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RESUMO

As proteinas do leite apresentam grande relevancia nutricional para a sociedade. A
regulacdo e o controle do teor de proteinas em produtos e derivados lacteos em
ambito nacional é de responsabilidade do Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). A metodologia de referéncia para determinacdo do teor de
proteinas nestes produtos € o método Kjeldahl, no qual o teor de proteina é
quantificado a partir do teor de nitrogénio. Apesar de ser um método reconhecido
internacionalmente pela sua exatiddo e precisdo, o tempo longo de analise e o alto
volume de residuos gerados tem impacto no ambito laboratorial bem como ambiental.
No presente trabalho foi implementado e validado o método Dumas para a
quantificacdo de proteinas no Laboratério de Identidade e Qualidade de Alimentos do
Laboratério Federal de Defesa Agropecuéria do Rio Grande do Sul (IQA/LFDA-RS),
vinculado ao MAPA. Além de material de referéncia certificado (MRC) de leite em p0,
também foram utilizadas amostras de leite fluido, leite em po6, doce de leite de
consisténcia pastosa e solida, leite condensado e caseinato. Testes iniciais definiram
as melhores condicbes de analise para cada produto, resultando em massas de
amostra ndo superiores a 200 mg e razédo de 0,8 a 3,0 mL de oxigénio por mg de
amostra para o processo de combustdo. Os valores de coeficiente de variacao (CV)
encontrados foram da ordem de 0,355% a 2,031% enquanto que para a incerteza
padrao expandida percentual os valores foram de 0,897% a 6,279%, sendo em ambos
0S casos para 0s produtos caseinato e leite fluido, respectivamente. Assim, 0s
resultados encontrados atestam o método Dumas como uma metodologia adequada
para a determinacdo de proteinas no IQA/LFDA-RS, permitindo ao 6rgdo o emprego
de um método com impacto em produtividade associado a reducdo na emissao de

residuos.

Palavras-chave: Dumas; Kjeldahl; alimentos lacteos; validagdo; vantagens;

desvantagens; impacto ambiental; custos de analise; produtividade.



RESUMEN

Las proteinas de la leche tienen una gran relevancia nutricional para la sociedad. La
regulacion y control del contenido de proteina en productos lacteos y derivados a nivel
nacional es responsabilidad del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Abastecimiento
(MAPA). La metodologia de referencia para determinar el contenido proteico de estos
productos es el método Kjeldahl, en el que el contenido proteico se cuantifica a partir
del contenido de nitrégeno. A pesar de ser un método reconocido internacionalmente
por su exactitud y precision, el largo tiempo de analisis y el alto volumen de residuos
generados tienen un impacto tanto en el laboratorio como en el medio ambiente. En
el presente trabajo, se implemento y validé el método Dumas para la cuantificacion de
proteinas en el Laboratorio de Identidad y Calidad de Alimentos del Laboratorio
Federal de Defensa Agropecuaria de Rio Grande do Sul (IQA/LFDA-RS), vinculado al
MAPA. Ademas del material de referencia certificado (MRC) para leche en polvo,
también se utilizaron muestras de leche fluida, leche en polvo, dulce de leche pastoso
y sélido, leche condensada y caseinato. Las pruebas iniciales definieron las mejores
condiciones de analisis para cada producto, resultando en masas de muestra no
superiores a 200 mg y una relacién de 0,8 a 3,0 mL de oxigeno por mg de muestra
para el proceso de combustion. Los valores del coeficiente de variaciéon (CV)
encontrados fueron del orden de 0.355% a 2.031% mientras que para el porcentaje
de incertidumbre estandar expandida los valores fueron de 0.897% a 6.279%, siendo
en ambos casos para caseinato y leche fluida, respectivamente. Asi, los resultados
encontrados atestiguan que el método Dumas es una metodologia adecuada para la
determinacion de proteinas en el IQA/LFDA-RS, permitiendo al organismo utilizar un
método con impacto en la productividad asociado a la reduccién de la emision de

residuos.

Palabras clave: Dumas; Kjeldahl; productos lacteos; validacion; ventajas;

desventajas; impacto ambiental; analisis costos; productividad.
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1 INTRODUCAO

As proteinas desempenham um papel central nos sistemas biolégicos, onde
atuam como catalisadores biolégicos (enzimas), horménios, proteinas de transporte,
estrutural e contratil, antigenos/anticorpo, funcdo nutricional, neurotransmissores e
transportadores nas membranas.! Elas sédo formadas por 21 aminoacidos diferentes,
0s quais de acordo com o numero e ordem formam todas as proteinas, desde aquelas
presentes em microrganismos até aguelas presentes nos alimentos.

O leite, as carnes, 0s 0v0s, 0s cereais, as leguminosas e as oleaginosas sao
as principais fontes de proteinas da dieta humana.? A Ultima pesquisa do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostrou que a mistura arroz e feijao é a
principal fonte de proteinas dos brasileiros. A Pesquisa de Or¢camentos Familiares
2017-2018: Analise do Consumo Alimentar Pessoal no Brasil mostra que a frequéncia
de consumo alimentar da mistura arroz e feijdo supera os 60% enquanto que a de
carne bovina e leite integral é de 38,2% e 6,5%, respectivamente.?

O leite ocupa destaque como fonte de proteinas para a dieta humana. A
caseina é o principal componente da fracdo proteica do leite, perfazendo cerca de
80% do total das proteinas presentes no produto. Outros componentes proteicos
encontrados no leite sdo as proteinas do soro lacteo que constituem cerca de 20% da
fracdo proteica do leite e, portanto, juntamente com a caseina englobam praticamente
o total das proteinas presentes no leite.*

As proteinas do soro de leite apresentam um dos mais altos indices de valor
bioldgico. As proteinas do soro contém niveis elevados dos aminoacidos essenciais
leucina e lisina em comparagdo ao isolado proteico de soja ou clara de ovo
desidratada. Além disso, as proteinas do soro sdo uma boa fonte de aminoacidos
contendo enxofre, tais como a cisteina e metionina.®

O monitoramento do teor de proteinas no leite € uma analise de rotina em
diferentes laboratorios publicos e privados. Essa anélise € conduzida para avaliar a
qualidade do leite bem como de possiveis fraudes ou adulteracdes. Adulteracdes em
leites geralmente estdo relacionadas a mas condic¢des de higiene, de processamento,
armazenamento, transporte e comercializacdo enquanto que produtos fraudados
caracterizam-se por praticas vedadas visando ganho financeiro.

Ha na literatura varios métodos para a determinacdo de proteinas em

alimentos, nomeadamente: método do biureto, de Lowry e do reagente de Bradford,
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baseados na determinacdo espectrofotométrica; método Kjeldahl e método Dumas,
0S quais estimam o teor de proteinas com base no teor de nitrogénio presente na
amostra.

A fracdo nitrogenada do leite apresenta duas principais fontes: a proteica,
oriunda da caseina e das proteinas do soro e, o nitrogénio ndo proteico (NNP). Os
compostos nitrogenados presentes na fracdo de NNP séo basicamente produtos finais
do metabolismo do nitrogénio e representam de 5 a 6% do nitrogénio total (NT). Entre
estes compostos estdo ureia, peptideos, amino&cidos, &cido dUrico, creatina e
creatinina.

No método Kjeldahl ocorre a transformacao do nitrogénio da amostra em sulfato
de amobnio através da digestdo com acido sulfurico e posterior destilacdo com
liberacdo da amobnia, que é “fixada” em solugéo acida e titulada. Os resultados podem
ser expressos como proteina através da multiplicacdo da porcentagem do NT por
fatores especificos, de acordo com o produto analisado. Internacionalmente
referenciado como metodologia de referéncia para determinacdo de NT (proteina
bruta) € suscetivel a erros, pois divide-se em varias etapas, é demorado e gera alto
volume de residuos.®

A proteina do leite e seus derivados é comumente expressa como proteina total
ou proteina bruta e sob o ponto de vista analitico, corresponde ao teor percentual de
NT multiplicado pelo fator de converséo 6,38, o qual € estimado com base no teor
médio de nitrogénio nas proteinas do leite (15,67%).

No método Dumas a amostra passa por combustdo sob fluxo de oxigénio
controlado seguindo para um processo de reducdo, onde o Oxido nitrico produzido
pela combustéo é reduzido a nitrogénio molecular. A deteccao do teor de nitrogénio é
realizada com um detector de condutividade térmica que mede o NT restante em uma
corrente de gas de arraste. O método Dumas é rapido, evita 0 uso de produtos
qguimicos corrosivos e tem baixo volume de residuos gerados, contudo ndo soé
quantifica proteina, mas também considera nitrogénio inorganico, incluindo nitrato,
nitrito e alguns outros organicos, como acidos nucleicos podendo levar a
superestimacéo do contetdo proteico.® Além disso € uma metodologia de alto custo.

No ambito nacional o organismo responsavel pelo controle da qualidade de
alimentos € a Rede de Laboratérios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA)
vinculada ao Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A Rede

7z

LFDA é a responsavel por fornecer dados técnicos e resultados de andlises
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laboratoriais que compde a tomada de decisdo no ambito da defesa agropecuaria.’
As unidades que realizam o monitoramento de produtos lacteos nos LFDAs sdo os
Laboratérios de Identidade e Qualidade de Alimentos (IQA), também incumbidas da
identificacdo de fraudes, estudo e desenvolvimento de pesquisas de aprimoramento
e implementacao de metodologias analiticas.

O manual de Métodos Oficiais para Andlise de Produtos de Origem Animal® do
MAPA padroniza como métodos oficiais de determinacdo de proteinas em alimentos
os referenciados na 1ISO 14891:2002 (IDF 185:2002),° relativa ao método Dumas, e
ISO 8968-1:2014 (IDF 20-1:2014),'° relativa ao método Kjeldahl. Os métodos
espectrofotométricos ndo sdo apresentados como métodos oficiais no manual do
MAPA dada a necessidade de tratamento prévio da amostra e impacto dos
interferentes no processo de leitura, além de ndo estarem publicadas normas de
referéncia internacional que indiqguem a ampliacdo destes métodos para determinagao

de proteinas em produtos lacteos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Validar o método Dumas para a determinacéo de proteina em matrizes lacteas
no IQA do Laboratério Federal de Defesa Agropecuaria do Rio Grande do Sul (LFDA-
RS), seguindo a ISO 14891:2002 (IDF 185:2002) e o Manual de Garantia da Qualidade
Analitica para Area de Identidade e Qualidade de Alimentos e de Insumos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para cumprir o proposito maior, foram realizados 0s seguintes objetivos

especificos:

a) determinar as condic¢des ideais de velocidade de queima, aporte e fluxo de
oxigénio, massas de amostra e adsorvente;

b) avaliar o desempenho do método através de estudo de parametros de
meérito;

c) comparar o método de Dumas validado e o método Kjeldahl (método de
referéncia) considerando custos envolvidos, produtividade e geragcdo de

residuos.
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3 PROPOSTA TECNOLOGICA

O presente trabalho traz como proposta tecnologica a implementacdo do
método de Dumas no IQA/LFDA-RS como uma metodologia alternativa ao método de
referéncia na determinacdo de proteina, diminuicdo do volume de residuos gerados,
reducdo do tempo de analise e consequente ganho de produtividade.

A implementag&o da metodologia Dumas na unidade é vista num contexto de
alinhamento & missdo e objetivos estratégicos institucionais de promover o
desenvolvimento sustentavel da agropecuéria e a seguranca e competitividade de
seus produtos, além de apresentar exceléncia na prestacdo de servi¢os laboratoriais

para a Defesa Agropecuéria.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 DETERMINA(;AO DE PROTEINAS

Ha na literatura dezenas de métodos para determinar o teor de proteinas nos
alimentos, os quais diferenciam-se em relacdo ao principio envolvido, equipamentos
utilizados, tempo de analise e custo. Na Tabela 1, estdo apresentados os principais

métodos utilizados para a determinagéo de proteinas:

Tabela 1 — Principais métodos para a determinacao de proteinas

Normas de Referéncia

Método Principio de determinacao para andlise de
produtos lacteos
Biureto Espectrofotométrico N&o existe
Lowry Espectrofotométrico N&o existe
(Reagente de) Bradford Espectrofotométrico N&o existe
Kieldahl Andlise elementar — ISO 8968-1:2014
J guantificacéo de nitrogénio (IDF 20-1:2014)0
Dumas Analise elementar — ISO 14891:2002
guantificacdo de nitrogénio (IDF 185:2002)°

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.1 Método do bhiureto

O método se baseia na reacao do reativo do biureto, o qual € composto de uma
mistura de cobre e hidréxido de sédio. O cobre, em meio alcalino, reage com a ligacao
peptidica das proteinas formando um complexo quadrado planar, Figura 1. Esse

complexo apresenta duas bandas de absorcédo, uma em 270 nm e outra em 540 nm.!
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Figura 1 — Reacéo do reativo de biureto e formacdo do complexo na determinacao
de proteinas

o={ tiN 24
NH _ R— Gl R
R— + i + oH e Cus* —0
B _.-:_ s} Azl _— O— = ™ ;_
H |‘i HN‘ e NH
g R—( )R
Ligagtes Peptidicas .\H H

Complexo de Biureto

Fonte: Adaptado de Gornall, Bardawill e David, 1949.12

Apesar da rapidez e da utilizacdo de reagentes de baixo custo € um método
gue vem sendo gradativamente substituido. Enquanto o método do biureto tem limite
de detecgdo de 1,0 x 10 pug.mL?, os métodos espectrofotométricos considerados
mais sensiveis sdo Lowry e Bradford apresentando limites de deteccéo de 1,0 x 10°

e 2,0 x 10°° ug.mL™1, respectivamente.!3

4.1.2 Método de Lowry

E uma metodologia baseada na reacdo de uma mistura contendo molibdato,
tungstato e acido fosférico (reagente Folin Ciocalteau) que, ao reagir com proteinas,
sofre uma reducdo, em presenca do catalisador cobre (ll), produzindo um composto

com absorcdo maxima em 750 nm, Figura 2.

Figura 2 — Reacao esquematica do método de Lowry de determinacédo de proteinas

@ OH Reagente de Folin

H HO (W, mo®)
_ﬁT.g_Z“‘&_E_ @ OH coloragio amarela
—C-N-CG-G-N- -
o ni
OH R OH

Complexo tetradentado Cul* 0 Reagente de Folin reduzido
P (W5, Mo™)

Coloragdo azulada
Fonte: Adaptado de Azevedo, 2017.14

O método de Lowry é altamente sensivel, apresenta uma melhor exatiddo em

relagdo a outros métodos, consome uma menor quantidade de amostras e estd menos
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suscetivel a interferentes. Apesar dessas vantagens, o método apresenta longo tempo
de analise, possui absortividade especifica altamente variavel para diferentes
proteinas e segue a lei de Lambert-Beer apenas numa pequena faixa de concentracédo
de proteinas.!

4.1.3 Método do reagente de Bradford

Este método é baseado na interacéo entre o corante BG-250 e macromoléculas
de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. Em
pH acido, a interacdo entre a proteina de alta massa molecular e o corante BG-250
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica, que absorve
fortemente em 595 nm.1®

Embora mais rapido e sensivel que o método de Lowry, destacam-se entre as
desvantagens o fato de apresentar variacdo da absortividade especifica para
diferentes proteinas e resultados nem sempre reprodutiveis devido ao grau de pureza
do corante BG-250.

4.1.4 Método Kjeldahl

A determinacdo do NT proposta por Johan Kjeldahl em 1883, ainda é muito
usada por ser uma técnica confiavel, com rotinas bem estabelecidas e ao longo do
tempo permaneceu praticamente a mesma com poucas modificacdes. Esta técnica
possibilita a determinacédo indireta de proteinas em varias amostras bioldgicas, assim
como o nitrogénio em plantas para a avaliagdo do estado nutricional.'®

O método de Kjeldahl baseia-se na transformacédo do nitrogénio da amostra em
sulfato de aménio através da digestdo com acido sulfurico e posterior destilagdo com
liberacdo da amonia, que é fixada em solucéo acida e titulada.

Este método é dividido em trés etapas principais: digestdo, destilacdo e
titulacao.

a) Digestdo: ocorre o aquecimento da amostra com &cido sulfarico
concentrado até que o carbono e hidrogénio sejam oxidados. Com a finalidade de
aumentar a velocidade de oxidacdo da matéria organica é adicionada a reacdo uma
mistura catalitica de sulfato de cobre e sulfato de potassio. O nitrogénio da proteina

reduzido e transformado em sulfato de amonio, Reacéo 1.
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Reacio 1: L. ~ .  H,SO,
eacao 1: Matéria organica A SO, +S0, +CO, + H,0+(NH,),SO,

b) Destilacdo: com adicao de NaOH 32% e aquecimento, ocorre a liberacao
da amoénia que é separada da mistura por destilacdo, Reacdo 2. O gés entdo reage

com uma solucédo de acido borico, formando borato de aménio, Reacao 3.

Reagao 2: (NH,),SO, + 2NaOH —— Na,SO,+ 2NH, T +H,0

Reaco 3: NH, + H.,BO, - NH,H,BO,

c) Titulacéo: a etapa final consiste na titulacdo do borato de aménio com uma

solucado de acido sulfurico padronizada, Reacéo 4.

Reacéo 4: 2NH,H,BO, + H,SO, — (NH,),SO, + 2H,BO,

Quanto maior o volume de &cido sulfirico gasto na titulagdo, maior a
guantidade de nitrogénio presente na amostra.

As principais limitacbes dessa técnica de determinacdo do teor de NT séo a
demora na digestao das amostras que necessitam de aquecimento em bloco digestor
tipo macrotubo; uso de reagentes corrosivos em concentragdes elevadas; geracao de
grandes volumes de residuos que necessitam de neutralizacdo antes do descarte;
possibilidade de vazamentos no sistema de destilacdo, que resulta em subestimacéao

dos teores de nitrogénio.'’
4.1.5 Meétodo Dumas

O método de Dumas foi desenvolvido em 1831 pelo quimico francés Jean
Baptiste Dumas e foi o primeiro método descrito para andlise de nitrogénio e proteina.®
Baseia-se na combustdo de amostras organicas em um sistema hermeticamente

fechado, gerando agua e 6xidos de carbono e de nitrogénio, Reacdo 5. Os gases
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produzidos passam por uma etapa subsequente de reducéo, transformando os 6xidos

de nitrogénio em nitrogénio molecular, que é quantificado, Reacéo 6.

A

Reacéo 5: C,H,N, + a0,- nC0O,+05mH,0 + x N — 6xidos
~ A

Reacéo 6: N — 6xidos — N,

E importante destacar que, ao comparar as técnicas de determinacdo de
nitrogénio de Dumas e de Kjeldahl, os valores obtidos na técnica de Dumas tendem a
ser levemente superiores. 1Sso ocorre porque o nitrogénio oriundo de fonte inorganica
também passa pelo processo de reducdo na técnica de Dumas, sendo detectado no
final do processo juntamente com o nitrogénio oriundo de fonte organica. Tal
fendmeno néo ocorre na técnica de Kjeldahl.

A amostra é submetida a um processo de combustdo em condicGes
padronizadas. Os produtos volateis da combustdo (N2, NOx, CO2, H20) sao
transportados por um gas de arraste para uma coluna, usualmente preenchida com
cobre metélico, onde os 6xidos de nitrogénio sdo reduzidos a nitrogénio molecular.
Agua é removida através de um agente secante como, por exemplo, perclorato de
magnésio. A menos que CO: seja utilizado como gas de arraste, ele é removido
passando por um absorvente adequado, como hidroxido de sodio ou outro material.
Interferentes (halogénios volateis e compostos de enxofre) sdo removidos por
absorventes ou materiais de contato (por exemplo, algodao seco, hidroxido de sédio
ou outro material) ou pelo uso de material proposto pelo fabricante do equipamento.
O nitrogénio na mistura residual de gas, que consiste em nitrogénio e gas de arraste,
passa entdo por um detector de condutividade térmica. Apdés a amplificacdo e
converséo do sinal do detector, os dados obtidos séo processados e transferidos para

0 computador, conforme esquema apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema geral de determinacdo de proteinas pelo método Dumas

-H,0
1. Condensagao

g 2. Sistema de Membranas
(Permapure)

Q@ 3. Absorgao

Fonte: Gerhardt Analytical Systems, 2018.18

4.2 VALIDACAO ANALITICA

A validacdo de método é o processo de avaliacdo do desempenho de um
método de teste a fim de determinar se ele é capaz de produzir resultados de teste
adequados para uma finalidade especifica.'® Trata-se de uma confirmacéo através de
exame e fornecimento de evidéncias objetivas em que as exigéncias particulares sdo
atingidas para um dado uso especifico.?°

Uma avaliacdo de quais parametros de desempenho serao utilizados para o
estudo de validacdo e, por consequéncia, 0s seus respectivos critérios de aceitacdo
sao a base do processo como um todo.

A definicdo dos parametros de validacdo a serem utilizados e a abordagem
utilizada podem ser baseados apenas por um guia de validagéo, tal como o da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ou baseado por mais de um guia ou
referéncia quando um dos objetivos do trabalho envolve um estudo académico, por
exemplo. Os parametros de validacdo (ou figuras de mérito) devem estar claramente
declarados no procedimento documentado e incluir, quando aplicavel: seletividade,
linearidade, limite de deteccdo, Ilimite de quantificacdo, precisao,

exatiddo/recuperagdo.?!

4.2.1 Seletividade

E a propriedade de um sistema de medic&o, utilizado com um procedimento de

medicao especificado, segundo a qual o sistema fornece valores medidos para um ou
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varios mensurados, tais que os valores de cada mensurando sejam independentes
uns dos outros ou de outras grandezas associadas ao fenbmeno, corpo ou substancia

em estudo.??
4.2.2 Linearidade

E a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentracdo do analito em amostras, em uma dada faixa

de concentracdo, e a faixa de trabalho compreende as concentracfes em que a

linearidade for atingida, definindo-se, assim, a curva de calibracéo correspondente.?

4.2.3 Limite de deteccéo

E a menor quantidade de um analito que pode ser detectado em uma amostra,

mas ndo necessariamente quantificado como um valor exato.?!
4.2.4 Limite de quantificacdo (LQ)

E a menor quantidade de um analito que pode ser quantitativamente
determinada em uma amostra com adequada precisdo e exatiddo. Na prética,
corresponde, normalmente, ao padrdo de calibracdo de menor concentragéo.?*

4.2.5 Preciséo

E o grau de concordancia entre indicagdes ou valores medidos, obtidos por
medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢oes
especificadas.??

4.2.6 Exatidao

E o grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro de um

mensurando.??
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4.3 1SO 14891:2002 (IDF 185:2002)

A Norma Internacional ISO 14891° apresenta parametros do método Dumas
para a determinacdo do teor total de nitrogénio de produtos lacteos. Considerando
gue existem varios instrumentos Dumas, a Norma recomenda que 0s parametros para
as etapas de configuracéo, ajustes, calibracdo e operacao sejam seguidas conforme
indicado por cada fabricante.

No que se refere a calibracdo do equipamento, a 1ISO 14891 indica o uso de
compostos de nitrogénio puro padrdo com um teor de nitrogénio constante e
conhecido, de modo que a faixa de massa de nitrogénio distribua-se num minimo de
10 a 20 (ou mais) pontos para amostras de até 200 mg de nitrogénio. Para mais de
200 mg de nitrogénio, espera-se que a curva de calibracdo seja néo linear.®

Valores apresentados para limite de repetibilidade e limite de reprodutibilidade
foram derivados de resultados de testes interlaboratoriais. Determinou-se assim que
a diferenca absoluta entre dois resultados de testes individuais independentes, obtidos
usando o mesmo método em material de teste no mesmo laboratério pelo mesmo
operador usando 0 mesmo equipamento dentro de um curto intervalo de tempo
(repetibilidade) ou em diferentes laboratérios com diferentes operadores usando
equipamentos diferentes (reprodutibilidade), ser4, em ndo mais de 5% dos casos,

superior a fragdes de massa conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 — Dados de repetibilidade e reprodutibilidade apresentados na ISO
14891:2002, de acordo com o tipo de produto e teor de nitrogénio

Repetibilidade Reprodutibilidade

Produto (diferenca absoluta (diferenca absoluta
em % nitrogénio) em % nitrogénio)

Leite UHT* com 3,5% de gordura e 0 0
0,565% de nitrogénio 0.041% 0.041%

: . 0
Iaeltg em po desnatado com 5,767% 0.050% 0.140%

€ nitrogenio

i 0,
L_elte cAondensado com 1,113% de 0.311% 0.311%
nitrogénio
Caseinato de sédio com 13,684% 0,217% 0,217%

Fonte: Adaptado de 1ISO 14891:2002.°
* Ultra High Temperature
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5 METODOLOGIA

5.1 EQUIPAMENTOS

No presente trabalho os seguintes equipamentos foram utilizados:

a) analisador de proteina com sistema automatizado, marca Gerhardt, modelo
Dumatherm DT Ar/He (FIGURA 4);

Figura 4 — Esquema geral de funcionamento do Dumatherm DT Ar/He para
determinacao de proteinas (método Dumas)

Fonte: Gerhardt Analytical Systems, 2018.18

b) balanca analitica com resolucéo de 0,1 mg — marca Metler Toledo, modelo
ML104T/31,

c) sistema automatico de destilacdo, Marca Gerhardt, modelo Vapodest 50 s,
Figura 5-A;

d) bloco digestor, Marca Gerhardt, modelo KB/KBL, Figura 5-B;
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e) sistema de succdo para neutralizacdo de vapores resultantes de digestao

acida — Scrubber-Turbosog, marca Gerhardt, modelo TUR/TVK, Figura 5-C.

Figura 5 — Sistema de destilacéo e titulacao (A) e digestao (B e C) para
determinacao do teor de proteinas — equipamentos Gerhardt (método Kjeldahl)

Fonte: Adaptado de Gerhardt Analytical Systems, 2019.24

5.2 MATERIAIS

Os seguintes reagentes foram utilizados para o desenvolvimento do trabalho:

a) acido etilenodiaminotetracético anidro (EDTA), Sigma Aldrich, pureza = 99%;
b) tris-hidroximetil aminometano (Tris), Merck, pureza 299,89%;

c) capsulas de estanho, DumaFoil — Gerhardt;

d) adsorvente para amostras liquidas e pastosas, DumaSorb — Gerhardt;

e) hélio grau 6.0 — Air Liquide;

f) oxigénio grau 6.0 — Air Liquide;

g) ar comprimido, isento de 6leo e gas (grau 2.6).

5.3 AMOSTRAS

Para verificacdo de desempenho foram utilizadas amostras de produtos lacteos
comerciais coletados no Programa de Avaliacdo de Conformidade de Parametros
Fisico-Quimicos e Microbiol6gicos de Produtos de Origem Animal (PACPOA) do
MAPA. Foram selecionados arbitrariamente uma amostra de cada matriz
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representativa de derivados lacteos para avaliacdo dos parametros de meérito do
método Dumas, Tabela 3. Dessa forma conduziram-se os testes em 01 amostra de
leite UHT integral, 01 amostra de doce de leite de consisténcia pastosa, 01 amostra
de doce de leite de consisténcia sélida (formato de cubos), 01 amostra de leite

condensado integral e 01 uma amostra de caseinato em po.

Tabela 3 — Produtos utilizados na validagdo do método Dumas para determinacdo
do teor de proteinas em alimentos lacteos no IQA/LFDA-RS

Amostra Marca Data de Data de
Fabricacao Validade
Caseinato de célcio Alibra CA90 09/12/2020 09/12/2021
Doce de leite integral Bom Principio 03/11/2020 03/11/2021
(pastoso)
?S%ﬁﬁge Leite integral Borrazopolis 06/06/2021 06/09/2021
Leite condensado integral Aurea 15/03/2021 15/09/2021
Leite UHT integral Megamilk 09/07/2021 06/11/2021

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.1 Materiais de referéncia certificados

Para avaliar a exatiddo do método foram utilizados materiais de referéncia
certificados (MRC) de leite em p6. Os MRCs analisados foram muva-MP-0212 e muva-
MP-0218, comercializados por MUVA KEMPTEN GMBH e as respectivas informacdes

sdo apresentadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Materiais de referéncia certificados utilizados para teste de exatiddo do método Dumas de determinacéo de proteinas
em leite em po

dentificacio Data de Prazo de Parametro Unidade Valor de Incerteza  Desvio
¢ producao validade de Medida  Referéncia Expandida Padréo
Gordura g/100 g 0,83 +0,13 +0,16
Extrato Seco g/100 g 96,79 +0,14 +0,21
-MP-0212 201 2022

muva-Mp-0 Outubro 2015 Outubro 20 Proteina g/100 g 38,37 £011  +0,30
Teor de Cinzas g/100 g 7,88 + 0,03 + 0,07
Gordura 0/100 g 26,85 + 0,22 +0,21
. . Extrato Seco 0/100 g 96,59 + 0,09 +0,15

muva-MP-0218 Maio 2018 Maio 2025
v ! ! Proteina g/100 g 26,75 £0,06 +0,21
Teor de Cinzas 0/100 g 5,62 +0,04 + 0,06

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 TESTES INICIAIS

Na primeira etapa do trabalho foram avaliados alguns parametros do método
de Dumas, nomeadamente: (1) velocidade de queima da amostra; (2) massa de
amostra, e (3) necessidade de uso de material adsorvente. Para cada amostra
analisada verificaram-se todos os parametros a fim de atingir a melhor condicéo para
a referida matriz.

Os métodos otimizados seguiram um padrdo de identificacio composto por
caracteres alfanuméricos. Padronizou-se para nomenclatura de métodos que o
primeiro caracter refere-se ao fluxo de oxigénio em mL/min (A, B ou C), enquanto que
arelacdo de mL de oxigénio por mg de amostra € definida pelos caracteres numéricos
(podendo variar de 0,1 a 3,0). Para métodos iniciados pela letra A realiza-se a anélise
com 400 mL de oxigénio min1, para métodos B esse valor é de 300 mL min? e, de
200 mL min! para os métodos C.

As temperaturas dos fornos de combustéo, reducdo e desgaseificacdo nao
foram alteradas, permanecendo em 980°C, 750°C e 300°C, respectivamente.

Para cada matriz avaliou-se a melhor relacdo massa de amostra x quantidade
de oxigénio despendido no processo de combustdo x intensidade de sinal e
reprodutividade de resultados para definicdo do método.

O tempo de anadlise, desconsiderada a pesagem e encapsulamento, ndo

apresentou alteracdes significativas, variando na faixa de 3 a 5 minutos.

5.5 LINEARIDADE

A linearidade foi avaliada considerando os derivados lacteos com menor e
maior teor de proteina dentre os produtos recebidas pelo IQA/LFDA-RS,
compreendendo assim valores de aproximadamente 1 g 100 g até préximo a 90 g
100 g* de proteina. Utilizou-se para calibracdo EDTA da marca Sigma Aldrich, pureza
= 99% e 9,58% de nitrogénio, e Tris da marca Merck, pureza 299,89% seguindo o
método A1,0 (fluxo de 400 mL de oxigénio por minuto e 1,0 mL de oxigénio por mg de

amostra).
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5.6 PRECISAO/REPETIBILIDADE

A repetibilidade foi avaliada com sete medi¢cfes independentes (sem variaveis
de medicéo) realizadas por dois analistas diferentes (analistas A e B). Os coeficientes
de variacdo de cada um dos analistas foram testados pela equacdo de Horwitz
(EQUACAO 1).

Equacéo 1. Equacao de Horwitz = CV < 2 (1-0,5 logC)

Onde:
C = fracdo de massa expressa exponencial de 10 (por exemplo, 1 mg.g*=103);

CV = corresponde ao coeficiente de variacao.

5.7 PRECISAO INTERMEDIARIA

A precisédo intermediaria (Si) foi avaliada pela variabilidade dos resultados
obtidos no laboratério, considerando diferentes analistas. Foi calculado o desvio
padrdo da precisdo intermediaria (Si(jx)) conforme preconizado no DOQ-CGCRE-
008,23 através da Equagéo 2:

n
« . 1 _
Equacao 2: Sigix = mzo,k — 7)2
k=1

Onde:
n = n° ensaios efetuados por amostra;
yk = cada resultado obtido;

y = média aritmética dos resultados.
5.8 AVALIACAO DA INCERTEZA DE MEDICAO
A incerteza padrdo combinada foi determinada por meio da Equacéo 3, com a

propagacdo das incertezas padrdao de entrada experimentais (repetitividade e

reprodutibilidade) e herdadas do teste realizado.
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Equagéo 3: ul=u 2+ u 2
. c repe repro

Onde:
Urepe= INcerteza padrao repetitividade,

Urepro= iNcerteza padréo precisao intermediaria.

Por fim, a incerteza padréo expandida (Uy) foi calculada multiplicando-se o
valor de uc obtido na Equacdo 3 pelo coeficiente de abrangéncia k=2,00, com

probabilidade de acerto de 95%.
5.9 EXATIDAO/Z-SCORE
Os z-scores foram calculados para avaliar a exatiddo por meio da Equagéo 4:

_ (Xiap — Xy)
7 =—

Equacéao 4:
S‘U

Onde:
Xiab = valor obtido pelo laboratério;
Xv = valor admitido como verdadeiro;

Sv = incerteza padrao do material de referéncia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes iniciais estédo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Condi¢cdes de analise, por tipo de produto, definidas apoés testes iniciais

Produto Método Massa (mg)  Adsorvente (mgQ)

EDTA* Al1,0 100 -

Leite em po B1,6 150-200 -

Doce de leite pastoso B2,0 150 70-90

Doce de leite soélido B2,0 150 -
Caseina e caseinato B3,0 100 -

Leite fluido Co0,8 150 70-90
Bebida lactea Co,8 250 100-120
Leite condensado Cl,2 150-180 70-90

Fonte: Elaborado pelo autor.
*EDTA para verificacdo diaria do equipamento

Verificou-se que amostras liquidas e/ou com baixo teor de proteina nao
demandam grande aporte de oxigénio no processo de combustdo (fluxo de 200
mL/min) e tdo pouco uma razao alta de mg de oxigénio por mg de amostra. Em
contraponto amostras sélidas ou pastosas requerem fluxo e razdo em niveis
intermediarios a elevados. Essa diferenca era esperada considerando que as
amostras liquidas utilizadas apresentam baixo teor de proteinas, na faixa de 3,5 g 100
g! para leite fluido, enquanto que as amostras sélidas tém teores de proteinas
elevado, como o leite em p6 e o caseinato, de 26 a 39 g 100 g* e acima de 80 g 100
g!, respectivamente.

A regressao linear de uma curva analitica mista de 7 pontos de solucéo de Tris
e 21 pontos de EDTA sdlido compreendendo a faixa de 0,06 a 22 mg de nitrogénio
atestou a linearidade (R? > 0,99) da metodologia para a faixa em estudo, conforme
pode ser verificado na Figura 6. Estendeu-se a faixa de calibragdo para além dos
teores encontrados nas amostras avaliadas de modo a incluir os demais produtos
recebidos do PACPOA pelo IQA/LFDA-RS. O LQ ficou definido como 0,06 mg de
nitrogénio, correspondente ao padrao de menor concentragdo utilizado na curva
analitica, conforme Manual de Garantia da Qualidade Analitica para Areas de

Identidade e Qualidade de Alimentos e de Insumos.2®
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Figura 6 — Curva analitica de teor de nitrogénio para determinacéo de proteinas pelo
método Dumas

Curva analitica 0,06 mg - 22 mg de N

96000

88000
80000 y =3800,1x + 7,7123

£ 64000
g 56000
‘5 48000
940000
< 32000
£ 24000
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8000

0
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O método teve seu desempenho verificado pelo estudo de precisdo e exatidao,
utilizando-se como referéncias o Manual de Garantia da Qualidade Analitica para
Areas de Identidade e Qualidade de Alimentos e de Insumos?® e apresentou valores
satisfatérios, conforme Tabela 6.

Tabela 6 — Figuras de mérito da validacdo do método Dumas (precisao, incerteza e
exatidao) para a determinacao de proteina em alimentos lacteos no IQA/LFDA-RS

— I Incerteza
Precisao / Precisao - _—_
S e Padrao Exatidao
Produto repetibilidade Intermediaria did "
(DPR) (Si) - % expandida (z-score)
(9/100g)
Leite em po6 integral  0,2079 a 0,5292% 0,5029 0,3894 0,50;-1,35
Leite UHT integral 1,7907 a 2,3941% 2,0313 0,2292 -
Doce de Leite pastoso 0,6697 a 1,4598% 1,2578 0,2123 -
Caseinato 0,2009 a 0,2741% 0,3548 0,7824 -
Leite condensado 0,2650 a 0,5356% 1,6637 0,2755 -
Doce de Leite s6lido  0,2039 a 0,8597% 0,7155 0,1846 -

Fonte: Elaborado pelo autor.
*Para estudo de exatiddo séo apresentados valores para os dois MRCs utilizados.

Os valores de desvio padrdao relativo (DPR) foram inversamente
correlacionados com o teor de nitrogénio da amostra. Por exemplo, os maiores valores
de DPR foram encontrados no leite UHT integral (teor de proteina de 3 a4 g 100 g}),

e o menor valor foi encontrado no caseinato (teor de proteina superior a 80 g 100 g2).
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Os valores de incerteza padrdo expandida ficaram abaixo de 4% do valor
medido para todas as matrizes, com excecdo do leite UHT integral que ficou
ligeiramente superior a 6%, Tabela 7. Esses valores podem ser considerados
satisfatorios, uma vez que as massas de amostra analisadas sdo da ordem de
miligramas.

A exatiddo do método foi atestada pelo uso de MRCs de leite em pd porque
essa matriz € homogénea e possui boa estabilidade. Os valores obtidos de z-score
(TABELA 8) indicam que o método € exato.

Resultados individuais e comparativos entre analistas (dados de repetibilidade

e precisdo intermediaria) sdo apresentados agrupados por matriz no Apéndice A.
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Tabela 7 — Estimativa da incerteza de medi¢do na determinacao de proteinas em alimentos lacteos pelo método Dumas no

IQA/LFDA-RS
CV de CV de Resultado de Incerteza Padrao Incerteza Padrao

Produto repetitividade reprodutibilidade Medicé&o Combinada Expandida

(%) (%) (g 100 g1 (g 10091 (g 100g™)
Leite em po 0,0053 0,005 26,67 0,1947 0,3894
Leite fluido 0,0239 0,0203 3,65 0,1146 0,2292
Doce de leite pastoso 0,0146 0,0126 5,51 0,1062 0,2123
Caseinato 0,0027 0,0035 87,25 0,3912 0,7824
Leite condensado 0,0054 0,0166 7,88 0,1377 0,2755
Doce de leite sélido 0,0086 0,0072 8,25 0,0923 0,1846

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 8 — Resultados de exatiddo para a validacdo do método Dumas de determinacéo
de proteinas em leite em p6 no IQA/LFDA-RS

;- Xlab Xv
Amostra Caodigo (9 100 g) (g 100 g% Sy Z-score
Leite em p6 integral muva-MP-0212 38,42 38,37 0,11 0,5
Leite em po6 integral muva-MP-0218 26,67 26,75 0,06 -1,35

Fonte: Elaborado pelo autor.
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7 DUMAS VERSUS KJELDAHL

A comparacao das metodologias Dumas e Kjeldahl considerou as seguintes
caracteristicas: (1) custos de analise; (2) geracdo de residuos; (3) tempo de analise
versus demanda efetiva de pessoal, considerando ambos os equipamentos instalados
IQA/LFDA-RS. Assim, nao foram considerados no levantamento de custos a aquisi¢ao
de equipamentos, restringindo-se o célculo aos consumiveis empregados. Para

critério de avaliacdo estipulou-se o numero de 1000 medigbes/leituras.

7.1 ESTIMATIVA DE CUSTOS

O método Kjeldahl aplicado conforme a Norma I1SO 8968-1:2014'° no
IQA/LFDA-RS submete a amostra a digestdo em sistema digestor macrotubo sendo
gue o preparo da amostra a ser digerida compreende as seguintes etapas: pesagem
da amostra, adi¢cdo do catalisador (12 g de sulfato de potassio p.a., 1 mL de solucdo
de sulfato de cobre 5% e 20 mL de &cido sulfarico concentrado). Paralelamente as
amostras sao digeridos os materiais utilizados como controle da digestdo, sendo um
tubo para sacarose (~0,85 g) utilizada como branco no célculo do teor de proteina e,
em outro 0,25 g do leite em p6 certificado (a ISO 8968-1:2014° recomenda o uso de
triptofano alternativamente). Para os controles procede-se o preparo para digestao
conforme mencionado para as amostras.

ApOs a digestdo as amostras e controles sao destilados em sistema
automatizado com adicdo de agua ultra pura e 80 mL de solucdo 32% de NaOH,
enquanto o volume destilado é recolhido em 80 mL de solugdo 2% de acido bdrico.
Titula-se com acido sulfarico 0,1 N. Para controle da destilacdo utiliza-se 5 mL de
solugcdo de sulfato de ambnio 2%, adicionado a um tubo vazio diretamente no
momento da destilagdo, sem necessidade de realizar digestdo. Em outro tubo
substitui-se o sulfato de aménio por 5 mL de agua ultra pura para controle de valor de
branco da anélise e ambos controles séo destilados e titulados conforme descrito
anteriormente.

A Tabela 9 apresenta proje¢cdo de custos para os consumiveis utilizados,
considerando o valor de compra da sua forma comercializada e gasto proporcional

para 1000 analises.
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Tabela 9 — Estimativa de gastos com consumiveis para realizacdo de 1000
determinacdes do teor de proteinas em alimentos lacteos no IQA/LFDA-RS pelo
método Kjeldahl

Item Valor unitario  Valor /1000 anéalises
Leite em po certificado —
European Comission (509) R$ 827,20 R$ 206,80
Sulfato de cobre p.a. (5009) R$ 66,66 R$ 0,67
Acido Sulfarico p.a. (L) R$ 249,99 R$ 4.999,80
NaOH p.a. (Kg) R$ 50,00 R$ 1.280,00
Acido Borico p.a. (Kg) R$ 23,33 R$ 18,66
Sacarose p.a. (5009) R$ 16,67 R$ 141,70
Sulfato de potassio p.a. (5009) R$ 41,67 R$ 1.000,08
Sulfato de aménio p.a. (5009) R$ 16,67 R$ 0,17
Total R$ 7.647,87

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o célculo de gastos pela metodologia Dumas seguiu-se a ISO 14891:2002

(IDF 185:2002).° A Tabela 10 apresenta os consumiveis utilizados:

Tabela 10 — Estimativa de gastos com consumiveis para realiza¢do de 1000
determinacdes do teor de proteinas em alimentos lacteos no IQA/LFDA-RS pelo
método Dumas

Item Valor unitario  Valor / 1000 analises
Kit de consumiveis para 1000 anéalises* R$ 14.921,32 R$ 14.921,32
Cilindro de Hélio 6.0 (valor por m3) R$ 207,11 R$ 190,99
Cilindro de Oxigénio 6.0 (valor por m3) R$ 253,51 R$ 230,90
EDTA (frasco 100g) R$ 193,00 R$ 57,90
Total R$ 15.401,11

Fonte: Elaborado pelo autor.
* Kit de consumiveis para 1000 andlises: inclui 1 reator de combustéo, 2 reatores de reducéo e 900g
de cobre em p6, 1000 capsulas de estanho e 10 cadinhos de cinzas.

O custo de analise do método Dumas é duas vezes (2x) mais caro do que do
método Kjeldahl dada a natureza da determinacdo envolvendo processos de
combustéo e reducdo.

Adicionalmente estipulou-se o consumo de energia de cada equipamento
baseado nas informagfes dos manuais de cada instrumento. O sistema completo de
determinacao por Kjeldahl consome 640,75 KWh de energia para 1000 determinacdes

enquanto que o sistema Dumas consome 142,5 KWh, Figura 7. Considerando uma
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taxa de R$94,06 a cada 100KWh o método Kjeldahl tem o custo em energia de
R$602,69 para realizagcdo de 1000 determinag¢des enquanto que pelo método Dumas
esse valor é de R$134,04, ou seja, 4,5 vezes (4,5x) menor. Essa diferenca € explicada
visto que o primeiro € composto de 3 modulos (scrubber, digestor e destilador)
enquanto que o segundo engloba os fornos de combustdo, reducdo e

desgaseificacdo, além do autoamostrador, num Unico equipamento compacto.

Figura 7 — Consumo de energia para realizacdo de 1000 determinacdes de teor de
proteinas em alimentos lacteos pelos métodos Kjeldahl e Dumas

Consumo de energia (KWh) - Kjeldahl x Dumas
700
600
500
400
300
200

100

Consumo de energia - KWh

H Kjeldahl Dumas

Fonte: Elaborado pelo autor.

7.2 PRODUTIVIDADE E AUTOSSUFICIENCIA

Para avaliacdo de tempo de andlise, dedicacdo exclusiva do analista
(necessidade de o operador realizar comandos durante o processo analitico) e
impacto na produtividade da rotina laboratorial estimou-se o tempo empregado na
execucao de 20 andlises (capacidade maxima por batelada do sistema digestor) e os
dados sao apresentados na Tabela 11.

Dos 460 minutos despendidos na metodologia Kjeldahl, em 280 deles o analista
deve estar presente realizando alguma atividade. Em contraponto o método Dumas,
além de mais rapido, exige do analista apenas 160 minutos de dedicacdo exclusiva,

Figura 8.
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Tabela 11 — Tempo empregado em cada etapa do processo analitico nos métodos
Kjeldahl e Dumas de determinacdo de proteinas em alimentos lacteos

Etapa Khjeldahl Dumas
Preparo de amostra (min) 120 120
Digestéao (min) 180 -
Destilac&o (min) 120 -
Leitura (min) - 80
Tratamento de dados (min) 40 40
Total 460 240

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 — Tempo de analise por etapa do processo (método Kjeldahl x Dumas) para
realizacdo de 20 determinacgfes de teor de proteinas em alimentos lacteos

Tempo de execucéao (20 determinacgdes) - Kjeldahl x Dumas
300

250
200

150

Minutos

100
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Preparo de Digestao Destilagdo Leitura Tratamento de Dedicagao
amostra dados exclusiva

Etapa
H Kjeldahl Dumas

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sendo assim, estendendo a interpretacdo a 1000 analises, observa-se que
seriam despendidas aproximadamente 383 horas de analise no método Kjeldahl, das
quais 233 horas de dedicacao exclusiva, enquanto que pelo método Dumas seriam
200 horas, das quais aproximadamente 133 horas de dedicagéo exclusiva (FIGURA

9), sendo o método validado 1,9 vezes (1,9x) mais rapido que o método de referéncia.
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Figura 9 — Tempo de analise por etapa do processo (método Kjeldahl x Dumas) para
realizacdo de 1000 determinacdes de teor de proteinas em alimentos lacteos

Tempo de execucao (1000 determinagdes) - Kjeldahl x Dumas
250

200
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Horas

100

50

. []
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amostra dados exclusiva

Etapa
H Kjeldahl Dumas

Fonte: Elaborado pelo autor.

7.3 GERACAO DE RESIDUOS E IMPACTO AMBIENTAL

O método Dumas por tratar-se de um método de combustdo sem emprego de
reagentes ou solventes caracteriza-se por ser uma metodologia de baixa geracéo de
residuos e consequente pequeno impacto ambiental. Ao final de 1000 determinages
o montante gerado sédo 10 cadinhos de cinza preenchidos com as capsulas com as
amostras que passaram pelo processo analitico, um reator de quartzo utilizado na
etapa de combustéo e dois reatores de quartzo preenchidos com cobre reduzido (~900
g), todos de simples descarte.

O método Kjeldahl, em contraponto, tem elevado volume de residuos gerados,
situacao agravada por tratar-se de Classe de Risco 8 — Corrosivo. A cada batelada de
20 amostras digeridas e posteriormente destiladas e tituladas sdo gerados
aproximadamente 7,5 litros de residuo. Desta forma para 1000 determinacdes séo
gerados 375 litros a serem descartados.

Salienta-se ainda que na execucdo da metodologia Kjeldahl utiliza-se agua
para refrigeracdo nas etapas de digestdo e destilacdo, somando aproximadamente
235 litros por batelada (20 determinacgbes) e 11700 litros para realizacdo de 1000
determinacdes. Em contraponto a metodologia Dumas que tem por principio a

combustéo da amostra ndo necessita de agua para refrigeragéo.
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A substituicdo da metodologia de referéncia pelo método validado representa
uma opcéao por um método com impacto ambiental praticamente irrisério, contribuindo

também na reducdo de possiveis riscos associados a pratica analitica em questéo.
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8 CONCLUSAO

A determinacgdo de proteinas pelo método Dumas mostra-se uma metodologia
robusta conforme apresentado ao longo deste trabalho. Dados da confirmacao de
desempenho atendem satisfatoriamente aos parametros estabelecidos tanto
internamente no IQA/LFDA-RS quanto na Norma Internacional ISO 14891:2002
apresentando resultados estatisticamente equivalentes a metodologia de referéncia.

Paralelamente a interpretacdo analitica dos resultados, o método avaliado
mostrou sensiveis vantagens a metodologia Kjeldahl quando confrontado tempo e
autossuficiéncia na execucao das analises. Este fator minimiza o alto custo de analise
dado que o ganho de produtividade com o analista envolvido menor tempo na
execucao da andlise impacta também na rotina laboratorial possibilitando menor
intervalo de tempo entre recebimento de amostras e emisséao de resultados.

Soma-se ao exposto a aplicabilidade de uma metodologia com baixa geracao
de residuos o que imprime, num contexto de reducdo de emissfes e quimica verde,
maior relevancia e corrobora a decisdo de implementacdo da metodologia em
laboratorios de analises de produtos lacteos como alternativa ao método de

referéncia.
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Tabela A 1 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisédo intermediéria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz leite em p6 no IQA/LFDA-RS

Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g%) Resultado (g 100 g%)
1 27,02 26,64
2 26,78 26,60
3 26,78 26,61
4 26,74 26,60
5 26,74 26,60
6 26,63 26,59
7 26,58 26,47
Média 26,75 26,59
Amplitude 0,45 0,18
Desvio 0,14 0,06
CV (%) 0,53 0,21
Equacédo de Horwitz 2,44
Precisao intermediaria
Média Total 26,67
Desvio Total 0,13
CV(%) 0,50

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela A 2 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz leite fluido no IQA/LFDA-RS

Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g%) Resultado (g 100 g%)
1 3,61 3,67
2 3,59 3,61
3 3,77 3,64
4 3,69 3,56
5 3,65 3,61
6 3,62 3,61
7 3,59 3,83
Média 3,64 3,65
Amplitude 0,18 0,27
Desvio 0,06 0,09
CV (%) 1,79 2,39
Equacédo de Horwitz 3,29
Precisao intermediaria
Média Total 3,65
Desvio Total 0,07
CV(%) 2,03

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela A 3 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisao intermediaria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz doce de leite pastoso no

IQA/LFDA-RS
Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g Resultado (g 100 g%)
1 5,65 5,54
2 5,52 5,49
3 5,67 5,47
4 5,53 5,48
5 5,52 5,51
6 5,47 5,43
7 5,47 5,45
Média 5,55 5,48
Amplitude 0,20 0,11
Desvio 0,08 0,04
CV (%) 1,46 0,67
Equacéo de Horwitz 3,09
Precisao intermediaria
Média Total 5,51
Desvio Total 0,07
CV(%) 1,26

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela A 4 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz caseinato no IQA/LFDA-RS

Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g%) Resultado (g 100 g%)
1 86,93 87,04
2 87,04 87,44
3 86,86 87,40
4 86,92 87,68
5 86,89 87,39
6 87,20 87,63
7 87,32 87,75
Média 87,02 87,48
Amplitude 0,46 0,71
Desvio 0,17 0,24
CV (%) 0,20 0,27
Equacédo de Horwitz 2,04
Precisao intermediaria
Média Total 87,25
Desvio Total 0,31
CV(%) 0,35

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela A 5 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisdo intermediaria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz leite condensado no

IQA/LFDA-RS
Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g%) Resultado (g 100 g%)
1 8,03 7,80
2 7,98 7,71
3 8,03 7,80
4 7,98 7,77
5 8,01 7,74
6 8,02 7,79
7 8,00 7,71
Média 8,00 7,76
Amplitude 0,05 0,10
Desvio 0,02 0,04
CV (%) 0,26 0,54
Equacédo de Horwitz 2,93
Precisao intermediaria
Média Total 7,88
Desvio Total 0,13
CV(%) 1,66

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela A 6 — Resultados do estudo de repetibilidade e precisédo intermediaria para
as determinacdes de teor de proteinas para a matriz doce de leite sélido no

IQA/LFDA-RS
Replicata Analista A Analista B
Resultado (g 100 g%) Resultado (g 100 g%)
1 8,20 8,43
2 8,21 8,29
3 8,22 8,27
4 8,21 8,23
5 8,25 8,28
6 8,23 8,24
7 8,21 8,22
Média 8,22 8,28
Amplitude 0,05 0,21
Desvio 0,02 0,07
CV (%) 0,20 0,86
Equacao de Horwitz 291
Precisao intermediaria
Média Total 8,25
Desvio Total 0,06
CV(%) 0,72

Fonte: Elaborado pelo autor.



