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RESUMO 

 

MAGALHÃES, Amélia Cristina Mendes de, M.S., Universidade Federal de 
Viçosa, fevereiro, 2003. Teores de nitrogênio uréico no leite e plasma 
de vacas mestiças. Orientador: Pacífico Antônio Diniz Belém. 
Conselheiros: Rilene Ferreira Diniz Valadares e José Ivo Ribeiro Júnior. 

 
Esta pesquisa objetivou, inicialmente validar o emprego de kits 

comerciais colorimétricos enzimáticos (KITS URÉIA CE) também para leite. 

Foram coletadas 35 amostras de leite e cada uma subdividida em cinco 

alíquotas, das quais duas foram remetidas a laboratórios de referência (LR) e 

as demais analisadas por meio de KITS URÉIA CE. Antes da análise, porém, 

cada uma destas foi submetida a centrifugação (2300 x g durante 30 min) ou 

precipitação com ácido acético glacial associada à centrifugação ou 

precipitação com ácido tricloroacético a 25% seguida de filtração (TCA). Os 

dois LR obtiveram resultados diferentes (P > 0,05) mas altamente 

correlacionados (r= 0,95). Os teores de NUL determinados nas alíquotas 

submetidas aos três procedimentos referidos acima apresentaram altas 

correlações entre si e com os LR, porém apenas os resultados obtidos 

empregando-se o procedimento TCA foram equivalentes aos encontrados por 

um dos LR (P < 0,05). Diante disto e pelas facilidades de execução, o 

procedimento TCA foi empregado na etapa seguinte desta pesquisa. Nela, 

foram utilizadas dez fazendas na região de Viçosa, para as quais um único dia 

foi reservado para a obtenção de amostras de leite durante a ordenha da 
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manhã (apenas vacas sadias e com menos de trinta dias pós parto). Em 

paralelo, foram obtidas amostras de sangue, com anti-coagulante, das vacas 

secas hígidas e com previsão de parto não inferior a vinte dias. Ao final da 

ordenha, em cada propriedade, foi recolhida uma amostra de leite do tanque de 

expansão e registradas as informações relativas aos lotes de vacas em 

lactação e secas: alimentação, nº de animais e, para as primeiras, produção 

média diária de leite. Em uma única propriedade, foram colhidas também 

amostras de sangue das vacas em lactação (n = 35) logo após a ordenha. Os 

resultados evidenciaram que, dos 33 lotes de produção identificados, apenas 

seis apresentaram teores médios de NUL entre 12 e 16 mg/dL e três acima 

desta faixa. Em seis propriedades todos os lotes (n=15) apresentaram teores 

de NUL bem inferiores a 12 mg/dL e, nas demais, outros oitos lotes 

apresentaram valores similares. Quando os 33 lotes de produção foram 

agrupados em quatro categorias de acordo com a produção de leite 

(A: ≥ 25 Kg; B: 20-25 Kg; C: 15-20 Kg e D: ≤15 Kg), os teores médios de NUL 

calculados para cada uma delas e os respectivos intervalos de confiança foram 

de 17,35 ± 3,79 mg/dL; 8,28 ± 4,18 mg/dL; 7,29 ± 4,29 mg/dL e 

6,25 ± 3,65 mg/dL. Foi observado, também, que nas sete propriedades em que 

os teores de NUL das amostras dos tanques foram menores que 12 mg/dL, 

95,2% (20/21) dos lotes de produção apresentaram comportamento 

semelhante quanto aos seus teores médios de NUL. Nas outras três 

propriedades onde os teores de NUL nas amostras dos tanques foram 

superiores a 16 mg/dL, havia pelo menos um lote com teor médio de NUL 

acima do referido valor. Quanto às vacas secas, em apenas uma fazenda os 

teores de NUP situaram-se acima de 16 mg/dL e em oito estavam abaixo de 

12 mg/dL. Concluiu-se, então, que em rebanhos leiteiros constituídos de vacas 

mestiças, apenas lotes com produções médias diárias acima de 20 Kg de leite 

requerem atenção quanto a excessos de proteínas na dieta e suas 

conseqüências. A maioria dos lotes de vacas em lactação e secas, no entanto, 

apresentam, respectivamente, teores médios de NUL ou NUP muito baixos, 

que refletem inadequações em termos de dieta protéica. Nestas fazendas, as 

amostras recolhidas dos tanques de expansão também se caracterizam, via de 

regra, pelas baixíssimas concentrações de NUL que encerram. 
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ABSTRACT 
 

MAGALHÃES, Amélia Cristina Mendes de, M.S., Universidade Federal de 
Viçosa, February, 2003. Milk and plasma urea nitrogen on crossbreed 
cows. Adviser: Pacífico Antônio Diniz Belém. Committee members: Rilene 
Ferreira Diniz Valadares and José Ivo Ribeiro Júnior. 

 
The objective of this study was to validate the use of results of 

commercial enzymatic kits (KITS UREA CE), also to milk. Samples (n = 35) 

were collected and each one was divided into five aliquots. Two of which were 

sent to reference laboratories (LRs) and the others were analysed by means of 

KITS UREA CE. Before the analysis, however, each of these was submitted to 

different procedures: centrifugation at 2300 x g during 30 min (CENT), 

precipitation with glacial acetic acid associated to the centrifugation (ACET) or 

precipitation with 25% tricloro acetic acid followed by filtration (TCA). MUN 

values differed between laboratories (P > 0.05), but were highly correlated 

(r=0.95) with each other. MUN values from TCA, ACET and CENT were highly 

correlated among each other and the LRs but only the samples submitted to 

TCA procedure presented equal results (p < 0.05) to the one of the LR. Hence, 

the TCA technique was used in the subsequent step of this study, in which 10 

farms located in the surroundings of Viçosa-MG were utilized. For each farm it 

was reserved one day to collect the milk samples during the morning milking 

(only healthy cows with less than 30 days after calving). Following, blood 

samples of dry and healthy cows, with expected calving greater than 20 days, 

were collected. As soon as the morning milking finished, one sample of milk 
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bulk was collected in each property and the information about the groups of 

lactation or dries cows (food, number of cows and milk production) were 

recorded. In only one of the farms samples from lactation cows (n = 35) were 

also collected immediately after the morning milking. The results showed that 

only six of the 33 groups of cows obtained MUN average values between 

12 and 16 mg/dL and three others showed MUN greater than 16 mg/dL. Despite 

of this, in six farms all groups of cows (n=15) presented MUN average values 

much lower than 12 mg/dL and in the others farms eight groups showed similar 

values. When the 33 groups of cows were arranged in four categories according 

to milk production (A: ≥ 25Kg; B: 20-25Kg; C: 15-20Kg and D:≤ 15Kg) the MUN 

average values calculated for each one of them and the respective intervals 

were 17.35 ± 3,79, 8.28 ± 4.18, 7.29 ± 4.29 and 6.25 ± 3.65 mg/dL. It was also 

observed that in seven farms where the MUN values of the samples of bulk milk 

were lower than 12mg/dL 95,2% (20/21) of the productions groups presented 

similar behavior in relation to MUN average values. Three other farms showed 

MUN values in bulk milk samples higher than 16mg/dL and had at least one 

feeding group with MUN average elevated. From ten farms, only one presented 

PUN average values in dry cows superior to 16 mg/dL and other eight 

presented values lower than 12 mg/dL. This study concludes then that ,in 

crossbreeding milking herds, only groups of cows with daily milk production 

greater than 20 mg/dL require attention in relation to excess of protein the diet 

and its effects. The majority of lactating and dries cows groups showed 

respectively MUN and PUN values very low demonstrating inadequacy in terms 

of protein diet. In these farms, the milk samples collected from bulk milk were 

also characterized by the very low MUN values that were presented. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção de leite, no Brasil, apresentou um crescimento de 

aproximadamente 87% entre 1980 e 2001. No mesmo período, o número de 

vacas ordenhadas aumentou em apenas 7%1. Isto demonstra uma significativa 

elevação da produtividade animal, cujos principais fatores determinantes foram 

a implementação e o desenvolvimento de novas tecnologias, a crescente 

profissionalização do setor e, obviamente, a melhoria genética dos rebanhos. 

Segundo WARD (2000), os progressos na seleção genética para 

produção de leite, em geral, superam as melhorias em manejo, qualidade e 

quantidade de alimentos fornecidos. Entretanto, a nutrição e seus efeitos sobre 

o metabolismo e produção animal são fatores determinantes para a expressão 

do potencial genético animal, necessitando, portanto, de adequações. 

O monitoramento da nutrição de rebanhos leiteiros é imprescindível 

para o gerenciamento da sanidade animal integrado ao controle da produção. 

No entanto, há muitos problemas práticos na determinação das frações dos 

ingredientes da dieta efetivamente digeridas, absorvidas e utilizadas no 

metabolismo dos animais. Ademais, erros podem ser cometidos nos cálculos e 

formulações das rações bem como nas estimativas de consumo dos animais 

(EICHER et al., 1999). 

                                            
1 Fonte:IBGE (Censo Agropecuário e Pesquisa da Pecuária Municipal) 
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Um aspecto adicional a ser ressaltado é que, no Brasil e outros países 

de clima tropical, a formulação de dietas a partir de sistemas de alimentação 

elaborados em países de clima, vegetação e animais adaptados a condições 

temperadas são fatores que podem contribuir para erros 

( SOCORRO et al., 2001). 

Visando contornar tais problemas, indicadores bioquímicos têm sido 

utilizados, entre os quais os teores de nitrogênio uréico encontrados no plasma 

(NUP) e no leite (NUL). Ambos dependem do metabolismo energético e 

protéico intra-rumenais e, em animais hígidos, são bons indicadores do balanço 

entre esses dois componentes da dieta (HOF et al., 1997; 

EICHER et al., 1999). 

A determinação dos teores de NUP e NUL tem sido um instrumento 

utilizado para monitorar a nutrição e prevenir transtornos de origem metabólica. 

Estes parâmetros bioquímicos prestam-se tanto para adequação de dietas 

visando ganhos em produção (nos casos de insuficiente fornecimento de 

proteínas), quanto nas situações envolvendo perdas econômicas decorrentes 

da inclusão de nitrogênio acima das quantidades requeridas (PERES, 2001). 

Sabe-se que o excesso de proteínas, além de aumentar o custo da 

alimentação, também acarreta redução na fertilidade dos rebanhos 

(BUTLER et al., 1998) e perdas de nitrogênio na urina, com reflexos negativos 

ao meio ambiente (JONKER et al., 2002). Em contrapartida, quantidades 

insuficientes também podem causar prejuízos à fertilidade e à produção de leite 

(GUSTAFSSON & CARLSON, 1993; BAKER et al., 1995). 

O excesso de nitrogênio na dieta pode comprometer a reprodução e, 

consequentemente, a produção do rebanho. BUTLER & SMITH (1989) 

constataram diminuição nas taxas de concepção em rebanhos leiteiros 

associadas ao aumento na capacidade genética para produção de leite. A 

elevação do teor protéico na dieta, com o intuito de manter ou aumentar a 

produção de leite, culminou com a elevação dos teores de nitrogênio uréico 

observada nos líquidos biológicos. Isto pode acarretar diminuição da eficiência 

reprodutiva dos rebanhos (BUTLER, 1998), pois estes altos teores são tóxicos 

para tecidos do sistema reprodutor (FERGUSON & CHALUPA, 1989) e alteram 
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o pH e as secreções iônicas uterinas (BUTLER et al., 1996; BUTLER, 1998; 

ELROD et al., 1993; LARSON et al., 1997).  

Segundo FERGUSON & CHALUPA (1989) e 

MOORE & VARGA (1996), altos teores de nitrogênio uréico afetam a formação 

do ovócito, assim como a sobrevivência dos gametas masculinos e femininos, 

além de interferirem nas funções dos cílios da tuba uterina. 

MACMILLAN et al. (1996) e WESTWOOD et al. (1998) não observaram 

efeitos negativos sobre a reprodução em animais mantidos em pastagens 

australianas contendo elevados teores de proteína bruta altamente 

degradáveis. Eles sugeriram a possibilidade de ocorrência de adaptações na 

função hepática dos animais frente à ingestão de altos teores de proteínas por 

períodos prolongados.  

Segundo HAMMOND (1997), determinações de NUP e NUL são 

solicitadas como recursos para diagnóstico retrospectivo envolvendo a análise 

da resposta biológica de ruminantes à suplementação com energia ou proteína 

e às mudanças relativas ao tipo de forragem ou pastagem oferecidas aos 

animais. O conhecimento dos teores dos referidos indicadores, associado às 

análises dos componentes protéicos degradáveis e não degradáveis e nível de 

carboidratos fermentáveis da ração, pode auxiliar na avaliação de como a 

proteína da dieta é utilizada. 

Com base nos teores de NUL e NUP, pode-se, por exemplo, 

implementar ajustes visando evitar desperdícios decorrentes de perdas 

urinárias de nitrogênio, que acarretam prejuízos óbvios à produção animal e 

contaminação ambiental (SCHEPERS & MEIJER, 1998; JONKER et al., 2002). 

Salienta-se, neste aspecto, que a excreção urinária de nitrogênio tem 

correlação linear e positiva com os teores de NUP e NUL 

(JONKER et al., 1998; KAUFFMAN & St-PIERRE, 2001). Isto significa que os 

valores de NUP e NUL podem também ser utilizados para a predição do nível 

de contaminação ambiental por nitrogênio (KAUFFMAN & St-PIERRE, 2001; 

KOHN et al., 2002). 

Em muitos países, torna-se preocupante o impacto ambiental 

resultante da incorporação de resíduos alimentares não digeridos ou não 

utilizados pelos animais de produção, principalmente naqueles que utilizam 
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sistemas de confinamento para rebanhos de leite e corte (TAMMINGA, 1992). 

Os dejetos animais contribuem para a poluição do ambiente por nitrogênio, 

principalmente em função da amônia (volatilizada para o ar) e nitratos que se 

incorporam ao solo e contaminam águas superficiais. 

SCHEPERS & MEIJER (1998) relataram que 70 a 80% da perda urinária de 

nitrogênio faz-se na forma de uréia. Segundo TILMAN et al. (2002), uma 

alternativa para a pecuária eficiente e sustentável seria a utilização de sistemas 

extensivos, nos quais o nitrogênio eliminado pelos animais recicla-se nas 

forragens, minimizando, desta forma, o impacto sobre o meio ambiente.  

HUTJENS (1996), LINN (1998) e AMARAL-PHILIPS (2002) 

mencionaram também que teores elevados de NUL e NUP ocasionam efeitos 

indesejáveis sobre o sistema imunológico, mas não apontaram o mecanismo 

envolvido. 

Análises de qualidade do leite, objetivando avaliar o produto para 

consumo e como matéria-prima para a indústria, têm sido aos poucos 

introduzidas no Brasil. Todavia, pouca atenção tem sido dada às 

determinações de certos constituintes que há muitos anos vêm sendo utilizadas 

em outros países, como os teores de NUL. Em nosso meio, tais quantificações 

têm se restringido a condições experimentais e, por este motivo, são escassas 

as informações sobre o perfil deste indicador. 

Na medida em que os produtores brasileiros têm sido encorajados a 

aumentar a eficiência de utilização de proteínas, sob a perspectiva de redução 

de custos, a determinação dos teores de NUL e de NUP apresenta-se como 

um instrumento adequado. De fato, eles tanto permitem nortear mudanças nas 

dietas visando ganhos de produção quanto economizar ingredientes mais 

caros, se houver excesso de proteínas. 

No Brasil, apenas dois laboratórios de referência estão aparelhados 

para efetuar determinações dos teores de NUL por meio de métodos 

automatizados1. Os investimentos para obtenção destes equipamentos são 

altos e não há ainda uma rotina que justifique sua aquisição por outros 

laboratórios. Assim, técnicas alternativas, mesmo que mais trabalhosas, 

poderiam atender plenamente demandas regionais. Nesse particular, 

                                            
1 “ChemeSpec 150 “– Bentley Instruments 
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procedimentos laboratoriais baseados em kits colorimétricos e enzimáticos 

recomendados para determinações dos teores de uréia em amostras de 

sangue e urina (KITS URÉIA CE) poderiam ser ajustados aos métodos de 

referência e passarem a ser utilizados em qualquer laboratório de patologia 

clínica. 

Em vista da argumentação apresentada, esta pesquisa objetiva, 

basicamente: 

1º) Validar o emprego de kits comerciais colorimétricos enzimáticos 

(KITS URÉIA CE) recomendados para determinação dos teores de uréia no 

sangue e na urina para os mesmos fins em se tratando de amostras de leite.  

2º) Conhecer o comportamento dos teores de NUL e NUP de vacas 

lactantes e secas, respectivamente, pertencentes a diferentes rebanhos que 

exploram animais mestiços com aptidão leiteira. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
A proteína digestível da dieta de ruminantes pode ser degradada no 

rúmen (PDR) ou escapar para o abomaso e intestinos e aí sofrer digestão 

(PNDR). Neste caso, os aminoácidos e pequenos peptídeos resultantes são 

absorvidos e lançados na circulação portal, de forma semelhante à que ocorre 

em monogástricos. O nitrogênio oriundo da PDR, por sua vez, é usado para 

síntese de proteína microbiana, que só é maximizada quando a relação entre 

energia disponível e proteína (nitrogênio) for otimizada. Este processo pode 

envolver tanto a incorporação de aminoácidos livres e pequenos peptídeos 

liberados pela proteólise rumenal, quanto a incorporação do nitrogênio 

amoniacal proveniente da deaminação de aminoácidos e da hidrólise de outros 

compostos nitrogenados não protéicos da dieta, entre os quais a uréia 

(HAMMOND, 1997). Segundo AMARAL-PHILIPS (2002), a quantidade e a 

digestibilidade dos carboidratos são os reguladores primários da síntese de 

proteínas microbianas no rúmen. 

Havendo excesso de nitrogênio em relação à disponibilidade de 

energia, ocorre aumento das concentrações de amônia intra-rumenais e aquela 

não utilizada na síntese protéica, é absorvida, alcança a circulação portal e 

assim é transportada até o fígado, onde é convertida a uréia (ciclo da uréia). O 

fígado também produz uréia a partir da amônia derivada da deaminação de 

aminoácidos absorvidos no intestino (PNDR) e dos processos relacionados ao 

catabolismo protéico em geral. Em qualquer dessas possibilidades, a uréia 
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formada é lançada na corrente sangüínea e pode ser excretada na urina 

(perdas de nitrogênio) ou retornar ao rúmen (reciclada, pelo epitélio rumenal, 

ou saliva). A uréia pode ainda se difundir para outros líquidos biológicos, 

incluindo o leite e secreções do endométrio, graças ao seu baixo peso 

molecular e à sua alta permeabilidade através das membranas celulares 

(BUTLER, 1998; FERGUSON, 2001; MOORE & VARGA, 1996; 

HUTJENS, 1996; GUSTAFSSON & PALMQUIST, 1993; YOUNG, 2001). 

Sob o aspecto econômico, ressalta-se que a síntese de uréia no fígado 

acarreta um gasto substancial de energia que, desta forma, deixa de ser 

aproveitada para a produção (HAMMOND, 1997; YOUNG, 2001; 

AMARAL-PHILLIPS, 2002). WESTWOOD et al. (1998) ressaltaram a 

importância deste fato durante o período pós-parto, onde dietas com altos 

teores de proteína bruta agravam o balanço energético negativo. 

A absorção de amônia pelas paredes do rúmen é influenciada pelo 

consumo de proteínas (PDR e PNDR) e de carboidratos não estruturais, cujo 

aumento estimula o crescimento da flora rumenal e favorece a síntese de 

proteína microbiana. Em decorrência disso, há diminuição dos níveis de 

amônia intra-rumenais e, consequentemente, redução dos teores de nitrogênio 

uréico circulantes. Ademais, o aumento da quantidade de energia absorvida 

pode reduzir o catabolismo protéico tecidual, contribuindo para a redução das 

concentrações de nitrogênio uréico nos líquidos biológicos. Portanto, a digestão 

rumenal de proteínas e carboidratos influencia as concentrações de NUL e 

NUP. (FERGUSON, 2001). Ou seja, teores aumentados de NUP e NUL 

sugerem excesso de proteínas (PDR e, ou, PNDR) em relação aos 

carboidratos fornecidos pela dieta e, em caso contrário, uma deficiência relativa 

de proteínas (MOORE & VARGA, 1996). 

Os teores de NUP estão altamente correlacionados àqueles de amônia 

rumenais, bem como aos teores de NUL (HAMMOND, 1997). Diversos estudos 

constataram as altas correlações (r= 0,88 a 0,96) entre os teores de NUL e 

NUP (ROSELER et al, 1993; WITTWER et al., 1993; BAKER et al., 1995). 

Sabe-se que esses últimos correspondem, em termos quantitativos, a 83-98% 

dos valores encontrados no sangue. Há, inclusive, uma tendência a considerar 

que essa proporção seja da ordem de 85% (HARRIS JR., 1995; 
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HUTJENS, 1996). Devido a isso e à maior facilidade de obtenção de amostras, 

as determinações dos teores de nitrogênio uréico têm sido feitas 

preferencialmente em leite.  

Os seguintes teores mínimos de NUL e NUP têm sido associados a 

algum tipo de interferência nos parâmetros reprodutivos: 14,9 mg/dL 

(FERGUSON et al., 1993), 15,4 mg/dL (RAJALA-SCHULTZ et al., 2001), 

19 mg/dL (BUTLER et al.,1996) e 21 mg/dL (LARSON et al., 1997). 

Não há um consenso quanto aos níveis considerados normais de NUL. 

Alguns estudos propõem que os valores ideais devam se situar entre 

12 e 16 mg/dL (HUTJENS, 1996; JONKER & KOHN, 1998), 10 e 14 mg/dL 

(MOORE & VARGA, 1996; FERGUSON, 2001), 10 e 16 mg/dL 

(JONKER et al.,1998) ou 12 e 17 mg/dL (HUTJENS & BARMORE, 1995).  

GOODEN et al. (2001) observaram elevadas correlações entre NUL e 

produção de leite e consideraram que uma possível explicação para este fato 

seria a utilização de rações com alto teor protéico para vacas de alta produção. 

OLTNER et al. (1985) observaram elevações nos níveis de NUL 

proporcionais a aumentos na produção de leite. Para JONKER et al. (1999), as 

concentrações de NUL são mais sensíveis a alterações na produção de leite e 

consumo de nitrogênio dietético sendo, porém, menos afetadas pelas variações 

no peso corporal, número de parições e manejo. 

Para determinação dos teores de NUL, amostras podem ser obtidas de 

tanques ou de animais individualmente. No primeiro caso, 

JONKER & KOHN (1998) afirmaram que os valores obtidos estão sujeitos à 

maior influência dos animais de produção mais elevada, porquanto eles 

contribuem com maior volume de leite para enchimento dos tanques de 

expansão. Adicionalmente, DePETERS & FERGUSON (1992) consideraram 

que teores de NUL, em amostras de tanques de expansão, podem não refletir 

problemas localizados em lotes de alimentação distintos dentro de uma mesma 

propriedade, já que valores baixos poderiam mascarar outros elevados, e vice-

versa. Por outro lado, WITTWER et al. (1993) observaram uma alta correlação 

(r = 0,95) entre os teores de nitrogênio uréico encontrados em tanques de 

expansão e os valores médios calculados a partir de determinações feitas em 

amostras individuais de leite das vacas pertencentes aos respectivos rebanhos. 
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Em estudo similar, REFSDAL (1983) obteve coeficiente de correlação da 

ordem de 0,77. 

Determinações dos teores de nitrogênio uréico em amostras de 

tanques são indicadas quando se deseja iniciar uma avaliação dos referidos 

parâmetros em um rebanho (HAMMOND, 1997; SCHEPERS & MEIJER, 1998; 

KOHN, 2001). 

Quando os teores médios de NUL são calculados a partir de amostras 

individuais obtidas das vacas pertencentes a lotes distintos, sugere-se que dez 

animais de cada um sejam amostrados (KOHN, 2001; 

AMARAL-PHILLIPS, 2002) ou, pelo menos oito (FERGUSON, 2001). 

AMARAL-PHILLIPS (2002) ressaltou que em propriedades com até 125 vacas, 

todas deverão ser amostradas quando se deseja conhecer os teores médios de 

nitrogênio uréico de todo o rebanho ou dos grupos de alimentação. No caso de 

rebanhos maiores, a amostragem poderá restringir-se a 50 a 75% das vacas. 

Recomendações sobre a inclusão ou não de animais entre aqueles a 

serem amostrados, em cada rebanho, têm sido destacadas. Neste sentido, 

FERGUSON (2001) salientou que todos deverão necessariamente se 

apresentar hígidos e com livre acesso à alimentação fornecida. Adicionalmente, 

EICHER et al. (1999) e WHITAKER et al. (1995) alertaram que vacas com 

menos de 30 dias de lactação devem ser desconsideradas. A adaptação 

destas à dieta no pós-parto, bem como o reduzido consumo de matéria seca, 

sabidamente impõem variações nos teores de NUL e prejudica a interpretação 

dos dados do lote de produção ao qual pertencem. 

GUSTAFSSON & PALMQUIST (1993), BRODERICK & CLAYTON 

(1997) e GODDEN et al. (2001) observaram que a concentração de NUL é, em 

geral, menor em amostras colhidas pela manhã do que naquelas da tarde, o 

que não foi constatado por TREVASKIE & FULKERSON (1999), 

LYATUU & EASTRIDGE (1999) e FERGUSON (2001). 

SCHEPERS & MEIJER (1998) observaram alta correlação entre a 

concentração de uréia no leite da manhã e da tarde (r=0,90). 

FAUST & KILMER (1996) e GODDEN et al. (2001) recomendaram que 

as amostras de leite sejam colhidas sempre da mesma ordenha para 

determinação dos teores de NUL.  
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HAMMOND (1997) considerou que, em propriedades onde os 

alimentos são disponibilizados aos animais de forma constante, os teores de 

NUL variam muito pouco. Para minimizá-las, contudo, recomendou que as 

amostras fossem colhidas antes que os animais fossem alimentados, no caso 

de manejo em estabulação, e no início da manhã, em criações que utilizam o 

sistema extensivo. Para MOORE & VARGA (1996) se, nessas condições, 

forem encontrados altos níveis de nitrogênio uréico em amostras de leite, uma 

importante informação estaria sendo obtida, a despeito de não se conhecer os 

valores máximos alcançados ao longo do dia. 

WHITAKER et al. (1995) chamaram a atenção para o fato de que 

apenas a utilização de amostras de leite, para a determinação dos teores de 

NUL, para fins de monitoramento da dieta fornecida a um rebanho leiteiro não 

possibilita informações sobre falhas na nutrição das vacas secas.  

Atualmente, as determinações dos teores de NUL são feitas com o 

auxílio de equipamentos automatizados que utilizam metodologia 

colorimétrica-enzimática (urease)1, metodologia enzimática potenciométrica, 

onde a amônia produzida é detectada por eletrodos (LIMA et al., 1998) e 

espectrofotometria em infra-vermelho2 (FERGUSON, 2001; 

GODDEN et al., 2001). Estes aparelhos conseguem realizar várias análises em 

pouco tempo, não requerem nenhuma etapa prévia destinada a desengordurar 

ou precipitar proteínas da amostra e fornecem resultados muito precisos. 

Há poucos anos utilizava-se ainda o método colorimétrico do 

diacetilmonoxima, em procedimento automatizado, que incluía uma etapa para 

remover proteínas da amostra de leite. Havia também kits para determinação 

dos teores de uréia no plasma ou soro por meio de procedimentos não 

automatizados envolvendo o método em questão e se considerava que eles 

eram apropriados para análises no leite. Todavia, necessitava-se que a 

amostra fosse desproteinizada previamente e as proteínas precipitadas 

separadas por filtração. No filtrado, então, eram feitas as determinações 

(HAMMOND, 1997). 

                                            
 
1 ChemeSpec 150 (Bentley Instruments 
2 “Fossomatic 4000 Milk Analiser”(Foss North América) 
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Com a produção de kits comerciais para determinação dos teores de 

uréia no soro, plasma e urina utilizando-se metodologia colorimétrica e 

enzimática (urease), a técnica do diacetilmonoxima foi posta em desuso. 

Apesar dos kits colorimétricos e enzimáticos não serem formalmente indicados 

para a quantificação dos teores de uréia em amostras de leite, em alguns 

estudos eles foram utilizados (BUTLER et al., 1996; WITTWER et al., 1993; 

WITTWER et al., 1999; OLIVEIRA et al, 2001; CAMPANILE et al., 1998), mas 

as amostras de leite eram previamente desproteinizadas 

(WITTWER et al., 1993; WITTWER et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2001) ou 

submetidas à centrifugação e posterior remoção da gordura, a fim de se 

eliminar a interferência desta na leitura em espectrofotômetro (BUTLER et al., 

1996). 

BUTLER et al. (1996) submeteram amostras pareadas de leite 

previamente desengorduradas (centrifugação) à determinação dos teores de 

nitrogênio uréico. Eles utilizaram um método automatizado baseado no 

diacetilmonoxima como padrão-ouro e, ao compararem tais resultados àqueles 

obtidos através de KITS URÉIA CE, constataram não haver diferença 

estatisticamente significativa para o nível de significância de 36%. Em vista 

disto, consideraram que apenas questões de conveniência e disponibilidade de 

equipamentos é que norteiam a escolha de um dos dois métodos. Os autores, 

contudo, deixaram de apresentar resultados de análises estatísticas para os 

níveis de significância de 1 %e 5 %, que geralmente são considerados. 

Algumas diferenças nos resultados das determinações dos teores de 

NUL são observadas quando as mesmas amostras são analisadas por meio de 

procedimentos e laboratórios distintos (FAUST & KILMER, 1996; 

MOORE & VARGA, 1996). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 
3.1. Determinação dos teores de nitrogênio uréico no leite empregando-se 

kits comerciais recomendados para amostras de sangue e urina 
 

Trinta e cinco animais hígidos, pertencentes a um rebanho mestiço, 

constituído de animais com predominância de grau de sangue holandês, foram 

submetidos a colheitas individuais de amostras de leite, durante a ordenha da 

manhã, antes da primeira alimentação do dia, com auxílio de coletores 

acoplados ao sistema de ordenha. Todo material coletado foi transportado até 

o Laboratório de Patologia Clínica do Departamento de Veterinária da UFV, 

onde foi mantido sob refrigeração até o processamento, que foi concluído até a 

manhã seguinte. 

Inicialmente, foram retiradas cinco alíquotas de cada amostra de leite, 

das quais duas encaminhadas a diferentes laboratórios de referência para 

determinação dos teores de NUL por meio de metodologia enzimática (urease), 

em procedimento automatizado1. As demais foram submetidas à determinação 

dos teores de uréia empregando-se KITS URÉIA CE 2, sendo os resultados 

convertidos em teores de NUL através da multiplicação por 0,4667. Entretanto, 

cada uma destas três alíquotas foi submetida previamente a procedimentos 

distintos (Figura 1), conforme se segue: 

                                            
1 “ChemeSpec 150” – Bentley Instruments 
2  Uréia CE – Labtest Diagnóstica S.A. 
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a) centrifugação (CENT) - nesse caso, tubos de ensaio contendo 

alíquotas de 10 ml de leite foram tampados com rolhas de borracha, 

posicionados de modo invertido na centrífuga, e submetidos à centrifugação 

por 30 minutos a 2300 x g. Após a separação da gordura na superfície do tubo, 

perfurou-se a rolha de borracha com uma agulha acoplada a uma seringa e o 

leite desengordurado foi aspirado para, finalmente, ser submetido à 

determinação dos teores de uréia. 

b) desproteinização com ácido acético glacial (ACET) – foram 

adicionadas quatro gotas de ácido acético glacial a um tubo contendo 5 ml de 

leite desengordurado, obtido pelo mesmo procedimento descrito acima. Após 

agitação, submeteu-se o material a uma nova centrifugação por mais 30 

minutos a 2300 x g, porém sem inversão dos tubos, e o sobrenadante foi 

utilizado para as determinações propostas (Peixoto1, 2002 Comunicação 

pessoal). 

c) precipitação com ácido tricloroacético a 25% (TCA) –  adicionou-se 5 

ml de ácido tricloroacético a 25% a 10 ml de leite e após a precipitação 

submeteu-se este material a filtração em papel de filtro, segundo metodologia 

descrita por OLIVEIRA et al. (2001). O filtrado resultante foi utilizado para a 

determinação dos teores de NUL, sendo necessária a multiplicação do valor 

obtido por 1,5 para descontar o efeito da diluição do volume de ácido 

adicionado à amostra. 

Determinados os teores de nitrogênio uréico nas alíquotas de cada 

amostra de leite, inicialmente os dois laboratórios de referência (CLIN e BR) 

foram comparados utilizando-se o teste t para dados pareados com o objetivo 

de verificar a equivalência ou não entre os resultados por eles obtidos. Em 

seguida, utilizando-se a mesma análise estatística, os teores de NUL 

encontrados nas alíquotas submetidas aos procedimentos CENT, ACET e TCA 

e, em seguida analisados por meio de KITS UREIA CE, foram comparados aos 

resultados apresentados pelos laboratórios CLIN e BR. Por fim, foram 

calculados os coeficientes de correlação de Pearson entre os teores de NUL 

obtidos nas cinco alíquotas de cada amostra. 

                                            
1 Doutorando FMVZ / USP 
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AMOSTRAS DE LEITE  
 

 
 
 
 
 
        ALÍQUOTA 1            ALÍQUOTA 2           ALÍQUOTA 3        ALÍQUOTA 4          ALÍQUOTA 5  

 
           
             LABORATÓRIO           LABORATÓRIO  
            REFERÊNCIA 1           REFERÊNCIA 2 
 
                                                                           CENTRIFUGAÇÃO    CENTRIFUGAÇÃO      5 ML DE LEITE  
                                                                                           2300xg/30MIN           2300xg/30MIN              + 2,5ml TCA 25%  
 
 
 
                                                                                     ASPIRAÇÃO  DO          ASPIRAÇÃO DO            FILTRAÇÃO 
                                                                                    LEITE DESNATADO     LEITE DESNATADO                     
                                                                                                                     
                                                                                                                                  
                                                                                                                           5ml LEITE DESNATADO  
                                                                                                              + 4 GOTAS ÁCIDO 
                                                                                                               ACÉTICO GLACIAL 
             
 
                                                                                                              AGITAÇÃO 
 
 
                                                                                                          CENTRIFUGAÇÃO 

                              
                   
                                                   LEITE DESNATADO        SOBRENADANTE           FILTRADO  

 
 
 
 

                METODOLOGIA AUTOMATIZADA         KITS COMERCIAIS PARA AMOSTRAS DE SANGUE E URINA  

                                                                                                                                                            
                                                                                                                                                            X 1,5 
 

 

                                                                                      TEORES DE URÉIA (mg/dL)             )     
 

                    X 0,4667 
 

 

        TEORES DE NITROGÊNIO URÉICO NO LEITE (mg/dL) 
 

Figura 1 – Protocolo de divisão das amostras de leite em cinco alíquotas, das 

quais duas foram remetidas a laboratórios de referência distintos 

(metodologia automatizada) e as três outras submetidas a diferentes 

procedimentos (CENT, ACET e TCA) antes das determinações dos 

teores de nitrogênio uréico no leite utilizando-se kits comerciais 

recomendados para amostras de sangue e urina. 
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Todas as análises estatísticas aqui relacionadas, bem como as demais 

indicadas no item 3.2 desta pesquisa, foram feitas ao nível de 5% de 

probabilidade. Nos casos das correlações, o nível de 1% também foi 

considerado. 

 

 
3.2. Teores de nitrogênio uréico no leite e no plasma de vacas mestiças 
 

Foram utilizadas dez propriedades rurais localizadas em Viçosa-MG e 

municípios vizinhos, todas com pelo menos três anos de dedicação à pecuária 

leiteira e produção diária compreendida entre 300 e 1000 litros. Em termos de 

composição racial dos rebanhos, nove fazendas exploravam animais mestiços 

holandês-zebu de diferentes graus de sangue e uma, mestiços pardo-suiço 

(Fazenda 7). A produção média diária de leite por vaca nas propriedades 

consideradas situava-se entre13 e 24 litros. 

As fazendas contavam com assistência técnica regular, adotavam 

práticas de manejo e de gerenciamento condizentes com níveis satisfatórios de 

tecnificação para a atividade, tais como: inseminação artificial, tanques 

resfriadores para leite, controle sanitário para garantir a higidez dos rebanhos e 

manejo alimentar claramente definido quanto ao fornecimento de volumosos e 

concentrados tanto para os lotes de vacas agrupadas conforme a produção de 

leite (lotes de produção)1 quanto para as vacas secas. Em apenas uma delas 

(Fazenda 2), a ordenha não era mecanizada e em oito o manejo adotado para 

as vacas em lactação era semi intensivo, com os animais recebendo volumoso 

e concentrado no cocho ao longo do dia e à noite sendo liberados para o pasto. 

Duas, no entanto adotavam o sistema “free stall” (Fazendas 1 e 10). 

O período de coleta de material estendeu-se de 10/09/2002 a 

28/11/2002. No entanto, para cada fazenda, um único dia foi reservado para a 

obtenção de amostras de leite durante a primeira ordenha (04:00 às 06:00 hs) 

de todas as vacas em lactação há pelo menos 30 dias e, em paralelo, de 

amostras de sangue com anticoagulante2 das vacas secas cuja previsão de 

parto não fosse inferior há 20 dias. Apenas animais hígidos de ambas as 

                                            
1 Lotes constituídos de acordo com a produção de leite, independentemente do período de lactação 
2 EDTA 10% 
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categorias foram incluídos na amostragem. Adicionalmente, ao final da 

ordenha, foi recolhida também uma amostra de leite do tanque de expansão, 

após ter havido adequada homogeneização do seu conteúdo. Este reunia 

sempre o volume de pelo menos duas ordenhas, incluindo-se aquela do dia da 

coleta. 

Em cada propriedade, após a obtenção do material referido acima, 

foram ainda registradas as seguintes informações relativas aos lotes de vacas 

em lactação (Tabela 3) e secas (Tabela 5): número de animais; tipo de 

volumoso oferecido, quantidade de concentrado fornecida para cada animal e 

escore médio da condição corporal, este último conforme escala de 1 a 5 

(WILDMAN et al., 1982). No caso das vacas em lactação, foram anotadas, 

também, a produção média diária e a relação entre a quantidade de 

concentrado fornecida e a produção de leite média dos lotes das diversas 

fazendas consideradas. 

Em uma das propriedades (Fazenda 1), das mesmas vacas em 

lactação (n = 35), foram coletadas também amostras de sangue com 

anticoagulante1 imediatamente após a ordenha da manhã e antes do 

fornecimento da primeira alimentação do dia. 

As amostras individuais de leite e sangue obtidas foram transportadas 

até o Laboratório de Patologia Clínica Veterinária da UFV, onde foram 

processadas objetivando determinar os teores de nitrogênio uréico. Para isto, 

foram empregados KITS URÉIA CE, sendo os resultados multiplicados por 

0,4667 a fim de convertê-los a teores de NUL ou NUP, conforme o caso. 

Antes que as amostras colhidas fossem submetidas às análises 

referidas acima, as de sangue total foram centrifugadas a 2300 x g por 20 

minutos para separação do plasma e as de leite submetidas à precipitação em 

TCA a 25% seguida de filtração, tal como descrito no item 3.1. 

Para os diversos lotes de produção dentro de cada propriedade, foram 

calculados os teores médios de NUL. Em seguida, objetivando-se caracterizar 

o comportamento do indicador bioquímico referido, os respectivos valores dos 

quadrados médios dos resíduos foram estimados e, por fim, foram construídos 

intervalos de confiança para os teores médios de NUL apresentados pelos 

                                            
1 EDTA 10% 
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lotes de produção, ao nível de confiança de 95%. Cada intervalo de confiança 

foi assim obtido: 

 

 
Onde: 

mi = média de NUL de cada lote de produção i da fazenda j; 
t0,05/2 = valor tabelado a 5% de probabilidade com n’ graus de liberdade do 

resíduo da fazenda j; 
QMResj = quadrado médio do resíduo da análise de variância da fazenda j; 
ri = número de amostra realizadas em cada lote i da fazenda j. 
 

Independentemente de fazenda, os lotes de vacas em lactação foram 

agrupados em quatro categorias de acordo com a produção diária de leite: 

A: ≥ 25 Kg; B:< 25 e ≥ 20Kg; C: < 20 e ≥ 15 Kg; D:< 15 Kg. Em seguida, os 

teores médios de NUL correspondentes aos lotes de produção, incluídos nas 

categorias descritas acima, foram tomados e, a partir daí, calculados os teores 

médios de NUL para cada uma delas, bem como estimados seus respectivos 

intervalos de confiança, ao nível de 95% de confiança. 

 

 

Onde: 

mj =  teor médio de NUL da categoria de produção j; 

t0,05/2 = valor tabelado do teste t a 5% de probabilidade com rj -1 graus de 
liberdade; 

sj = desvio padrão dos teores de NUL nos lotes de produção da categoria j; 
rj = número de lotes de produção na categoria de produção j. 
 

Os teores médios de NUL de cada rebanho foram comparados aos 

valores de nitrogênio uréico obtidos nas amostras de leite dos respectivos 

tanques de expansão, por meio de teste t para dados pareados e submetidos a 

análises de correlação.  
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Na única propriedade onde foram colhidas amostras de leite e sangue 

das mesmas vacas, os teores de NUL e NUP encontrados foram comparados 

entre si utilizando-se o teste t para dados pareados. 

Por fim, com base nos teores de NUP obtidos em cada lote de vacas 

secas, foram construídos intervalos de confiança para as médias 

populacionais, ao nível de confiança de 95%. Objetivou-se, com isto, 

caracterizar o comportamento do referido indicador bioquímico em vacas secas 

submetidas a diferentes manejos alimentares. Tais  intervalos de confiança 

foram dados por: 

 

Onde: 

mj =  teor médio de NUP de vacas secas na fazenda j 

t0,05/2 = valor tabelado do teste t a 5% de probabilidade com – rj - 1 graus de 
liberdade; 

sj = desvio padrão do teor de NUP de vacas secas na fazenda j 

rj = número de vacas secas na fazenda j. 
 

Como referência de normalidade para os teores médios de NUL, foi 

considerada a faixa de 12- 16 mg/dL, que é recomendada por pesquisadores 

de Cornell (HUTJENS, 1996; JONKER & KOHN, 1998). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Determinação dos teores de nitrogênio uréico no leite empregando-se 

kits comerciais recomendados para amostras de sangue e urina 

 

Os teores de NUL encontrados nas amostras analisadas pelos dois 

laboratórios de referência (CLIN e BR) não foram equivalentes (P < 0,05) 

(Tabela 1) mas, a despeito disto, os resultados apresentaram alta correlação 

(P < 0,01) (Tabela 2). Sabidamente, diferenças podem ser observadas quando 

as mesmas amostras são submetidas a laboratórios distintos 

(MOORE & VARGA, 1996; KOHN, 2001; FAUST & KILMER, 1996) e, inclusive, 

para efeito de acompanhamento de rebanhos, FAUST & KILMER (1996) 

recomendam que o mesmo laboratório seja utilizado. 

As alíquotas das amostras de leite submetidas previamente aos 

procedimentos CENT, ACET e TCA e posteriormente analisadas por meio de 

Kits colorimétricos-enzimáticos apresentaram teores de NUL altamente 

correlacionados entre si (P < 0,01) e com os correspondentes obtidos em 

ambos laboratórios de referência (Tabela 2 e Figura 2). Isto permite validar o 

uso dos KITS URÉIA CE também para amostras de leite, independentemente 

de qual dos três procedimentos seja utilizado para a preparação da amostra. 

Deve-se salientar, no entanto, que os teores de NUL encontrados nas 

amostras submetidas à precipitação em TCA não diferiram (P < 0,05) dos 

obtidos por um dos laboratórios de referência (BR), fato este que não se 

verificou quanto aos procedimentos ACET ou CENT (Tabela 1). Além disso, a 
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precipitação com TCA, seguida de filtração, agiliza consideravelmente a 

preparação da amostra, na medida em que a centrifugação requerida pelos 

outros dois procedimentos é eliminada. 

 

Tabela 1 – Teores médios de NUL (mg/dL) e comparações entre os 

procedimentos CENT, ACET e TCA com os laboratórios de 

referência CLIN e BR 

 

Tabela 2 - Estimativas dos coeficientes de correlações entre os teores de NUL 

obtidos por meio de KITS URÉIA CE em amostras submetidas 

previamente aos procedimentos CENT, ACET e TCA, com os 

correspondentes determinados em dois laboratórios de referência 

CLIN e BR 

 

 CLIN BR TCA ACET CENT 

CLIN 

BR 

TCA 

ACET 

CENT 

- 0,95∗ 

_ 

0,99∗ 

0,94∗ 

_ 

0,98∗ 

0,91∗ 

0,98∗ 

- 

0,99∗ 

0,94∗ 

0,99∗ 

0,99∗ 

- 

∗ significativo pelo teste t (P < 0,01). 

 

NUL MÉDIO DIFERENÇA BR DIFERENÇA CLIN

TCA

CENT

ACET

BR

CLIN

13,89

14,53

12,38

13,45

11,46

0,4371

1,0826∗

1,0692∗

-

1,9945∗

2,4317∗

3,0772∗

0,9523∗

1,9945∗

-

∗ significativo pelo teste t (P < 0,05).
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Figura 2 - Teores de NUL nas alíquotas das 35 amostras de leite, obtidos por 

metodologia automatizada em laboratórios de referência 

(CLIN e BR) e por meio de KITS URÉIA CE nas alíquotas 

previamente submetidas aos procedimentos CENT, ACET e TCA. 

 

A relativa escassez de referências sobre a utilização de 

KITS URÉIA CE para quantificar os teores de uréia em amostras de leite 

(BUTLER et al., 1996; WITTWER et al., 1993 WITTWER et al., 1999; 

OLIVEIRA et al, 2001; CAMPANILE et al., 1998) e a sua não indicação para 

estes fins por parte dos laboratórios produtores, foi um aspecto que chamou a 

atenção. Nesse sentido, faz-se mister salientar que BUTLER et al. (1996), 

comparando resultados obtidos em amostras pareadas submetidas a estes kits 

com metodologia de referência baseada na técnica do diacetilmonoxima, 

concluíram que ambos poderiam fornecer resultados equivalentes, mas o nível 

de confiabilidade considerado por eles nas análises estatísticas foi de apenas 

64%. 

A desproteinização com adição de ácidos era rotineiramente utilizada 

em amostras de leite para determinação dos teores de uréia quando estas 

análises empregavam kits baseados na metodologia do diacetilmonoxima 

(BRODERICK & CLAYTON, 1997; HAMMOND, 1997). Porém, em se tratando 

dos KITS URÉIA CE, outra fundamentação ocorre e não havia embasamento 

que assegurasse que os mesmos procedimentos outrora usados pudessem ser 

introduzidos. De fato, a metodologia colorimétrica-enzimática prevê, 

inicialmente, a adição de urease à amostra a ser analisada, o que acarreta a 
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hidrólise da uréia e liberação de CO2 e íons amônio. Em seguida, o meio é 

alcalinizado e a ele adiciona-se salicilato de sódio, nitroprussiato de sódio e 

hipoclorito de sódio, com os quais os íons amônio irão reagir dando origem a 

um composto cromógeno azul- esverdeado, cuja intensidade da cor formada é 

proporcional à concentração de uréia na amostra. Foi exatamente pelo fato de 

que esta reação se processa em meio alcalino é que se pensou, inicialmente, 

que a adição de ácidos envolvendo os procedimentos ACET e TCA pudesse 

não ser indicada, porquanto isto poderia interferir na etapa de alcalinização 

requerida e, em conseqüência, reduzir as concentrações do composto 

cromógeno formado, com óbvios reflexos nos resultados obtidos. Entretanto, 

pelo menos para as concentrações dos ácidos utilizadas, tal fenômeno não 

ocorreu.  
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4.2. Teores de nitrogênio uréico no leite e no plasma de vacas mestiças 
 

Em seis propriedades (Fazendas 2, 3, 4, 7, 9 e 10), observou-se que 

todos os lotes de produção apresentaram teores médios de NUL muito 

inferiores a 12 mg/dL (Figura 3 e Tabela 3). Estes baixos teores de NUL 

observados indicam que as dietas destes animais não atendem suas 

exigências em termos de proteína ou nitrogênio. Nestas condições, muito 

provavelmente os animais não estejam usufruindo da sua total capacidade de 

síntese de proteína microbiana e, desta forma, não estejam atendendo ao 

padrão de eficiência de nutrição protéica em ruminantes definido por 

ROSELER et al. (1993) como sendo o suprimento adequado de nitrogênio para 

a flora microbiana e hospedeiro. Segundo WHITAKER et al.(1995), diante de 

baixos valores de NUL, deve-se elevar as quantidades de proteínas 

efetivamente degradadas no rúmen, quando há interesse de aumentar a 

produção de leite. Considerando-se a posição de destaque das fazendas onde 

foram realizadas as coletas das amostras utilizadas nesta pesquisa e os 

baixíssimos valores de NUL encontrados na maioria dos lotes de produção, 

torna-se imperativo que muitas outras também sejam submetidas à mesma 

análise, a fim de se decidir sobre correções que, muito provavelmente, terão de 

ser feitas na dieta dos seus animais. Nas condições observadas, se de um lado 

os produtores acreditam estar reduzindo custos para viabilizar sua atividade, de 

outro estão alimentando inadequadamente seus animais e, por conseguinte, 

deixando de explorar seu potencial de produção leiteira. 

Lotes de produção com teores médios de NUL superiores a 16 mg/dL 

foram observados nas Fazendas 1, 6 e 8 (Figura 3), fato este sugestivo de 

inadequações na dieta fornecida no sentido de excesso de proteínas em 

termos absolutos ou relativos ao conteúdo de carboidratos fermentáveis na 

dieta (WHITAKER et al., 1995; MOORE & VARGA, 1996; HAMMOND, 1997; 

EICHER et al, 1999; FERGUSON, 2001; JONKER et al., 2002). Considerando-

se que as amostras de leite foram coletadas durante a primeira ordenha do dia, 

portanto, antes do fornecimento de alimentos aos animais, a observação de 

teores elevados de NUL é significativa por si só, sobretudo por eles não 

representarem os valores de pico durante o dia (MOORE & VARGA, 1996). 

Segundo ELROD et al. (1993) a ocorrência de picos na concentração de 
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nitrogênio uréico no sangue ocorre cerca de 4 a 6 horas após a alimentação e 

GUSTAFSSON & PALMIQUIST (1993) observaram que a concentração de 

uréia presente no sangue demora cerca de 1 a 2 horas para equilibrar-se com 

a concentração de uréia no leite contido na cisterna da glândula mamária.  

 

 

Figura 3 – Comparação entre os teores médios de nitrogênio uréico no leite 

(NUL) e os respectivos intervalos de confiança obtidos nos lotes de 

produção presentes nas dez propriedades estudadas e os valores 

de NUL considerados como referências de normalidade nesta 

pesquisa (12 a 16 mg/dL). 
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Tabela 3 – Teores médios de nitrogênio uréico do leite (NUL) e os respectivos 

intervalos de confiança (IC), escore médio da condição corporal 

(ECC), volumoso e concentrado, e relação entre o concentrado 

fornecido e a produção média de leite em diferentes lotes de 

produção em dez fazendas localizadas na região de Viçosa, MG 

 

Fazendaa Lote No 
Animais 

Volumosob Concentradoc 

(Kg/vaca/dia) 

Média 
Leite (Kg) 

Kg Concentrado 

 / Kg Leite 

ECC NUL± IC 
(mg/dL) 

1 1 10 S 10 Kg RF 30,73 1 / 3,07 4 21,27 ± 2,17  

 2 10 S 5,7 Kg RF 16,34 1 / 2,9 4 13,35 ± 2,04  

 3 9 S 3 Kg RF 9,38 1 / 3,12 4 9,07 ± 2,28  

 4 6 S 2,3Kg RF 3,43 1 / 1,49 4 7,35 ± 2,8  

2 1 8 CNU; P 5 Kg RC 19,2 1 / 3,84 3 7,90 ±  0,91  

 2 4 CNU; P 4 Kg RC 14,8 1 / 3,7 3 7,47 ± 1,29  

 3 6 CNU; P 3 Kg RC 11,97 1 / 3,99 3 7,17 ± 1,05  

3 1 13 S; CP; P 7,5 Kg RC 22,52 1 / 3 2,5 5,40 ± 0,96  

 2 4 S; CP; P 5,5 Kg RC 15,18 1 / 2,76 3 2,73 ± 1,73  

 3 7 S; CP; P 3,5 Kg RC 10,79 1 / 3,08 3 1,19 ±1,31  

4 1 4 CNU; P 10 Kg RC 22,87 1 / 2,29 2,5 7,08 ±1,82  

 2 24 CNU; P 5 Kg RC 16,46 1 / 3,29 3 4,73 ± 0,75  

5 1 4 S; P 12,5Kg RF+4,5Kg CA 29,88 1 / 2,39 3 11,95 ± 2,93  

 2 12 S; CNU; P 7,2 KgRF+2,9Kg CA 25,05 1 / 3,48 3 14,44 ± 1,69 

 3 11 S; CNU; P 9 Kg RF 21,68 1 / 2,40 3,5 8,45 ± 1,76  

 4 9 S; CNU ; P 7,1 Kg RF 17,83 1 / 2,51 3,5 9,64 ± 1,95  

 5 3 CNU; P 5,2 Kg RF 13 1 / 2,6 3,5 8,61 ± 3,38  

 6 4 CNU; P 2,5 Kg RF 7,25 1 / 2,9 3,5 7,60 ± 2,93  

6 1 11 S; P 11 Kg RC 25,82 1 / 2,34 4 17,13 ± 1,56  

 2 10 S; P 8 Kg RC 20,1 1 / 2,23 4 13,43 ± 1,06  

 3 11 S; CNU; P 6 Kg RC 15,05 1 / 2,5 4 12,77 ± 1,56  

 4 6 CNU; P 4 Kg RC 9,75 1 / 2,43 4 12,02 ± 2,11  

7 1 15 S; P 6,1 Kg RC 18,3 1 / 3 3 3,27 ± 0,78  

 2 20 S; P 3,2 Kg RC 9,07 1 / 2,83 3 2,14 ± 0,68  

8 1 9 S; CP; P 16,5 Kg RC 35 1 / 2,12 4 20,59 ± 2,46  

 2 3 S; CP; P 10 Kg RC 30 1 / 3 4 18,70 ± 4,26  

 3 6 CP; P 7,5 Kg RF 20 1 / 2,67 4 12,24 ± 3,01  

 4 9 CP; P 4,7 Kg RF 11,9 1 / 2,53 4 11,11 ± 2,46  

9 1 10 S; P 2,5 Kg RF 20,32 1 / 8,13 3 3,05 ± 0,43  

 2 8 S; CNU; P 1,5 Kg RF 14,56 1 / 9,71 3 2,99 ± 0,48  

10 1 17 S 5,88 Kg RC 18,65 1 / 3,17 2 3,65 ± 0,60 

 2 16 S 5 Kg RC 13,56 1 / 2,71 2,5 2,61 ± 0,61  

 3 12 S 2,3 Kg RC 5,98 1 / 2,6 2,5 1,98 ± 0,71 

a) As fazendas 1 e 10 dispunham de “free stall” enquanto as demais adotavam manejo semi 
intensivo; a fazenda 7 explorava rebanho mestiço pardo-suiço e as demais mestiços 
holandês-zebu.. 

b)  S - silagem de milho; CNU - cana e uréia; CP - capim picado; P - pasto. 
c)  RC - ração comercial; RF - ração formulada; CA - caroço de algodão. 
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Em todos os lotes que apresentaram altos teores de NUL 

(acima de 16 mg/dL), observou-se que os animais mostravam-se com escore 

médio da condição corporal equivalente a quatro (Tabela 3). Isto reforça a 

assertiva de que as dietas fornecidas encontravam-se superestimadas em 

relação às exigências de proteínas, sendo recomendável, portanto, que se 

acompanhe o desempenho reprodutivo destes lotes de animais e que seja 

reavaliada a dieta fornecida, principalmente em termos da relação proteína e 

energia. Diante das diversas conseqüências sobre a reprodução associadas 

aos altos teores de NUL (FERGUSON et al., 1993; LARSON et al., 1997; 

BUTLER, 1998; RAJALA-SCHULTZ et al.,2001), ELROD et al. (1993) e 

JONKER et al.(1999) entendem que os benefícios de se fornecer dietas com 

altos teores de proteínas aos animais de maior produção devem ser 

comparados aos possíveis efeitos negativos sobre a reprodução. Ademais, 

devem ser considerados outros aspectos indesejáveis relacionados ao 

fornecimento excessivo de proteínas, tais como, perdas econômicas 

(PERES, 2001), possíveis danos ao meio ambiente (JONKER et al., 2002) e ao 

sistema imunológico (LINN,1998; HUTJENS, 1996; AMARAL-PHILIPS, 2002). 

Independentemente da fazenda, quando os 33 lotes acompanhados 

foram estratificados em categorias segundo a produção média de leite 

(A, B, C e D), os teores de médios de NUL correspondentes apresentaram 

redução drástica quando se comparou a categoria A às demais. Sendo esta 

faixa constituída por lotes com produções médias superiores a 25 Kg de leite, 

pode-se deduzir que os produtores têm dedicado maior atenção às dietas 

apenas deste tipo de vacas (Figura 4). Por outro lado, considerando-se os 

intervalos de confiança para as médias de NUL em cada faixa de produção, 

(A=17,35 ± 3,79; B= 8,28 ± 4,18; C = 7,29 ± 3,58 e D = 6,25 ± 2,21) constatou-

se que também a categoria B poderia atingir os teores de NUL preconizados de 

12-16 mg/dL. Uma possível explicação para os elevados teores de NUL 

observados nos lotes de vacas, com produção média diária superior a 25 Kg de 

leite, pode estar na tendência de se fornecer rações com elevados teores de 

proteínas para vacas de maior produção, conforme GODDEN et al. (2001) 

verificaram. 
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Figura 4 -Teores médios de NUL e respectivos intervalos de confiança, sob 

agrupamentos de lotes segundo a categoria de produção de leite 

(A ≥ 25 Kg; B < 25 e ≥ 20 Kg; C < 20 e ≥ 15 Kg e D < 5 Kg). 

 

Os teores médios de NUL dos agrupamentos de lotes de vacas das 

diversas fazendas em categorias de produção apresentaram grande amplitude 

dos respectivos intervalos de confiança (Figura 4). Dentre os prováveis fatores 

determinantes desta variação, ressaltam-se as diferentes práticas de manejo e 

nutrição adotadas para rebanhos com potencial de produção de leite 

semelhantes nas propriedades consideradas (Tabela 3). EICHER et al. (1999) 

também observaram fenômeno semelhante e WARD (2000) relatou que, em 

geral, os progressos na seleção genética para produção de leite superam os 

mesmos em manejo, qualidade e quantidade dos alimentos fornecidos. Na 

presente pesquisa, talvez os lotes que apresentaram os menores teores 

médios de NUL dentro de uma mesma faixa de produção não estivessem 

submetidos a manejos adequados à expressão da totalidade de seu potencial 

genético. 

Os teores médios de NUL de cada rebanho e os valores encontrados 

em amostras dos respectivos tanques de expansão foram equivalentes em 

quatro dentre dez propriedades consideradas (Tabela 4) e apresentaram-se 

altamente correlacionados (r = 0,98) considerando-se todas elas (Figura 5). 

Estudos similares, em diferentes climas e regiões, evidenciaram correlações 
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que variaram de 0,77 ( REFSDAL, 1983) a 0,95 (WITTWER et al. ,1999). Isto 

significa que, também em fazendas que exploram animais mestiços para fins 

leiteiros, tais como as que foram utilizadas nesta pesquisa, determinações dos 

teores de NUL feitas em amostras obtidas de tanques de expansão podem 

expressar, com bastante aproximação, os reais valores médios encontrados 

para os respectivos rebanhos. 

Figura 5 – Teores médios de nitrogênio uréico do leite (NUL) calculados em 

diferentes fazendas e valores encontrados nas amostras recolhidas 

dos respectivos tanques de expansão. 

 

Nas sete propriedades (Fazendas 2, 3, 4, 5, 7, 9 e 10) em que os 

teores de NUL determinados nas amostras dos tanques de expansão 

apresentaram-se inferiores a 12 mg/dL, havia um  total de 21 lotes de 

produção, dos quais 20 (95,2 %) apresentaram comportamento semelhante 

quanto aos respectivos teores médios de NUL. Por outro lado, nas fazendas 

em que os teores de NUL dos tanques apresentaram-se superiores a 16 

mg/dL, havia pelo menos um dos lotes de produção (n = 4) exibindo teor médio 

de NUL acima do referido valor, embora também houvessem outros com 

valores entre 12 e 16 mg/dL (n = 4) ou inferiores a 12 mg/dL (n = 4) (Figura 6). 

Nas condições da presente investigação, os baixos teores de NUL 

determinados em amostras de tanque prestaram-se para a finalidade de indicar 

rebanhos nos quais seus lotes de produção também apresentavam baixos 

teores de NUL e que possivelmente se achavam submetidos a dietas com 
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deficiências protéicas. Valores elevados, por outro lado, indicaram apenas que 

colheitas de amostras individuais de leite em vacas de cada lote deveriam ser 

implementadas no sentido de apontar aquele(s) que apresentava(m) teores 

médios de NUL alto(s). A rigor, esta observação acha-se em consonância com 

DePETERS & FERGUSON (1992), que chamam a atenção para o fato de que 

em rebanhos nos quais haja problemas grosseiros com excesso ou deficiência 

de proteínas atingindo uma alta percentagem dos animais, as análises feitas 

em amostras de tanques podem ser adequadas para fins de identificação dos 

mesmos.  

 

Tabela 4 – Teores médios de NUL calculados para cada um dos dez rebanhos 

mestiços estudados e os respectivos valores encontrados em 

amostras colhidas dos tanques de expansão 

 

Fazenda Tanque (mg/dL) Média (mg/dL) 

1 16,14 13,48∗ 

2 7,67 7,56 

3 5,78 3,73∗ 

4 6,26 5,07∗ 

5 10,56 10,63 

6 16,60 14,09∗ 

7 4,12 2,62∗ 

8 17,09 15,36 

9 2,93 3,02 

10 3,43 2,84∗ 

∗significativos pelo teste t (P < 0,05) 
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Figura 6 – Teores de nitrogênio uréico no leite (NUL) dos lotes de produção dentro de cada propriedade e nas respectivas 

amostras dos tanques de expansão  
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Na medida em o excesso de proteínas na dieta das vacas é a 

preocupação maior nos países de pecuária leiteira mais avançada 

(MOORE & VARGA, 1996; HAMMOND, 1997; BUTLER, 1998; PERES, 2001; 

AMARAL-PHILIPS, 2002; JONKER et al.,2002), as determinações dos teores 

de NUL feitas em tanques de expansão são consideradas incapazes de 

apontar, naquelas propriedades, a existência de lotes de produção cujos teores 

médios de NUL estejam fora das faixas preconizadas. Neste caso, lotes com 

valores altos podem ser mascarados por outros em que os teores de NUL se 

apresentem baixos, e vice-versa (DePETERS & FERGUSON, 1992; KOHN, 

2001). Por isso, as referidas análises têm sido indicadas somente quando se 

deseja iniciar uma avaliação dos referidos parâmetros em um rebanho 

(WHITWER et al., 1993; HAMMOND, 1997; SCHEPERS & MEIJER, 1998; 

KOHN, 2001). Todavia, esta não é a nossa realidade.  

Na única propriedade em que foram colhidas amostras de leite e sangue 

das vacas em lactação, os resultados referentes aos teores médios de NUL e 

NUP (n = 35) não diferiram entre si (P < 0,05) e foram de 13,8 e 13,7mg/dL, 

respectivamente (Figura 7). 

GUSTAFSSON & PALMQUIST (1993) observaram que 1,5 a 2 horas 

após as concentrações de amônia rumenal alcançarem um pico, os níveis de 

uréia plasmáticos atingiram um valor máximo. A partir daí, mais 1 a 2 hs foram 

necessárias para que o mesmo viesse a ocorrer com os teores de uréia no leite. 

Estes achados são consistentes com a necessidade de um período para que a 

uréia possa difundir-se através dos ductos e túbulos da glândula mamária e 

seus níveis no leite possam entrar em equilíbrio com aqueles do plasma. 

Portanto, como as amostras de leite e sangue foram colhidas antes que os 

animais recebessem sua primeira alimentação (por volta das 4 – 6 hs), seria de 

se esperar que realmente as concentrações de NUP e NUL fossem 

equivalentes. Diante da falta de informações na literatura a respeito das faixas 

desejáveis para NUP em vacas secas e tendo-se demonstrado que NUL e NUP 

se equivalem para as condições definidas neste experimento, o mesmo intervalo 

de 12 a 16 mg/dL utilizado para NUL foi tomado como referência também para 

esta categoria de animais. 
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Figura 7 - Teores de nitrogênio uréico em amostras pareadas (n = 35) de leite 

(NUL) e plasma (NUP) de vacas ante do fornecimento da primeira 

alimentação do dia. 

 

BUTLER et al. (1996) também não verificaram diferenças entre os 

teores de NUL e NUP quando amostras de sangue foram coletadas cerca de 30 

a 45 minutos após a ordenha (P = 0,16). Entretanto, os autores não informaram 

o horário da coleta e tampouco sua relação com a alimentação dos animais. 

Além disso, o nível de probabilidade para o qual as amostras foram equivalentes 

é muito superior aos 5 % convencionalmente adotados. Estes autores 

mencionaram que Frajblat e Butler (dados não publicados) também não 

constataram diferenças estatísticas entre NUL e NUP em amostras coletadas 

simultaneamente, mas não se referiram ao nível de probabilidade considerado 

nem ao momento da coleta. 

Os teores médios de NUP considerando-se os respectivos intervalos de 

confiança observados para os lotes de vacas secas, em diferentes propriedades 

e à exceção das fazendas 2, 3, 5 e 7, mostraram-se abaixo dos 12 mg/dL 

(Figura 8). Isto demonstrou que esta categoria de animais, nas propriedades da 

região, também não estava recebendo níveis de proteína na dieta compatíveis 

com suas exigências. Em linhas gerais, cabe para os teores de NUP a mesma 
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discussão feita para os teores de NUL no que concerne à necessidade de 

adequações na dieta protéico energética e a visão prospectiva envolvendo as 

demais fazendas que também se dedicam à pecuária leiteira. 

 

Figura 8 - Teores médios de nitrogênio uréico no plasma (NUP) e respectivos 

intervalos de confiança observados em lotes de vacas secas dentro 

de cada propriedade. 

 

É possível que a dependência da pastagem para a dieta destas vacas, 

na maioria das fazendas (Tabela 5), seja a explicação, porquanto a forragem 

disponível apresentava características que indicavam perda de qualidade 

ocasionada pela escassez de chuvas no período. Nos lotes de vacas secas 

alimentadas com misturas de cana com uréia, com ou sem suplementação com 

concentrados, apenas na fazenda 7 os teores médios de NUP achavam-se 

muito elevados (17,01 mg/dL), mas nela havia também abundante fornecimento 

de capim tenro como parte do volumoso fornecido. Outro aspecto a considerar 

neste caso é que a referida propriedade era a única que explorava animais 

mestiços pardo-suiço, que também poderiam ter exigências nutricionais 

diferenciadas de mestiços holandês-zebu. Sobre a fazenda 3, que apresentava 

teores médios de NUP tidos como adequados e dependia exclusivamente da 
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pastagem para alimentar suas vacas, não foi possível encontrar uma explicação 

considerando-se os dados registrados. 

 

Tabela 5 - Caracterização dos lotes de vacas secas, dentro de cada 

propriedade quanto ao número de animais, alimentação 

(volumoso e concentrado) e escore médio da condição corporal 

(ECC) e teores médios de NUP e seus respectivos intervalos de 

confiança para a média (IC) 

 
 
 

Fazendaa No Vacas 
Secas 

Volumoso
b 

Concentradoc 

(Kg/ vaca/ dia) 

ECC NUL ± IC 
(mg/dL) 

1 10 CNU 2 Kg RF 4 8,89 ± 1,58 

2 13 CNU; P 1 Kg RC 3,5 9,68 ± 2,38 

3 10 P - 3 12,69 ± 4,12 

4 3 CNU; P  - 3 3,93 ± 0,82 

5 10 P - 3,5 10,13 ± 1,07 

6 3 P - 3,5 11,31 ± 1,8 

7 9 CNU; CP - 3,5 17,01 ± 2,02 

8 8 P  2 Kg RF 4 8,58 ± 0,95 

9 9 CNU; P - 3,5 7,97 ± 2,25 

10 9 S; P 1,5 Kg FT 2,5 6,53 ± 0,81 

 
a) A fazenda 7 explorava rebanho leiteiro mestiço pardo-suiço enquanto as demais mestiços 

holândes- zebu; 
A fazenda 1 foi a única a manter o lote de vacas secas em sistema “free stall”, as demais 
utilizavam manejos extensivo ou semi-intensivo; 

b)  S - silagem de milho; CP - capim picado; CNU - cana com uréia; P – pastagem; 
c)  RC - ração comercial; RF - ração formulada; FT - farelo de trigo. 

 

 



 35

Na prática de campo, é comum a utilização do escore médio da 

condição corporal das vacas secas para monitorar a adequação da dieta que 

lhes é fornecida. Nas fazendas visitadas para colheita de dados, constatou-se 

que mesmo em lotes que apresentavam escores médios da condição corporal 

tidos como adequados ou mesmo elevados, foram encontrados teores médios 

de NUP inferiores aos recomendados (Tabela 5). Estes resultados confirmam a 

hipótese formulada por WHITAKER et al. (1995) de que a pesquisa de NUP 

poderá contribuir para ajustar o fornecimento de proteínas e carboidratos a 

vacas secas. 
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5. CONCLUSÕES 

 

i) Kits comerciais colorimétricos e enzimáticos (urease), recomendados 

para determinações em sangue ou urina, fornecem resultados equivalentes 

àqueles obtidos em laboratórios de referência (metodologia automatizada), 

quando são utilizados para amostras de leite previamente submetidas à 

precipitação com ácido tricloracético a 25 % seguida de filtração(TCA). 

 

ii) Os procedimentos de precipitação com ácido acético glacial ou 

centrifugação de amostras de leite, visando determinação dos respectivos 

teores de uréia através de kits comerciais recomendados para sangue e urina, 

são mais trabalhosos que o TCA e conduzem a resultados estatisticamente 

diferentes daqueles obtidos por laboratórios de referência. A despeito disto, são 

altamente correlacionados aos demais. 

 

iii) Em rebanhos constituídos de animais mestiços de raças leiteiras, 

apenas lotes de vacas com produções médias diárias superiores a 20 - 25 Kg 

de leite requerem atenção em termos de perdas de proteínas oferecidas na 

dieta e suas conseqüências. 

 

iv) Nas fazendas que se dedicam a pecuária leiteira e exploram animais 

mestiços, contatam-se inadequações em relação às dietas protéicas utilizadas. 
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Estas são traduzidas, quase invariavelmente, por baixíssimas concentrações 

de NUL e NUP na maioria dos lotes de vacas em lactação e secas, 

respectivamente. 

v) Nas condições da presente pesquisa, quando os teores de NUL 

determinados em amostras de tanque de expansão forem inferiores a 

12 mg/dL, provavelmente todos os lotes de produção das respectivas 

propriedades também apresentarão baixos teores médios de NUL. No entanto, 

quando os teores de NUL das amostras dos tanques de expansão forem 

superiores a 16 mg/dL, haverá necessidade de se proceder a colheitas de 

amostras individuais de leite das vacas dos lotes de produção com a finalidade 

de identificar aqueles que apresentem teores médios de NUL elevados. 
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