regressão 

utilizados para explicar a extração de vitaminas D2 e D3 a partir de leites 

fluidizados. 

Vitamina Fonte SQ
a
 GL

b
 QM

c
 Fcalculado Ftabelado 

 

D2 

Regressão 1,34 x 10
9
 9 149461760 34,34 3,68 

Resíduos 30553884 7 4364841   

Total 1,38 x 10
9
 16 85981858   

 

D3 

Regressão 1,14 x 10
9
  9 126487414 50,95 3,68 

Resíduos 17377591 7 2482513   

Total 1,15 x 10
9
 16 72235270   

a = Soma dos quadrados; b = graus de liberdade; c = quadrados médios 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 
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 Para que o modelo seja não apenas significativo estatisticamente, mas também 

útil para fins preditivos, o valor da razão entre o valor de F obtido da regressão e o valor 

de F tabelado deve ser no mínimo maior que quatro (BARROS NETO et al., 2003). 

Observando os resultados da Tabela 4, verificou-se que os modelos podem ser 

utilizados para explicar as condições favoráveis para o preparo de amostras de leite, 

resultando em maior extração de vitaminas D2 e D3. Ainda, pode-se dizer que as 

regressões foram altamente significativas uma vez que foram encontradas razões 

Fcalculado/Ftabelado iguais a 9,33 e 13,84 para vitaminas D2 e D3, respectivamente. 

Após a validação dos modelos foram geradas superfícies de resposta e curvas de 

contorno para exemplificar os resultados das extrações de vitaminas D2 e D3 a partir de 

leite fluido. A extração de vitamina D2 foi mais efetiva quando utilizado entre 3,5 a 4,5 

mL de amostra de leite, conforme mostrado na Figura 2. Segundo Moldoveanu e David 

(2002), uma razão maior de solvente orgânico em relação à fase aquosa promove uma 

partição mais eficiente durante a extração. Assim, a quantidade de amostra deve conter 

quantidades adequadas de analito com o objetivo de melhorar a sensibilidade analítica 

do método. Pelos volumes de amostras evidenciados nos resultados foi possível realizar 

a extração de vitamina D2 na ordem de ng. 100 mL
-1

, além de uma relação de solvente 

orgânico duas vezes superior à fase aquosa.  

 

Figura 2 - Superfície resposta (a) e curva de contorno (b) relacionando a área do pico 

cromatográfico para vitamina D2 extraída de leite fluido em função do 

volume de amostra e tempo de irradiação de ultrassom. 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

A superfície de resposta e curva de contorno relacionadas com a extração de 

vitamina D3 a partir de leite fluido estão representadas na Figura 3. Observa-se melhor 

a b
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eficiência (maior área do pico cromatográfico) de extração empregando entre 3 a 6 mL 

de amostra, e entre 1,5 a 3 minutos de extração. O tempo de extração é um parâmetro 

importante desse tipo de processo. Porém, nem sempre tempos de agitação longos são 

indicados (MOLDOVEANU; DAVID, 2002) como observado experimentalmente. 

 

Figura 3 - Superfície resposta (a) e curva de contorno (b) relacionando a área do pico 

cromatográfico para vitamina D3 extraída de leite fluido em função do 

volume de amostra e tempo de extração (agitação). 

 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

A melhor condição analítica otimizada para a extração líquido-líquido de 

vitaminas D2 e D3 a partir de leite fluido foi obtida utilizando 4,0 mL de amostra (X1), 2 

minutos de agitação (X2) e 15 minutos de irradiação de ultrassom (X3). Pelo uso da 

função desejabilidade foi possível correlacionar algumas respostas a fim de definir a 

metodologia mais apropriada realizando poucos experimentos (Figura 4). O modelo 

proposto foi validado determinando a capacidade máxima de extração, e os resultados 

experimentais foram comparados com os valores preditos. Não foram observadas 

diferenças significativas considerando p ≤ 0,05.   
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Figura 4 - Perfil dos valores preditos e desejabilidade considerando o volume de 

amostra (X1), tempo de agitação (X2) e tempo de irradiação de ultrassom 

(X3) durante a extração de vitaminas D2 (Y1) e D3 (Y2) a partir de leite 

fluido. 
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

2.3.1. Validação do método 

 

O método proposto foi validado e aplicado para determinar a concentração das 

vitaminas lipossolúveis ergocalciferol (D2) e colecalciferol (D3) em leite fluido bovino e 

ovino. A seletividade do método foi avaliada considerando o formato dos picos 

cromatográficos, o tempo de retenção e a quantidade de interferentes no espectro. Não 

foram determinadas quantidades significativas de interferentes nos tempos de retenção 

dos analitos, observando-se pureza superior a 99 % para ambas as vitaminas. Pelo 

método proposto foi determinado um fator de retenção de 1,07, considerando o tempo 

de retenção do ergocalciferol de 27,13 min e do colecalciferol de 29,83 min (Figura 5). 

Foram observadas também boas linearidades, com coeficientes de determinação (R
2
) de 

0,9900 (Tabela 5). Na metodologia anteriormente proposta por GOMES et al. (2015), 
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os valores determinados para R
2 

foram 0,998 e 0,999 para as vitaminas D2 e D3, 

respectivamente. Kwak et al. (2014) determinaram um valor de R
2
 de 0,9999 para a 

vitamina D3, enquanto que os valores de R
2
 para essa mesma vitamina encontrados por 

Gill, Zhu e Indik (2015) foram maiores 0,9990. Pela análise de variância foi possível 

demonstrar que a regressão linear foi significativa para as faixas de concentrações 

estudadas (p < 0,05) e que não houve falta de ajuste nos modelos matemáticos (p < 

0,05). Com base na faixa de trabalho obtida percebe-se que o método proposto é 

sensível, sendo possível a quantificação das vitaminas D2 e D3 em concentrações da 

ordem de nanogramas (10 
-9

)
 
por 100 mililitros de amostra de leite fluido.  

 

Figura 5 - Cromatograma com os tempos de retenção experimental para cada vitamina 

 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

O limite de detecção (LOD) é a menor concentração de analito na amostra teste 

que pode ser distinguida de forma confiável e que é diferente de zero (UNION et al., 

2002). O limite de quantificação (LOQ) foi considerado como sendo o primeiro ponto 

da curva de calibração. Os limites de detecção obtidos para as vitaminas D2 e D3 foram 

0,86 e 0,78 ng 100 mL
-1

,
 
respectivamente. Os limites de quantificação foram 1,25 ng 
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100 mL
-1

 para ambas as vitaminas conforme apresentado na Tabela 5. Os valores de 

LOD e LOQ encontrados neste estudo foram menores do que os valores determinados 

por Jiao et al., (2017) e Barba, Esteve e Frígola, (2011). Isso indica que o método 

proposto nesse trabalho pode ser útil na determinação e quantificação de vitaminas D2 e 

D3 contidas em amostras de leite fluido.  

 

Tabela 5 - Faixa linear, coeficiente de determinação (R
2
), limite de quantificação (LOQ) 

e limite de detecção (LOD) de vitaminas D2 e D3 em leite fluido. 

Composto 
Faixa linear 

(ng 100 mL
-1

) 

Coeficiente de 

determinação (R²) 

LOQ 

(ng 100 mL
-1

) 

LOD 

(ng 100 mL
-1

) 

Ergocalciferol 

– D2 
1,25 – 37,5 0,9900 1,25 0,86 

Colecalciferol 

– D3 
1,25 – 37,5 0,9900 1,25 0,78 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

A precisão analítica na faixa de trabalho é determinada pela repetibilidade, 

sendo confirmado pelo valor do desvio padrão relativo dos resultados obtidos. Testes de 

precisão do método proposto foram realizados determinando as vitaminas D2 e D3 em 

três concentrações diferentes. Os resultados dessas medidas são mostrados na Tabela 6. 

Os níveis de concentrações (baixa, intermediária e alta) foram distribuídos como pontos 

ao longo da faixa linear. A variação da precisão intracorrida em concentração baixa foi 

maior do que em concentrações intermediária ou alta. Os valores de precisão 

intracorrida e precisão intermediária estão de acordo com os valores recomendados pela 

AOAC (2011). A exatidão do método foi determinada por meio de ensaios de 

recuperação para cada uma das vitaminas em três concentrações diferentes (Tabela 6). 

Os valores obtidos para ambas as vitaminas variaram de 88,16 a 114,45 % e podem ser 

considerados adequados uma vez que estão de acordo com aqueles recomendados pela 

AOAC (2011). 
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Tabela 6 - Resultados de precisão e exatidão para o método proposto. 

Composto 
Concentração 

(ng 100 mL
-1

) 

Precisão 

intracorrida 

(%) 

Precisão 

intermediária (%) 

Exatidão 

(%) 

 

Ergocalciferol – 

D2 

1,25 

22,5 

37,5 

6,23 

7,03 

9,91 

9,96 

7,08 

11,87 

114,45 

99,44 

88,16 

 

Colecalciferol – 

D3 

1,25 

22,5 

37,5 

5,99 

3,94 

10,00 

8,81 

6,24 

12,77 

105,81 

92,61 

93,94 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

2.3.2. Aplicação do método proposto em amostras reais 

 

Para verificar a aplicabilidade do método proposto foram estudadas 6 (seis) 

amostras de leite fluido. Uma das amostras foi de leite cru bovino, outra de leite cru 

ovino e outras quatro de marcas diferentes de leites UHT provenientes de diferentes 

regiões dos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Essas informações estão 

apresentadas na Tabela 7 para ensaios realizados em triplicata.  

 

Tabela 7 - Aplicação do método proposto para determinação de vitaminas D2 e D3 em 

amostras reais de leite fluido. 

Amostra Município de 

Origem  

Ergocalciferol – D2  

(ng 100 mL
-1

) 

Colecalciferol – D3 

(ng 100 mL
-1

) 

01 Concórdia – SC 2,96 ± 0,05
a
 3,34 ± 0,07

b
 

02 Nova Petrópolis – RS 1,51 ± 0,10
b
 n.q. 

03 Pinhalzinho – SC 2,62 ± 0,06
a
 9,57 ± 0,51

a
 

04 Teutônia – RS 2,82 ± 0,20
a
 2,09 ± 0,02

c
 

05 Leite cru de vaca 1,86 ± 0,15
b
 1,27 ± 0,07

c
 

06 Leite cru de ovelha 1,56 ± 0,13
b
 3,36 ± 0,00

b
 

n.q. = não quantificado. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa ao nível 

significância p < 0,05. 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 
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Weir et al. (2017) relataram que fatores ambientais e genéticos influenciam no 

teor de vitamina D em leite bovino. Esses autores informaram também que variações 

sazonais, dieta, exposição à radiação UVB, fatores genéticos, entre outros, podem 

causar variações nas quantidades de vitamina D em amostras de leite. Por exemplo, a 

variação sazonal entre verão e inverno interfere na quantidade de vitamina D devido as 

diferenças nas práticas de criação e alimentação do animal. No período de inverno 

diminui a intensidade dos raios ultravioleta (UV) e ocorre a redução do consumo de 

pastagem. As pastagens são fontes de vitamina D2 e a exposição solar é a precursora da 

vitamina D3 (BARTLETT et al., 1938) (LINDMARK-MÅNSSON; FONDÉN; 

PETTERSSON, 2003). A variação da quantidade de vitamina D3 entre as quatro 

amostras de leite UHT provenientes de diferentes regiões deve-se ao fato das regiões 

possuírem variações sazonais, as quais podem alterar a quantidade de luz solar 

disponível para a conversão da 7-desidrocolesterol na pele do animal em colecalciferol 

(PROGRESS; HOLICK, 2008). A variação da quantidade de vitamina D2 não foi muito 

acentuada visto que a presença dessa vitamina em amostras de leite fluido depende da 

quantidade de plantas ingeridas pelo animal (GILL; ZHU; INDYK, 2015). 

Jakobsen e Saxholt (2009) investigaram a influência da estação do ano nos 

teores de gorduras e vitaminas em amostras de leite, comparando o leite bovino 

convencional com o leite orgânico. Eles perceberam que as concentrações de vitaminas 

D foram menores em meses mais quentes e com menos exposições solares, nos quais as 

pastagens eram também mais escassas. Assim, confirmou-se que a fonte de alimentação 

do animal e a exposição solar são variáveis importantes para estabelecer o teor de 

vitaminas D2 e D3 em amostras de leite fluido provenientes de diferentes regiões. Os 

resultados do presente estudo são similares aos obtidos por Jakobsen e Saxholt (2009) 

uma vez que no estado do Rio Grande do Sul os invernos são mais rigorosos e com 

menor incidência solar, enquanto que a região do estado de Santa Catarina onde foram 

coletadas as amostras, os dias são mais quentes e com maior exposição solar. Assim, 

seria esperado que os teores de vitaminas D2 e D3 em amostras de leite fluido fossem 

maiores. Os valores obtidos para as amostras testadas foram discrepantes dos 

encontrados em alguns trabalhos da literatura. Por exemplo, Blanco, Fernández e 

Gutiérrez (2000) encontraram concentrações de vitaminas D2 e D3 de 0,10 e 0,077 ng 

100 mL
-1

, respectivamente, em amostras de leites bovinos da Espanha. Além disso, 

Barba, Esteve e Frígola (2011) determinaram que a concentração de vitamina D3 em 

leite foi 184 ng 100 mL
-1

. Por fim, Gomis, Fernández e Gutiérrez (2000) encontraram 
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concentrações de vitaminas D2 e D3 próximas a 720 e 880 ng 100 mL
-1

, 

respectivamente. 

  

2.4. CONCLUSÃO 

 

A metodologia de precipitação de proteínas combinada com ELL e CLAE-DAD 

pode ser eficientemente aplicada à quantificação de vitaminas ergocalciferol (D2) e 

colecalciferol (D3) em amostras de leite fluido. Além disso, essa metodologia é simples 

e possui boa repetibilidade. Com isso, seria possível a sua implementação em plantas 

industriais. Pelo planejamento fatorial, as melhores condições experimentais para 

extração de vitaminas D2 e D3 a partir de leite fluido incluem volume de amostra de 4,0 

mL, tempo de agitação de 2 min e tempo de irradiação de ultrassom de 15 min. A 

validação da metodologia proposta foi eficaz devido a sua excelente sensibilidade, 

precisão, exatidão e linearidade na faixa de trabalho. Assim, essa metodologia pode ser 

aplicada para determinar a concentração de vitaminas D2 e D3 presentes em leites 

bovino e ovino contendo diferentes teores de gordura. Após a aplicação da metodologia 

proposta em amostras reais foi possível verificar que a concentração das vitaminas D2 e 

D3 no leite são influenciadas por variáveis como o tipo de alimentação e a exposição 

solar do animal.  
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3. Capitulo 3 

 

DETERMINAÇÃO DE MINERAIS E OLIGOELEMENTOS EM LEITES BOVINOS 

PRODUZIDOS EM DIFERENTES ESTAÇÕES DO ANO. 

 

3.1 INTRODUÇÃO 

 

Uma das grandes preocupações do produtor de leite até pouco tempo atrás era 

com a quantidade de produto produzido e não com a sua qualidade. Porém, esse 

conceito tem mudado devido ao desenvolvimento tecnológico do setor leiteiro brasileiro 

e ao conhecimento dos potenciais que esse produto tem na alimentação humana. Assim, 

a qualidade do leite produzido é um grande desafio para o setor atualmente. Nesse 

sentido, as determinações das concentrações de minerais e oligoelementos em amostras 

de leites provenientes de diferentes regiões e estações do ano é de suma importância 

(THALER NETO, 2006). 

O leite é considerado um dos alimentos mais completos devido ao seu alto valor 

nutricional, contendo uma mistura de nutrientes cruciais para o bom funcionamento do 

corpo humano. Além disso, o leite possui uma variedade de nutrientes não energéticos e 

que são essenciais para o ser humano tais como: minerais (cálcio, fósforo, potássio, 

zinco, selênio, magnésio) e vitaminas (A, B6, B12, tiamina, riboflavina, niacina, ácido 

fólico e ácido pantotênico) (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006) (BISHOP-

MACDONALD; FARMERS, 2005). A importância do leite bovino na nutrição humana 

tem sido frequentemente discutida porque contém a maioria dos vinte minerais 

essenciais para a dieta humana (FLYNN, 1992). As concentrações de minerais e 

oligoelementos em leite cru variam de acordo com a secreção da glândula mamária 

durante a lactação, espécie do animal, estado de saúde do animal, estação do ano, tipo 

de nutrição do animal e o meio ambiente onde o animal vive (NORO et al. 2006) 

(HECK et al. 2009) (LAMBERTZ; SANKER, 2014). 

O leite bovino possui em média 87 % de água, 9 % de sólidos não gordurosos 

(3,3 % de proteína, 4,6 % de lactose e 0,7 % de cinzas) e 4,0 % de gordura 

(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006). Esse produto possui teores elevados de 

macroelementos (cloro, fósforo, potássio, sódio, cálcio e magnésio) e teores baixos de 

microelementos (alumínio, bromo, zinco, manganês e ferro). De forma geral, os 

microelementos presentes em amostras de leites são encontrados associados às proteínas 
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(PINHEIRO; MOSQUIM, 1991). A composição físico-química do leite bovino pode ser 

descrita em termos das concentrações de minerais, proteínas, lipídeos, hidratos de 

carbono, citratos e aminoácidos (VEGARUD; LANGSRUD; SVENNING, 2000). 

As determinações de macro e microelementos em amostras de leite bovino 

podem ser realizadas por espectrometria de absorção atômica em chama ou forno de 

grafite. Esses equipamentos podem conter fontes de catodo oco ou fontes contínuas de 

alta resolução. Essa determinação pode também ser realizada por emissão atômica em 

plasma indutivamente acoplado e espectrometria de massa (ATARO et al., 

2008)(BRANDAO; MATOS; FERREIRA, 2011)(DERVISOGLU et al., 2014) 

(KOLETZKO et al., 2005)(TARAKCI; KUCUKONER, 2008)(Z. GULER; 2007). As 

determinações de macro e microelementos em amostras de leites, e em produtos à base 

de leite, são particularmente difícil devido à complexidade da matriz. Assim, a 

preparação das amostras é um passo importante em todo o processo analítico e para isso 

existem diferentes processos. Em geral, a preparação de uma amostra de leite para a 

determinação de micro e macroelementos pode ser realizada por análise por via seca, 

análise por via úmida e digestão por micro-ondas (BAKIRCIOGLU; KURTULUS;  

UCAR, 2011).  

Os objetivos nesse capítulo foram realizar a caracterização físico-química de 

amostras de leites produzidos na região Oeste do estado de Santa Catarina e determinar 

as concentrações de cálcio, sódio, potássio e magnésio. Além disso, foi verificado como 

esses parâmetros são alterados com o tratamento térmico durante o preparo da amostra e 

como são também alterados com as estações do ano.   

 

3.2 MATERIAIS E METODOS  

 

3.2.1 Amostras  

 

As amostras de leite foram coletadas em um laticínio da região oeste do estado 

de Santa Catarina onde são recebidos diariamente os leites produzidos em toda região. 

As amostras de leite cru foram coletadas diretamente no silo de leite cru. As amostras de 

leite pasteurizado foram coletadas logo após o processo de pasteurização. As amostras 

de leite UHT foram coletadas após o processo UHT e envase. As amostragens foram 

realizadas nos meses de março, maio, julho e novembro de 2018. Foram coletadas nove 

amostras por mês, sendo três amostras de leite cru, três amostras de leite pasteurizado e 
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uma amostra para cada tipo de leite UHT (integral, semidesnatado e desnatado). As 

amostras utilizadas nas análises físico-químicas foram mantidas sob-refrigeração de 4,0 

± 1.0 ºC até o momento dos ensaios. As amostras para a determinação de minerais 

foram congeladas e mantidas em ultrafreezer (Indrel Ultra Freezer - 86 ºC) até o 

momento de preparo de análise.  

 

3.2.2 Caracterização físico-química 

 

Para a caracterização físico-química das amostras de leites foram realizados os 

seguintes ensaios: i) sólidos totais e sólidos não gordurosos pelo método gravimétrico 

(método 990.20 AOAC 2016), ii) resíduo mineral fixo (cinzas) por mufla a 550 ºC 

(método 945.46 AOAC 2016), iii) lipídeos pelo método de Gerber (método 2000.18 

AOAC 2016) e iv) proteína (nitrogênio total) pelo método de Kjeldahl (método 991.20 

AOAC 2016). Todos os reagentes utilizados foram de grau analítico e as soluções foram 

preparadas com água ultrapura.  

 

3.2.3 Determinação de minerais 

 

Para a determinação das concentrações dos minerais nas amostras dos leites foi 

utilizada a metodologia descrita pela AOAC, 2016 (metodologia 985.35). A 

quantificação foi realizada por espectrometria de absorção atômica em chama 

(SpectrAA 220, lâmpadas de catodo oco, Varian). Para a preparação das amostras e 

análises foram utilizados ácido nítrico (Synth) e ácido clorídrico (Synth). Todas as 

soluções foram preparadas utilizando água ultrapura (MILLIPORE Type 1 UltraPure 

Water Systens). Os padrões analíticos de sódio (Na), potássio (K), magnésio (Mg) e 

cálcio (Ca) foram comprados na Sigma-Aldrich. O equipamento foi calibrado antes de 

cada análise utilizando o método de curva de calibração com solução padrão externo. 

Foram utilizados como gases no equipamento de absorção atômica o acetileno, óxido 

nitroso e ar comprimido (Linde Gás, São Paulo, Brasil).   

 

3.2.4 Análises estatística 

 

As caracterizações físico-químicas das amostras de leites foram realizadas em 

duplicata e a quantificação dos minerais em triplicata. Análise de variância (ANOVA) 
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foi aplicada aos dados experimentais considerando um nível de confiança de 95 % (p < 

0,05). Para essas análises foi utilizado o software Statistica, versão 10 (STATSOFT 

Inc., Tulsa, OK, EUA). 

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES 

 

3.3.1 Caracterização físico-química 

 

Na Tabela 8 são apresentados os resultados das caracterizações físico-químicas 

das amostras de leite cru em diferentes estações do ano. Para esses ensaios foi aplicada 

análise de variância (ANOVA) em um nível de confiança de 95 % (p < 0,05).  

 

Tabela 8 - Caracterizações físico-químicas das amostras de leite cru coletadas em 

diferentes estações do ano. 

Ensaio 
Estação 

do ano 
Média ± DP Valor mínimo Valor máximo 

Proteína 

% 

V 3,32 ± 0,04
a
 3,25 3,38 

O 3,27 ± 0,12
a
 3,15 3,43 

I 3,27 ± 0,07
a
 3,09 3,39 

P 3,12 ± 0,05
b
 3,06 3,18 

Lipídeos 

% 

V 3,93 ± 0,05
b
 3,85 4,00 

O 4,13 ± 0,05
a
 4,10 4,20 

I 4,14 ± 0,09
a
 4,00 4,25 

P 3,59 ± 0,07
b
 3,50 3,70 

Extrato 

Seco 

Total 

% 

V 12,71 ± 0,09
a
 12,56 12,82 

O 12,56 ± 0,04
a
 12,54 12,61 

I 12,70 ± 0,16
a
 12,52 12,98 

P 12,04 ± 0,08
b
 11,93 12,14 

Resíduo 

Mineral 

Fixo 

% 

V 0,73 ± 0,03
a
 0,70 0,77 

O 0,72 ± 0,03
a
 0,68 0,75 

I 0,71 ± 0,01
a
 0,69 0,72 

P 0,65 ± 0,03
b
 0,61 0,68 

* letras iguais significam que não há diferença significativa (ᵃ) e letras diferentes indicam que há diferença significativa (ᵇ). 

*V= verão, O=outono, I=inverno e P=primavera. 

Fonte: Elaborado pelos autores (2019). 
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Os teores de proteína, extrato seco total e resíduo mineral fixo (cinzas) foram 

menores na primavera do que nas outras estações do ano. Os teores de lipídeos foram 

menores na primavera e verão quando comparado ao outono e inverno. Heck et al. 

(2009) atribuíram a redução do teor de gordura durante o verão a uma dieta animal 

fresca e à base de capim. A menor quantidade de alimento verde ingerido pelo animal 

pode diminuir o índice de fermentação no rúmen que converte o acetato em propionato. 

Como o propionato é o principal componente do rúmen utilizado na produção de 

lipídios no organismo, sua redução diminui o teor de lipídeo no leite. Em estudos 

realizados no estado do Rio Grande do Sul (Brasil) foram encontrados teores menores 

de proteína e gordura nos leites coletados no verão e na primavera. Assim, conclui-se 

que nas estações mais quentes do ano o teor de lipídeo no leite será quase sempre menor 

(NORO et al., 2006) (BONDAN et al., 2018). É importante salientar que não foram 

encontradas diferenças significativas nos teores de proteínas no verão. 

As gramíneas forrageiras temperadas possuem maiores teores de fibras no final 

do outono e inverno, e início da primavera no clima temperado do sul do Brasil. Além 

disso, há maior concentração de carboidratos solúveis em gramíneas forrageiras 

temperadas do que em gramíneas forrageiras tropicais. Isso influencia a produtividade 

dos gados e os teores de compostos químicos no leite (FONTANELI et al. 2009). 

Assim, as gramíneas forrageiras temperadas são melhores para o equilíbrio nutricional 

do animal. Isso também auxilia na explicação das maiores concentrações de gordura, 

proteína e sólidos totais no leite durante o inverno (BONDAN et al., 2018). 

LAMBERTZ e SANKER, (2014) concluíram que vacas que sofrem estresse térmico no 

verão têm menor produção de leite e menores teores de gordura e proteína. Isso é 

consistente com os resultados obtidos no presente estudo. 

Observou-se que a sazonalidade é fundamental para o estudo da produção de 

leite e para a determinação da sua composição. Em geral, houve maiores teores de 

gordura, proteína, sólidos totais e lactose em leites produzidos no inverno. Quando isso 

foi detectado em leites produzidos no sul do Brasil pode-se concluir que o resultado 

estava relacionado à melhor composição de forragem nesta estação. Por outro lado, o 

verão é a estação em que ocorre menor teor de gordura em amostras de leite devido a 

menor quantidade de forrageiras verdes para a alimentação animal (BONDAN et al., 

2018). 
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3.3.2 Ensaios de minerais 

As concentrações médias de minerais nas amostras de leite bovino coletadas na 

região oeste do estado de Santa Catarina foram comparadas com os resultados obtidos 

por Walstra, Wouters e Geurts, (2006) e por Gaucheron (2005). Seus valores estão 

apresentados na Tabela 9.  

Observou-se que os teores de minerais nos leites da região oeste do estado de 

Santa Catarina foram similares aos valores determinados em outros trabalhos (Tabela 

9).  

 

Tabela 9 - Comparação dos teores de minerais em diferentes amostras de leite bovino. 

Mineral 
Presente Estudo 

(mg/100ml) 

WALSTRA; WOUTERS; 

GEURTS, 2006    

(mg/100g) 

GAUCHERON, 

2005          

(mg/100g)  

Na 56 48 39,1 - 64,4 

K 116 143 121,2 - 168,1 

Mg 15 11 9,7 - 14,6 

Ca 123 117 104,3 - 128,3 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

3.3.3 Efeitos do tratamento térmico e estação do ano nos teores de minerais no 

leite 

 

Os efeitos do tratamento térmico aliado ao efeito da estação do ano nas amostras 

de leite coletadas na região oeste do estado de Santa Catarina foram avaliados 

comparando os teores de minerais em leite cru, pasteurizado e UHT. Os teores dos 

minerais com o tratamento térmico e estação do ano estão apresentados na Tabela 10. 

Os dados estatísticos foram avaliados por analise de variância (ANOVA) em um nível 

de confiança de 95 % (p < 0,05).  

Foi observada uma diferença significativa (p < 0,05) nos teores de cálcio durante 

o verão, com valores menores do que nas outras três estações do ano. Além disso, 

observou-se uma diferença significativa (p < 0,05) entre os teores de sódio no outono, 

com valores menores quando comparado às outras três estações do ano. Já em relação 

ao potássio em leite cru houve diferença significativa (p < 0,05) somente para o inverno 

e para o leite pasteurizado e UHT houve diferença significativa (p < 0,05) na primavera. 

Os teores de magnésio foram maiores no verão e menores na primavera. Essas 
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discrepâncias foram também reportadas na literatura. Por exemplo, Rodríguesz, Alaejos 

e Romero (2001) determinaram a concentração de minerais em leite bovino de animais 

das Ilhas Canárias durante 12 meses. Como resultado observaram que não houve 

diferença significativa entre os teores de Na e Ca. No entanto, houve diferença 

significativa quando estudado Mg. Além disso, menores concentrações dos minerais 

foram determinadas no outono. 

 

Tabela 10 - Efeitos do tratamento térmico e estação do ano nos teores de minerais em 

leite. 

Tratamento 

Térmico 

Estação 

do ano 

Cálcio 

(mg/ 100g) 

Sódio 

(mg/100 g) 

Potássio 

(mg/100 g) 

Magnésio 

(mg/ 100 g) 

 

Cru 

Verão 100,11±5,70
d
 55,22±3,08

cd
 104,67±3,00

c
 17,27±0,76

a
 

Outono 138,29±8,45
ab

 37,51±0,68
e
 123,02±3,75

c
 15,66±0,34

ab
 

Inverno 125,15±2,80
bc

 62,82±1,69
bcd

 142,47±10,52
bc

 13,61±1,40
ab

 

Primavera 120,56±3,61
bcd

 71,81±3,81
ab

 114,87±5,32
c
 13,00±0,81

ab
 

 

Pasteurizado 

Verão 104,92±8,26
cd

 73,06±1,36
abcd

 115,88±3,35
abc

 18,48±0,63
ab

 

Outono 161,19±5,00
 a
 51,13±2,07

cde
 136,71±1,09

abc
 15,39±0,79

ab
 

Inverno 162,74±4,46
a
 58,73±5,22

abcd
 122,21±4,73

abc
 17,83±3,24

ab
 

Primavera 123,10±5,62
bcd

 74,61±5,93
ab

 188,13±25,25
ab

 10,41±1,52
b
 

 

UHT 

Verão 100,97±2,87
cd

 75,17±1,18
abc

 117,30±6,50
abc

 20,00±078
a
 

Outono 137,69±7,63
abc

 48,19±1,06
de

 139,29±6,40
abc

 14,76±0,07
ab

 

Inverno 141,57±7,63
abc

 70,33±4,26
abcd

 125,47±7,10
abc

 14,11±2,04
ab

 

Primavera 123,77±3,96
bcd

 79,59±6,02
a
 197,43±23,07

a
 9,56±1,07

b
 

* letras iguais na coluna significam que não há diferença significativa (p < 0,05) e letras diferentes indicam que há diferença 

significativa (p < 0,05). 

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

Os teores de Ca e K no leite produzido no inverno e primavera por animais 

alimentados com pasto verde não são estatisticamente significantes. Porém, diferenças 

significativas podem ser encontradas nos estudos dos teores de Na e Mg, com valores 

mais elevados no inverno (NANTAPO; MUCHENJE, 2013). Diferenças significativas 

nos teores de minerais podem também ser encontradas em leites produzidos entre 

estações mais frias e mais quentes. Isso deve-se ao efeito de diluição o qual está 

relacionado à alimentação do animal (Z. GULER, 2007). No inverno a alimentação é 

em sua maioria com concentrado mais fibroso, enquanto na primavera com pastos mais 
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suculentos e menos fibrosos. Assim, a absorção dos minerais pela alimentação sofre 

variações, e consequentemente, a quantidade de minerais disponíveis no leite também 

irá variar. O estágio de lactação dos animais e as práticas de gerenciamento também 

alteram os teores de Ca, P e K no leite. Maiores valores podem ser determinados em 

amostras de leite de animais que consumiram suplementação mineral durante a 

alimentação (DUNSHEA et al., 2019). Por esses resultados pode-se concluir que a 

alimentação do animal influencia diretamente no teor de minerais do leite. Independente 

da estação do ano, práticas de gerenciamento, principalmente em relação à alimentação 

do animal, podem prevenir oscilações no conteúdo de minerais do leite. Em alguns 

casos, os teores de Na e Mg em leites e produtos lácteos não dependem da ingestão 

dietética do animal, mas sim, do período de lactação. Isso pode aumentar ou diminuir o 

teor de minerais no leite bovino. Os teores de K em leites e produtos lácteos são aqueles 

que mais dependem das quantidades de minerais ingeridos na dieta animal 

(ZAMBERLIN et al., 2012). Em uma revisão da literatura verificou-se que o teor de 

mineral presente em leite bovino não é influenciado pela dieta do animal. Por outro 

lado, esse teor é influenciado pelas estações do ano e pelo período de lactação (FLYNN 

1992).  

Em relação ao tratamento térmico, a literatura indica que temperaturas 

moderadas, como a utilizada no processo de pasteurização e ultrapasteurizarão não 

teriam grandes influencias no teor de minerais em leite. O tratamento térmico de uma 

amostra de leite utilizando temperatura maior que 95 °C durante alguns minutos, como 

no tratamento de leite UHT em 121 °C entre 3 e 4 minutos, modifica os equilíbrios que 

são considerados reversíveis na solução aquosa. Porém, aquecimentos severos, como 

por exemplo, a 120 °C durante 20 min causam alterações irreversíveis nas micelas de 

caseína e na partição de sais (GAUCHERON, 2005). Por exemplo, o fosfato de cálcio 

migra para dentro e para fora das micelas de caseína com mudanças na temperatura, e 

esse processo de migração torna-se reversível em temperaturas moderadas. Assim, isso 

não afetaria as propriedades nutricionais dos minerais presentes no leite. Em 

temperaturas muito elevadas, o fosfato de cálcio pode se precipitar no soro do leite, 

provocando mudanças irreversíveis na estrutura da caseína (FOX; MCSWEENEY, 

1998). Assim, pode-se concluir que os teores de diversos minerais como Na, K e Mg 

presentes em amostras de leite cru e leite UHT não serão estatisticamente diferentes. Por 

outro lado, o teor de Ca pode ser menor em leite UHT (RODRÍGUEZ, ALAEJOS e 

ROMERO 2001). 
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Além disso, outras situações podem ter favorecido as variações observadas nos 

teores dos minerais estudados. A coleta das amostras de leite cru foi realizada 

diretamente no silo de leite cru como já citado anteriormente. Porém, não é garantido 

que o leite cru coletado nesse silo é o mesmo daquele que está no silo para 

pasteurização devido à entrada e saída de amostra constante. Na comparação do leite 

pasteurizado e UHT, pode-se afirmar que o leite está totalmente homogêneo e que não 

está ocorrendo variação de entrada e saída de leite. Isso está relacionado com as coletas 

dessas amostras que só foram realizadas após a finalização do processo térmico e 

padronização. Esse pode ser um dos motivos de ter sido evidenciada diferença 

significativa (p < 0,05) maior entre o leite cru quando comparado ao leite pasteurizado e 

UHT para todos os minerais estudados. 

Os minerais estão distribuídos nas amostras de leites nas frações difusas e não 

difusas (essencialmente micelas de caseína). Por exemplo, o potássio, sódio e cloreto 

estão essencialmente na fração difusa, enquanto que cálcio, fosfato e magnésio são 

encontrados na fração não difusa. Cerca de um terço do cálcio, metade do fosfato, dois 

terços de magnésio e mais de 90 % de citrato são encontrados em fase aquosa do leite. 

Uma pequena proporção de cálcio também pode ser encontrada ligada a α-lactalbumina. 

Assim, os teores de cálcio e fosfato são maiores em leites ricos em proteínas e nenhum 

mineral é ligado em quantidade importante aos glóbulos de gordura e lactose 

(GAUCHERON, 2005). Portanto o processo de padronização do leite, não parece ter 

efeito significativo na redução de minerais. Assim, leite semidesnatado ou desnatado 

não teriam teores de minerais menores quando comparados aos leites integral ou cru. 

 

3.4 CONCLUSÃO  

 

Pelos resultados da caracterização do leite cru coletado em diferentes estações 

do ano pode-se concluir que a sazonalidade influenciou a produção e a composição do 

produto. Isso se deve à variação na dieta do animal. Nos períodos mais frios há maior 

consumo de gramíneas, aumentando os teores de gordura, proteína e sólidos totais nas 

amostras de leite. Houve diferença estatística significativa nos teores de sódio em leite 

no outono e de cálcio no verão. Porém, os teores dos minerais presentes no leite bovino 

podem não ser influenciados pela dieta do animal, mas sim, pelas estações do ano. No 

entanto, o período de lactação do animal poderia ser mais influente nos teores dos 

metais do que a própria alimentação ou as estações do ano. Contudo, os teores de 
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minerais presentes nas dietas dos animais poderiam gerar influência significativa na 

composição final do leite e de seus derivados lácteos. Um dos motivos das diferenças 

significativas nos teores dos minerais em diferentes amostras de leite pode ser devido a 

coleta em silos que armazenavam leites de diferentes origens. Assim, seriam 

importantes estudos mais detalhados para afirmarmos precisamente quais fatores seriam 

aqueles que mais influenciariam nos teores dos minerais no leite bovino.  

 O tratamento térmico moderado não causou efeitos nos teores dos minerais uma 

vez que não foi encontrada diferença significativa entre o leite pasteurizado e UHT. A 

diferença significativa observada nos teores de minerais entre o leite cru e tratado 

termicamente provavelmente deve-se ao fato de não ser possível coletar exatamente o 

mesmo leite. Isso é resultado da entrada e saída constante de matérias primas nos silos. 
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4 Capítulo 4  

 

DETERMINAÇÃO DE VITAMINAS D2 E D3 EM LEITE FLUIDO BOVINO POR 

CLAE-DAD 

 

4.1 INTRODUÇÃO  

 

A vitamina D é uma molécula da classe dos secosteroides de ocorrência natural e 

lipossolúvel. Essa espécie é conhecida como ergocalciferol ou vitamina D2 (Figura 6), e 

colecalciferol ou vitamina D3 (Figura 7). As fórmulas moleculares estruturais das 

vitaminas D2 e D3 diferem apenas devido à presença de uma ligação dupla e um grupo 

metila incorporados ao longo da cadeia lateral (WACKER;  HOLICK, 2013). 

 

Figura 6 - Ergocalciferol ou vitamina D2 

 
Fonte: BARRAL, BARROS e ARAÚJO, 2007. 

 

Figura 7 - Colecalciferol ou vitamina D3 

 
Fonte: BARRAL, BARROS e ARAÚJO, 2007. 
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A vitamina D é produzida principalmente na epiderme da pele após a exposição 

à luz solar, embora pequenas quantidades também possam ser encontradas no corpo 

após a ingestão por dietas alimentares (HOLICK, 2006). O ergosterol e o 7-

desidrocolesterol são precursores da vitamina D bastante reativos a luz ultravioleta 

(UV) de comprimento de onda entre 290 a 315 nm. Os produtos dessas reações são as 

vitaminas D2 e D3, respectivamente. As moléculas de vitamina D são biologicamente 

inertes e precisam estar ativas para atuar na homeostase do cálcio (WACKER e 

HOLICK, 2013). A vitamina D3 (colecalciferol) é metabolizada no fígado durante uma 

reação de hidroxilação para formar a 25-hidroxivitamina D3 (calcifediol) (BARRAL; 

BARROS;  ARAÚJO, 2007). Após isso, esse produto pode ser transportado para os rins 

e nesse órgão ocorrer uma segunda hidroxilação para formar 1,25-di-hidroxivitamina 

D3 (calcitriol) (NORMAN, 2008). Acredita-se que a vitamina D2 tem uma via 

metabólica similar à vitamina D3. A 1,25-di-hidroxivitamina D biologicamente ativa 

pode ligar-se ao receptor da vitamina D e desempenhar funções fisiológicas importantes 

como o aumento da eficiência de absorção de cálcio no intestino (NORMAN, 2008). 

A deficiência de vitamina D em um organismo pode desencadear várias doenças. 

Essa deficiência pode ser gerada pela falta de absorção de vitaminas D provenientes de 

dietas alimentares ou ausência de absorção da luz solar UV-B. Alguns problemas 

associados à ausência de vitamina D no organismo incluem o raquitismo em crianças, 

além de osteomalácia e osteoporose em adultos (BATTAULT et al., 2013) (HOLICK et 

al., 2008). Além disso, níveis mais elevados de vitamina D3 no organismo podem 

reduzir as taxas de câncer de mama, ovário, próstata e colorretal, bem como diminuir o 

risco de desenvolver esclerose múltipla (VIETH, CHAN e MACFARLANE, 2001). 

Em climas temperados como no Brasil, a exposição solar pode garantir 80 % da 

quantidade de vitamina D necessária para o organismo humano, enquanto 20 % podem 

ser obtidas por uma dieta alimentar balanceada (WEBB et al., 1990). A vitamina D3 é 

comumente encontrada em gorduras de animais e a vitamina D2 pode estar presente em 

gorduras vegetais. A vitamina D ingerida por um alimento é rapidamente absorvida no 

duodeno e no jejuno. Subsequentemente, ela é distribuída para a circulação sanguínea, 

sendo liberada do tecido adiposo em pequenas quantidades (ADAMI et al., 2011). A 

maior quantidade de vitamina D3 no organismo pode ser formada pela conversão do 7-

desidrocolesterol após exposição aos raios ultravioleta. No entanto, a vitamina D 

proveniente de uma dieta alimentar balanceada e/ou a partir de suplementos alimentares 

específicos é importante para funções fisiológicas do organismo (CHEN et al., 2007). 
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Peixes têm maior teor de vitamina D e são considerados fontes essenciais desta 

vitamina, enquanto que a carne bovina e os produtos lácteos têm menor teor de vitamina 

D do que os peixes. Contudo, a ingestão de carne bovina e derivados lácteos pode 

auxiliar no aumento do teor total de vitamina D no organismo humano (JAKOBSEN et 

al., 2015). A vitamina D é encontrada no leite como vitamina D2 devido o metabolismo 

do ergosterol e como vitamina D3 a qual é produzida após a exposição direta do animal 

aos raios ultravioletas solares. Os teores de vitaminas em leites também podem ser 

devido à presença de gorduras na dieta animal (NORO, 2001). As determinações de 

vitaminas lipossolúveis em alimentos e em soro sanguíneo são importantes para 

correlacionar determinadas patologias e poder prescrever dietas apropriadas para os 

indivíduos (CHYTYAKUL, 2014) (BLANCO; FERNÁNDEZ; GUTIÉRREZ, 2000). 

O objetivo nesse capítulo foi quantificar o teor de vitaminas D2 e D3 em leite 

fluido bovino empregando CLAE-DAD. Assim, foi possível verificar a influencia do 

processo de padronização de gordura, tratamento térmico e estações do ano na 

qualidade do leite produzido na região oeste do estado de Santa Catarina. 

 

4.2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.2.1 Amostras  

 

As amostras de leite cru, pasteurizado e UHT foram coletadas em um laticínio 

da região oeste do estado de Santa Catarina onde são recebidos diariamente o leite 

produzido em toda região. As amostras de leite cru foram coletadas diretamente no silo 

de armazenagem desse tipo de produto. As amostras de leite pasteurizado foram 

coletadas após o processo industrial de pasteurização. As amostras de leite UHT foram 

coletadas após o processo UHT e posterior envase. Foram utilizadas amostras de leite 

pasteurizado e UHT com diferentes teores de gordura (integral, semidesnatado e 

desnatado). As amostras de leite foram coletadas nos meses de maio, julho, setembro e 

novembro de 2018. As amostras de leite cru e pasteurizado foram congeladas a -20 °C 

após a coleta, enquanto as amostras de leite UHT foram mantidas em temperatura 

ambiente até o momento da utilização. 
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4.2.2 Reagentes  

 

Foram utilizados para os experimentos acetonitrila (J.T. Baker), hexano (Synth), 

diclorometano (Synth) e metanol (J. T. Baker), todos de grau cromatográfico. Água 

ultrapura foi preparada em um purificador de água Gehaka modelo Master All, São 

Paulo, SP, Brasil. Ergocalciferol (número CAS 50-14-6) e colecalciferol (número CAS 

67-97-0) foram comprados na Sigma-Aldrich. Foram preparadas soluções estoque de 

vitaminas D2 e D3 com 1,0 g L
-1

 dissolvendo 100 mg de padrão em 100 mL de metanol. 

A partir das soluções estoque foram preparadas as soluções de trabalho contendo 1,0 mg 

L
-1

 em metanol. Todas as soluções foram armazenadas em frascos âmbar sob-

refrigeração de 4,0 ± 1,0 ºC. 

 

4.2.3 Preparo de amostras 

 

As amostras de leite cru e pasteurizado foram descongeladas em banho-maria a 

35,0 ± 1,0 ºC e homogeneizadas por 30 min utilizando agitador mecânico (Gehaka, São 

Paulo, SP, Brasil). As amostras de leite UHT foram abertas no momento da realização 

dos ensaios e posteriormente armazenadas sob-refrigeração de 4,0 ± 1,0 ºC. Todas as 

amostras foram preparadas conforme já descrito no Capítulo 2. Assim, 8,0 mL de 

acetonitrila foram misturados em 4,0 mL de leite utilizando agitador vortex (Ika, 

Staufen, Alemanha) operando em 2500 rpm durante 2 min. Posteriormente, as amostras 

foram incubadas em banho de ultrassom (Quimis, Diadema, São Paulo, Brasil) a 25 ºC 

operando com frequência de 40 kHz por 15 min. Após isso, as amostras foram 

centrifugadas durante 10 min em 4400 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro 

tubo de centrifugação, sendo adicionados 12,0 mL de solução de hexano/diclorometano 

(4:1 v/v) sob agitação em vortex de 2500 rpm por 2 min. A camada orgânica superior 

foi transferida para outro tubo de centrifugação e o processo de extração repetido. Os 

dois lotes de sobrenadantes foram misturados em um frasco e os solventes evaporados 

utilizando rotaevaporador (Quimis, Diadema, São Paulo, Brasil) operando a 55 ºC com 

vácuo. O balão com o material de evaporação foi lavado com 2,0 mL de metanol, 

filtrado em filtro PTFE de 0,22 μm (Hexis, Jundiaí, São Paulo, Brasil) e o líquido obtido 

injetado no cromatógrafo para a separação e quantificação das vitaminas D2 e D3. 
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4.2.4 Identificação e quantificação de vitamina D2 e D3 por CLAE-DAD 

 

A identificação e quantificação das vitaminas D2 e D3 em amostras de leites 

foram realizadas conforme metodologia já previamente validada e descrita no Capítulo 

2. Para isso, foi utilizado um equipamento Agilent 1260 Infinity, Santa Clara, 

Califórnia, EUA, operando com um sistema quaternário de bombas, injetor automático 

1290, detector de arranjo de diodos (DAD) e software Lab Advisor. A separação 

cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna de guarda (4,6 mm x 12,5 mm, 5 

μm; Zorbaz ODS 4-Pack, da Agilent) e uma coluna analítica (4,6 mm x 250 mm, 5 μm; 

Zorbaz ODS 4-Pack, da Agilent) operando à 37 ºC com eluição isocrática. Como fase 

móvel foi utilizada uma solução de metanol e água (95:5, v:v) e vazão de 0,8 mL min
-1

. 

O tempo total para o processo de separação cromatográfica foi de 50 min e o volume de 

injeção de 20 μL. A área dos picos cromatográficos foi monitorada em 261 e 265 nm. A 

identificação dos picos cromatográficos foi realizada utilizando os sinais analíticos 

gerados no detector DAD. As vitaminas D2 e D3 foram identificadas por meio da 

comparação dos tempos de retenção e dos sinais gerados pelo detector. Tal comparação 

foi realizada utilizando os sinais dos padrões dos analitos e das amostras de leite fluido. 

As áreas dos picos foram utilizadas para a quantificação com o emprego de curva de 

calibração com padrão externo. As concentrações das vitaminas foram determinadas em 

triplicata e os valores apresentados em ng 100 mL
-1

. 

 

4.2.5 Análises estatística  

 

As análises de variância (ANOVA) foram realizadas considerando um nível de 

confiança de 95 % (p < 0,05). As diferenças significativas entre os teores de vitaminas 

nas amostras em diferentes condições experimentais foram determinadas utilizando o 

Teste de Tukey. Os resultados das análises estatísticas foram obtidos utilizando o 

software Statistica, versão 10 (STATSOFT Inc., Tulsa, OK, EUA). 

 

4.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

Os teores de vitaminas D2 e D3 nas amostras de leites cru, pasteurizado e UHT 

em diferentes meses do ano estão apresentados na Tabela 15. Houve diferenças 

significativas nos teores de vitaminas D2 e D3 entre o leite cru (sem tratamento térmico) 
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comparado ao leite pasteurizado e UHT. Entretanto, não foram observadas diferenças 

significativas (p < 0,05) entre os leites pasteurizado e UHT. 

 

Tabela 11 - Quantidade de vitamina D2 e D3 nos leites integral, semidesnatado e 

desnatado coletado nos meses de maio, julho, setembro e novembro de 2019.  

Teor de 

gordura 

Tratamento 

térmico 

Mês de 

produção 

Vitamina D2 

(ng.100 mL
-1

) 

Vitamina D3 

(ng.100 mL
-1

) 

Integral 

Cru 

Julho 384,40 ± 137,7ª
Aab

 3,90 ± 1,14 ª
Ac

 

Maio 66,95 ± 1,82ª
Ab

 46,39 ± 7,29 ª
Aab

 

Novembro 250,83 ± 4,74ª
Aa

 35,73 ± 1,58 ª
Aa

 

Setembro 77,11 ± 8,66ª
Ab

 11,22 ± 1,27 ª
Abc

 

Pasteurizado 

Julho 55,32 ± 4,87ª
Bab

 11,57 ± 3,90 ª
Bc

 

Maio 33,71 ± 0,20ª
Bb

 14,57 ± 1,96 ª
Bab

 

Novembro 82,29 ± 17,63ª
Ba

 12,94 ± 2,30 ª
Ba

 

Setembro 90,07 ± 17,56ª
Bb

 21,24 ± 1,70 ª
Bbc

 

UHT 

Julho 29,97± 2,88ª
Bab

 12,26 ± 1,06 ª
Bc

 

Maio 46,04 ± 3,92ª
Bb

 58,83 ± 4,87 ª
Bab

 

Novembro 267,89 ± 11,58ª
Ba

 14,08 ± 2,12 ª
Ba

 

Setembro 83,20 ± 1,40ª
Bb

 12,70 ± 0,30 ª
Bc

 

Semidesnatado 

Cru 

Julho 61,23 ± 5,03
bAab

 n.q. 

Maio 22,54 ± 0,88
bAb

 38,84 ± 1,87 
bAab

 

Novembro 108,45 ± 2,66
bAa

 13,31 ± 0,80 
bAa

 

Setembro 22,65 ± 1,40
bAb

 8,48 ± 1,07 
bAc

 

Pasteurizado 

Julho 18,38 ± 2,36
bBab

 4,89 ± 1,56 
bBc

 

Maio 32,12 ± 3,20
bBb

 11,97 ± 0,43 
bBab

 

Novembro 54,87 ± 12,86
bBa

 9,38 ± 1,31 
bBa

 

Setembro 38,97 ± 12,19
bBb

 10,17 ± 1,34 
bBc

 

UHT 

Julho 15,22 ± 0,54
bBab

 11,23 ± 0,54
bBc

 

Maio 27,25 ± 3,98
bBb

 12,70 ± 1,48
bBab

 

Novembro 49,78 ± 0,47
bBa

 9,08 ± 0,96 
bBa

 

Setembro 20,90 ± 1,23
bBb

 11,88 ± 0,66 
bBc

 

Desnatado Cru 

Julho 12,44 ± 3,74
bAab

 n.q. 

Maio n.q.
 
 3,13 ± 1,00

bAab
  

Novembro 20,22 ± 0,02
bAa

 3,37 ± 0,14
bAa

 

Setembro 14,13 ± 0,67
bAb

 3,04 ± 0,68
bAc
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Teor de 

gordura 

Tratamento 

térmico 

Mês de 

produção 

Vitamina D2 

(ng.100 mL
-1

) 

Vitamina D3 

(ng.100 mL
-1

) 

Pasteurizado 

Julho 15,61 ± 0,70
bBab

 n.q. 

Maio 24,46 ± 2,93
bBb

 1,96 ± 0,77
cBab

 

Novembro 16,67 ± 1,42
bBa

 2,55 ± 0,69
cBa

 

Setembro 29,58 ± 1,63
bBb

 5,95 ± 1,70
cBc

 

UHT 

Julho n.q.
 
 n.q. 

Maio n.q. 5,03 ± 0,4
cBab

 

Novembro 16,18 ± 2,38
bBa

 2,05 ± 0,60
cBa

 

Setembro n.q. n.q. 

Letras minúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (p< 0,05) relativa ao teor de gordura. 

Letras maiúsculas diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (p< 0,05) relativa ao tratamento 

térmico. Letras minúsculas em itálico diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa (p< 0,05) relativa 

ao mês de produção do leite.   

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

Os resultados descritos na Tabela 11 diferem de alguns encontrados na literatura 

os quais indicaram que o tratamento térmico não afeta o teor de vitamina D em leites 

(HANSON; METZGER, 2010). Os tratamentos térmicos podem não afetar 

significativamente (p < 0,05) a composição de leites processados que contêm 2 % de 

gordura e pasteurização rápida como observado por Wagner et al. (2008) e Kasmi, 

Vieth e Rousseau (2007). Nesse caso, não foram encontradas diferenças significativas 

(p < 0,05) entre leites semidesnatado e desnatado, os quais foram enriquecidos com 

vitamina D e processados por HTST. A variação do teor de vitamina D em leite de vaca 

cru é maior do que no leite UHT sem enriquecimento (BULGARI et al., 2013). Essa 

variação pode ser resultado da degradação das vitaminas D com o processo térmico 

(TSAI et al. 2017). A partir de análises de DSC (calorimetria de varredura diferencial), 

os autores concluíram que os teores de vitaminas D2 e D3 podem permanecer inalterados 

se o processamento de alimentos ou tratamento térmico for realizado em temperaturas 

menores que 166 e 156 ºC, respectivamente (TSAI et al., 2017).   

A sazonalidade pode também afetar o teores de vitaminas D2 e D3 em amostras 

de leite. Diferenças significativas (p < 0,05) nos teores de vitamina D2 foram 

encontradas entre as amostras produzidas em novembro quando comparado com aquelas 

produzidas em maio e julho. Além disso, o teores de vitamina D3 foram 

significativamente diferentes (p < 0,05) entre os leites produzidos em novembro, julho e 

setembro. De maneira semelhante ao ser humano, podem ser produzidas vitaminas D no 
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organismo do gado devido a síntese endógena ou dérmica. Além disso, as vitaminas D 

podem ser ingeridas pelo animal com a dieta alimentar. A vitamina D3 (colecalciferol) 

pode ser produzida pela síntese dérmica após a exposição à radiação UV-B 

(HYMOLLER; JENSEN, 2010) ou ser ingerida na alimentação. A vitamina D2 pode ser 

produzida e entrar nos organismos dos animais após o consumo de fungos que crescem 

no meio da vegetação (RICHARDSON; LOGENDRA, 1997). A vitamina D3 pode ser 

também fornecida ao animal por meio de aditivos sintéticos concentrados na ração 

(HYMOLLER; JENSEN, 2011). Portanto, diferenças nos teores de vitaminas no leite 

podem ser originadas das práticas de manejo do gado, da alimentação, das diferentes 

estações do ano, dentre outros (JAKOBSEN et al., 2015). 

Diferenças significativas (p < 0,05) foram observadas nos teores de vitaminas D2 

e D3 em amostras com quantidades de gorduras diferentes. As diferenças foram 

observadas entre as amostras de leite integral, semidesnatado e desnatado. Os teores de 

vitaminas A e E em leite bovino cru, pasteurizado e UHT (integral, semidesnatado e 

desnatado) são afetados pelo teor de gordura (CHOTYAKUL et al., 2014). Esses 

valores diminuem conforme diminuiu os teores de gorduras. O mesmo efeito pode ser 

observado no monitoramento das vitaminas D. Os teores de vitamina D2 foram maiores 

nas amostras de leite integral do que em leite semidesnatado e/ou desnatado. Esses 

resultados estão apresentados na Figura 8. Verificou-se também que houve diferenças 

significativas (p < 0,05) nos teores de vitaminas D durante os processamentos térmicos 

no mês de julho. Essa diferença foi bem mais acentuada no leite cru em comparação aos 

leites pasteurizados e integrais. As variações foram também acentuadas entre os meses 

de maio e setembro, considerando os teores de vitamina D2 em diferentes tratamentos 

térmicos e teores de gorduras. Em geral, observou-se que no mês de novembro houve 

um aumento do teor de vitamina D2 entre a pasteurização e ultrapasteurização. Porém, 

isso pode ter ocorrido porque a amostra de leite pasteurizado não estava totalmente 

homogênea na hora do ensaio ou podem ter ocorrido perdas durante o processo ou 

armazenamento. 
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Figura 8 - Teores médios de vitamina D2 em função do teor de gordura, tratamentos 

térmicos e meses de produção. 
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

O teor de vitamina D3 variou bastante entre os meses de estudo como pode ser 

observado pela Figura 9. Nota-se que houve variabilidade significativa nos teores de 

vitaminas entre os meses de produção, com destaque para o mês de novembro. Nesse 

mês houve diminuição do teor de vitaminas D com o tratamento térmico. Ocorreu 

variação significativa dos teores de vitaminas em maio entre o leite cru, pasteurizado e 

UHT. Isso indica que podem ter ocorrido perdas durante os experimentos ou durante o 

armazenamento da amostra. Os teores de vitamina D3 no leite semidesnatado em maio e 

novembro diminuíram com o tratamento térmico. Porém, o teor dessa vitamina não 

variou significativamente (p < 0,05) no desnatado. No geral, os teores de vitamina D2 

nas amostras de leite foram significativamente (p < 0,05) maiores do que os teores de 

vitamina D3. Essa diferença deve-se ao fato de que as vitaminas são sintetizadas a partir 

de diferentes fontes, sendo que a vitamina D2 está mais relacionada a dieta do animal e a 

vitamina D3 com a exposição à luz solar. Concluindo, é importante estudar e determinar 

o teor das vitaminas D2 e D3 em alimentos que são amplamente consumidos como o 

leite e seus derivados. 
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Figura 9 - Teores médios de vitamina D3 em função do teor de gordura, tratamentos 

térmicos e meses de produção. 
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 Fonte: Elaborado pelos autores, 2019. 

 

4.4 CONCLUSÃO  

  

Nesse estudo foram demonstrados que as vitaminas D não são estáveis com os 

tratamentos térmicos. Os teores de vitaminas em amostras de leite podem também variar 

com as estações do ano e com o tipo de alimentação do gado. Isso confirma a perda 

significativa tanto de vitamina D2 quanto de vitamina de D3 durante os ensaios 

experimentais. Além disso, pode-se definir que o processo de padronização da gordura 

no leite foi um dos responsáveis pelas perdas de vitaminas em leites semidesnatados e 

desnatados. Para uma melhor compreensão do comportamento e estabilidade da 

vitamina D, seriam necessários estudos adicionais em que fosse variado um fator por 

vez. Por exemplo, coletar a amostra a partir de um único animal, variar a dieta e a 

exposição à luz solar, ou então, variar somente a estação do ano. Finalmente, foi 

possível demonstrar que este tema é bastante amplo e ainda é necessário muitos outros 

estudos para melhorar a compreensão de todos os parâmetros se faz necessário para 

gerar dados que oportunizem melhorias para os produtores e consumidores de leite e 

derivados.   
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5 Considerações finais  

 

Atualmente, a produção de leite no estado de Santa Catarina segue uma trajetória 

de crescimento acentuado e constante, apresentando taxas superiores às observadas em 

outros estados do país. A atividade leiteira é uma das mais importantes atividades 

socioeconômicas do estado, sendo um dos pilares da agricultura familiar. 

O leite de vaca é um dos produtos alimentícios mais consumidos e processados 

em todo o mundo. Sua composição é altamente variável, podendo ser influenciada por 

vários fatores como a raça, o estágio de lactação, o manejo, a nutrição, o estado de 

saúde, a variação durante a ordenha do animal, entre outros.  

Bilhões de pessoas ao redor do mundo consomem leite e seus produtos lácteos 

todos os dias. Além de ser uma grande fonte de nutrição humana, esses produtos 

possuem teores significativos de proteínas com alto valor biológico. Além disso, os 

leites e seus derivados são meios de subsistência e oportunidades para agricultores, 

processadores, comerciantes e outros segmentos da cadeia láctea. Os 20 minerais 

considerados essenciais na dieta humana estão presentes no leite. Além disso, esses 

tipos de alimentos possuem treze tipos de vitaminas que têm contribuições significativas 

nos metabolismos do corpo humano. Devido a tantos benefícios que o leite e sua cadeia 

produtiva podem trazer para determinadas regiões, justifica-se a necessidade de estudos 

cada vez mais aprofundados na área com o objetivo de entender e melhorar os processos 

de produção e a qualidade nutricional do produto final.  

Os resultados dessa dissertação foram importantes para demonstrar que as 

estações do ano influenciam nas produções e nas composições do leite. Variações 

significativas foram encontradas tanto na caracterização físico-química do leite quanto 

nos teores de vitaminas D2 e D3, além de minerais. Informações conflitantes são 

descritas na literatura, em que muitos defendem não haver influencias, enquanto outros 

afirmam que essas variações ocorrem principalmente devido a dieta do animal. Como se 

trata de um assunto bastante abrangente e importante, mais estudos são necessários para 

compreender as fontes de variação dos teores de proteínas, gordura, minerais, vitaminas 

em amostras de leite bovino.  

Para entender bem o comportamento e a estabilidade das vitaminas presentes em 

amostras de leite pode-se variar o tipo de alimentação do animal, as estações do ano e o 

teor de gordura em etapas individuais do estudo. Nem sempre é possível encontrar na 

literatura informações sobre ensaios padronizados para a determinação de vitaminas e 
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minerais presentes em quantidades pequenas no leite. Com base nos resultados obtidos 

nessa dissertação, um planejamento fatorial de composto central rotacional (DCCR) 

pode ser uma excelente alternativa para compreender os efeitos de determinadas 

variáveis. Além disso, a validação de métodos não padronizados aumenta a 

confiabilidade dos métodos analíticos.  
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