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RESUMO

Diante do constate aumento do consumo de leite e derivados, os consumidores estdo cada vez
mais preocupados com a qualidade e procedéncia dos alimentos consumidos. Sendo assim é
crescente a preocupacdo das industrias de laticinio com a qualidade da matéria prima
recebida. Uma das causas de alteracdes da qualidade é perda da estabilidade do leite. Diante
disso, objetivou-se avaliar a influéncia da temperatura do leite (5° e 12° C) na prova do
alizarol para a deteccdo do LINA e a sua relagdo com a composicdo e a contagem de células
somaticas (CCS) do leite. Foram avaliadas 189 amostras de 20 vacas da raca Holandesa e
mesticas Holandés x Jersey x lllawarra, durante os meses de margo, abril, maio e primeira
semana de junho, colhidas na ordenha da manha (8:00 h) no setor de bovinocultura de leite na
Fazenda Escola Capéo da Onca. As amostras que foram consideradas LINA, apresentavam o
seguinte comportamento, coagulacdo a prova do alcool na concentracdo de 72% e coloragédo
pardo avermelhada. Foram realizadas analises de acidez titulavel, pH, Alizarol a 72%,
composicdo e CCS. A instabilidade do leite ndo causou alteracdes nos parametros avaliados
para a composicdo do leite (gordura, lactose, proteina, N-uréico), da mesma forma ndo alterou
a acidez natural do leite e ndo influenciou nos valores de CCS e pH. Em relacdo a temperatura
das amostras foi observado que a medida que a temperatura do leite aumentou (12°C) a
coagulacdo aumentou sua intensidade, isto porque a temperatura influéncia na [-caseina
alterando a sua migracdo. Ao avaliar a temperatura de 5 e 12°C foi observado que na
temperatura de 12°C os casos positivos para LINA aumentaram, pois com a acdo do calor ha
alteracdes no leite, sendo observado principalmente alteragdes no tamanho das micelas.

Palavras-chave: Acidez, coagulacdo, gordura, instabilidade, prova do alcool.



ABSTRACT

Faced with the constant increase in the consumption of milk and dairy products, consumers
are increasingly concerned about the quality and provenance of food consumed. Thus, the
dairy industry's concern with the quality of the raw material received is growing. One of the
causes of quality changes is loss of milk instability. The objective of this study was to
evaluate the influence of milk temperature (5° and 12°C) on the alizarol test for the detection
of LINA and its relation to milk composition and somatic cell count (CCS). A total of 189
samples of 20 holstein and crossbred Holstein x Jersey x Illawarra cows were evaluated
during the months of March, April, May and the first week of June, harvested at 8:00 am in
the dairy cattle breeding sector in Fazenda Escola Capédo da Onga. The samples that were
considered LINA, presented the following behavior, coagulation the alcohol test in the
concentration of 72% and reddish brown coloration. Analyzes of titratable acidity, pH,
Alizarol at 72%, composition and CCS were performed. The milk instability did not cause
changes in the parameters evaluated for milk composition (fat, lactose, protein, N-ureic), nor
did it alter the natural milk acidity and did not influence the values of CCS and pH. In relation
to the temperature of the samples, it was observed that as the temperature of the milk
increased (12 ° C), the coagulation increased its intensity, because the temperature influenced
[-casein altering its migration. It was observed that at temperature of 12° C the positive cases
for LINA increased because the alterations in the milk duet the heat action. Changes in the
micelles sizewere observed.

Key words: Acidity, alcohol-proof, coagulation, fat, instability.
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1. Introducgéo

Diante do consumo de leite e derivados, os consumidores estdo cada vez mais
exigentes quanto a qualidade e procedéncia dos alimentos. Sendo assim, € crescente a
preocupacédo das inddstrias de laticinios com a qualidade da matéria-prima recebida, uma vez
que esta ird influenciar diretamente sobre as caracteristicas do produto final. Uma das causas
de alteracBes na qualidade do leite é a perda de estabilidade, que o torna improprio ao
processo de pasteurizacdo, realizado na industria. A estabilidade do leite refere-se a
capacidade do mesmo em suportar o tratamento térmico, sem apresentar coagulacdo
(BRASIL; NICOLAU e SILVA et al., 2015b).

Durante anos, a principal causa da perda da estabilidade do leite ocorria devido a acéo
de bactérias no leite causando acidez, quando o mesmo era armazenado sob temperaturas
elevadas. No entanto, no inicio do século XXI, com a melhoria da qualidade do leite devido as
boas praticas de manejo na propriedade, transporte adequado e 0 armazenamento em tanques
de resfriamento, atendendo as exigéncias da legislacdo, problemas relacionados a
instabilidade do leite passaram a ser indagados (ZANELA et al., 2017). Com estes avangos, 0
mercado de lacteos tornou-se mais atrativo, exigente e competitivo. Sendo assim, houve
alteracbes nas legislaces e a criacdo de Instrucbes Normativas pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) como, por exemplo, a criacdo da Instrucéo
Normativa (IN) 51, que posteriormente foi substituida pela IN n°%2, a qual foi substituida
recentemente pelas IN n°76 e 77.

Dentre as exigéncias das IN n°76 e 77 estd a realizacdo do teste do alizarol no
momento da coleta do leite, com o intuito de avaliar a estabilidade do leite na propriedade,
antes do seu carregamento. De acordo com a legislacdo, o leite deve ser estavel em alcool a
72%. Leite que coagula neste teste (resultado positivo para o teste do alizarol) resulta na
condenacdo do produto pela indUstria (ZANELA et al. 2017).

Apesar dos avancos quanto a melhoria na qualidade do leite, problemas com a
instabilidade continuaram ocorrendo, porém, na maioria das vezes, sem a presenca de acidez.
Neste caso, o leite é denominado Leite Instavel Ndo Acido (LINA). O LINA é definido como
um conjunto de alteracdes fisico-quimicas no leite, sendo observada principalmente a perda
da estabilidade da caseina ao teste do alcool (MARQUES et al., 2007). Quando apresenta
coagulacgdo e acidez entre 14 e 18 °Dornic, considera-se a ocorréncia de LINA. Apesar de ndo

apresentar acidez, este leite apresenta-se instavel quando submetido ao processamento pela
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indUstria. A estabilidade do leite é definida pelas micelas de caseinas, durante o tratamento
térmico ou no teste do alizarol, devido a desnaturacdo das proteinas. Essas micelas sdo
compostas por subunidades proteicas (a, B e k-caseina) ligadas a ions. Por esse motivo as
industrias de captacdo do leite, realizam o teste do alizarol em concentracdo do alcool mais
elevado (76%, 78% e/ou 80%) e a acidez titulavel mais rigida, entre 14 a 16 °Dornic.

Dentre os fatores que mais afetam a estabilidade do leite, com excec¢do do pH, sdo as
subunidades da caseina e a concentracdo do calcio ibnico. As maiores propor¢des de caseina
sao as fragdes a e P, sendo estas hidrofobicas e sensiveis a presenca do célcio, o que pode
contribuir para a formacdo de grumos, caso a concentragdo de Ca idnico no leite aumente.
Para que estas fracOes suportem a presencga do célcio, a fragcdo k-caseina é muito importante,
pois a mesma é hidrofilica e estavel na presenca de calcio. Portanto, a estabilidade do leite
depende da presenca da k-caseina, pois esta “protege” a regido da micela da agua e do célcio
soltvel. Cerca de 10% do célcio total do leite é ibnico e este atua como adjuvante, ou seja,
realiza ligagBes entre as micelas de caseinas (MAGALHAES e SANTOS., 2013)

O equilibrio do célcio € muito importante para a estabilidade do leite, pois com o seu
aumento, a quantidade de célcio ligado reduz as cargas negativas das micelas, o que contribui
com a reducdo da coagulacdo, pois aumenta a repulsdo entre elas (MAGALHAES e
SANTOS., 2013). A instabilidade do leite reflete em consequéncias negativas para a industria,
pois este leite pode apresentar caracteristicas indesejaveis, como a reducdo de rendimento na
fabricacdo de queijos, maior perda de solidos da massa do queijo, aumento da taxa de
viscosidade e sedimentacao do leite e derivados, precipitacdo dentro do equipamento durante
0 processo térmico, entre outros (FISCHER et al., 2012). Além disso, a instabilidade reduz o
tempo de validade do leite UHT (ultra high temperature), maior fragilidade do coagulo, maior
possibilidade de precipitacdo para o leite UHT, aumento no tempo de coagulacédo por culturas
e enzimas e precipitacdo do leite durante a pasteurizacdo (SANTOS, 2001).

As causas da instabilidade térmica do leite sdo diversas, como distdrbios metabolicos,
nutricionais e fisioldgicos dos animais, desequilibrios energéticos e proteicos, problemas com
suplementacdo mineral, estacdo do ano, estadio de lactacdo, subnutri¢do, acidose ruminal e
metabdlica, raca, escassez de alimentos, estresse calorico e periodo de cio (ZANELA et al.,
2009). Outros fatores que também podem afetar a instabilidade do leite sdo: o desbalanco na

relacdo Ca:P, acdo dos micro-organismos sobre a caseina, animais com mastite, presenca de
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colostro e de agentes desinfetantes nos equipamentos de ordenha ou no tanque de refrigeracdo
(SANTOS, 2001).

A composicdo quimica do LINA ndo afeta seu uso como alimento, apresentando
apenas limitagdes em relacdo ao tratamento térmico utilizado durante o processamento
industrial. De acordo com Magalhdes e santos. (2013), o leite instavel na prova do alcool a
72% ou em concentracBes superiores (74%, 78%, 80% de alcool) pode ser utilizado em
tratamentos térmicos mais brandos, desta forma, o descarte podera ser evitado.

Preocupada com a qualidade de leite recebido, a industria realiza rotineiramente o teste
do &lcool/Alizarol, que consiste na adicdo de partes iguais de alizarol e leite, este teste é
realizado na propriedade antes do seu carregamento, pois é rapido, facil e de baixo custo,
porém, subjetivo, observando-se se houve precipitacdo do leite. Na presenca de grumos, o
leite ndo é coletado e o produtor penalizado, com descontos. Inicialmente, este teste foi
desenvolvido para detectar a instabilidade do leite devido a acidez, uma vez que a principal
causa da instabilidade estava relacionada com falhas no resfriamento do leite. Porém, mesmo
com grande parte dos produtores utilizando tanques de resfriamento nas propriedades nos dias
atuais, os casos de instabilidade do leite continuaram a existir.

A prova do alcool pode ndo detectar com precisdo a ocorréncia de instabilidade do
leite devido a questdes metodoldgicas e, com isso, prejudica o produtor e a indUstria. Entre as
fontes de variacdo da prova do alizarol estdo o tempo de homogeinizagdo da amostra de leite,
a temperatura da amostra, o tempo de refrigeracdo, a concentracdo do alcool e o seu pH.
Segundo Nornberg; Tondo e Bradelli. (2009) é de suma importancia a refrigeracdo do leite
cru, pois este procedimento reduz os custos operacionais de producao e principalmente evita
a proliferacdo das bactérias mesofilas, que fermentam a lactose e produzem o &cido latico.
Entretanto, o armazenamento por longos periodos podem resultar em queda da qualidade dos
produtos lacteos. De acordo com a IN 76 o leite deve estar a 4°C, até 3 horas ap0s a ordenha.
Zanela; Ribeiro e Fischer. (2015) relataram que, no que diz respeito ao LINA, pouco se sabe
sobre a influéncia da temperatura sobre acdo do alcool e o resultado desta prova como forma
de detectar a instabilidade do leite. Desta forma, objetivou-se avaliar a influéncia da
temperatura do leite (5° e 12° C) na prova do alizarol para a detec¢do do LINA e a sua relagédo

com a composicdo e a contagem de células somaticas (CCS) do leite.
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2. Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Setor de Bovinocultura de leite da Fazenda Escola
Capdo da Onca, pertencente a Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), nos meses de
marco, abril, maio e primeira semana de junho em 2017. Foram avaliadas amostras de leite de
20 vacas da raca Holandesa e mesticas Holandés x Jersey x Illawarra. A amostragem do leite
foi realizada semanalmente, exceto nos meses de maio e abril, totalizando 189 amostras. O
DEL (dias em leite) apresentou valor médio de 169 dias, ou seja, 0s animais estavam com 0
DEL estéavel, pois sabe-se que o DEL de um rebanho tem de se apresentar < 180 dias. O
numero de lactagdes dos animais variou para 12, 22, 32 42 e 52 |actacdo, cujos valores foram de
33,33% 5%, 29% ,19% e 9%, respectivamente.

Durante o experimento, as vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as 8:00 horas e
as 15:00 horas, sendo as amostras de leite colhidas na ordenha da manha e armazenadas em
frascos de 100 mL, identificados e acondicionados em uma caixa térmica com gelo, para
posterior analise.

As vacas eram mantidas em sistema semi-intensivo, recebendo alimentacdo duas vezes
ao dia: ap6s a ordenha da manhd e da tarde. Apds a ordenha da tarde, as vacas eram
encaminhadas para piquetes onde permaneciam até a manha do dia seguinte. Os animais
recebiam silagem de milho e concentrado (55% milho, 26% farelo de soja, 15,5% farelo de
trigo, 3% de suplemento mineral e vitaminico e 0,5% de bicarbonato de s6dio) duas vezes ao
dia, em comedouros coletivos, sendo a dgua ofertada a vontade.

Apos a ordenha, as amostras de leite foram encaminhadas ao laborat6rio do Centro
Mesorregional de Exceléncia em Tecnologia do Leite (CMETL) para analises, sendo
mantidas sob refrigeracdo. Foram avaliadas duas temperaturas de refrigeracdo, 5°C e 12°C,
monitoradas por meio de um termdmetro de mercario. A temperatura de 5°C simulou a
temperatura do tanque de resfriamento na propriedade (1°C acima) e a temperatura de 12°C
foi avaliada visando simular problemas que ocasionalmente ocorrem com o resfriamento do
leite, causando aumento da temperatura.

Para atestar a qualidade do leite realizou-se a prova do alizarol, que consiste na
avaliagdo da instabilidade do leite, utilizando-se a metodologia descrita por Tronco (2010).

As amostras de leite foram previamente homogeneizadas e entdo pipetados dois mL de leite
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em tubos de ensaio e 2 mL de solugdo de alizarol, com o &lcool na concentracdo de 72%. Em
seguida, os tubos foram agitados manualmente e avaliada a presenga de grumos e a coloragao
da solucdo. Quanto aos grumos, as amostras foram classificadas em trés niveis: 0 (sem
formacéo de grumos), 1 (poucos grumos), 2 (quantidade intermediaria) e 3 (muitos grumos).

Para a coloracgdo, a classificacdo seguiu o seguinte critério: coloracao violeta (amostra
alcalina); coloracéo pardo avermelhada (amostra com pH dentro do padréo de normalidade) e
coloracdo pardo amarelada (amostra com pH acido), segundo Tronco (2010). A identificacdo
dos casos de LINA foi realizada da seguinte forma: amostras de leite com grumos na
intensidade 1, 2 ou 3 e acidez entre 14 a 18° D, foram caracterizadas como leite instavel ndo
acido.

O pH de cada amostra foi avaliado por meio de um potenciémetro digital, em
triplicata. A acidez foi determinada por titulometria, utilizando-se a solucdo Dornic. Nesta
andlise usou-se uma bureta de 25 mL, com a solucéo de hidréxido de sédio (NaOH, solucéo
Dornic). Foram pipetados 10 mL de leite homogeneizado em um erlenmeyer de 25 mL. Em
seguida adicionou-se 3 a 4 gotas de fenoftaleina 1%, aos poucos foi adicionado NaOH com o
auxilio da bureta. No ponto de viragem (coloracdo rosada) foi registrado o valor da titulacéo.
Esta analise foi realizada em duplicata. Para o célculo da acidez, utilizou-se a seguinte

férmula;

Acidez = volume da solucdo de NaOH x fator de correcédo da solucgédo x 10.

A composicdo do leite (teores de proteina, gordura, lactose e solidos totais) foi
determinada por meio do analisador portéatil de leite (marca ASKO). A analise de uréia no
leite foi determinada por espectrofotdmetro de infravermelho (B 2300 Combi, Bentley) e a
contagem de células somaticas (CCS) por Citometra de Fluxo (Somacount 500), realizadas no
laboratério da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
(APCBRH).

Para as temperaturas de 5 e 12° C foi utilizada a analise estatistica por meio de teste
ndo paramétrico Binomial, com distribuicdo de Bernoulli. Considerando que Yi, i= 1, 2..., em
que 1 representa uma das variaveis mensuradas, Yi ~ Bernoulli (ni), e m a probabilidade de
acontecimento (ocorréncia ou ndo de LINA, em relacdo a composicdo e temperatura de

armazenamento do leite), a fungéo de probabilidade de Yi foi calculada por:
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P(Yi=yi) =myii(l-mi)l -yi,yi=0,1

Os dados relativos a frequéncia (coloracdo e coagulacdo das amostras de leite pela
prova do alizarol e ocorréncia ou ndo de LINA), foram analisados por meio de regresséo
logistica multivariada utilizando-se o procedimento GLIMMIX do pacote estatistico SAS
(Versao 9.3 do sistema SAS para Windowns, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA- 2014). Por
meio da analise de variancia (ANOVA) foi avaliado o efeito da temperatura e sua interacdo
com a coloragédo (pardo amarelado, pardo avermelhado e violeta), formacéo de grumos (0, 1,
2 e 3) no leite, composigéo do leite e ocorréncia ou ndo de LINA, utilizando o teste de F, ao

nivel de significancia de 5 %.

3. Resultados e Discusséo
Na Tabela 1 encontram-se os valores médios dos componentes do leite e CCS em

funcdo da ocorréncia ou ndo de LINA.

Tabela 01 — Valores médios dos teores de gordura, proteina, lactose, uréia, Contagem de Células Somaéticas
(CCS), nitrogénio uréico (N-uréico), pH e acidez titulavel do leite em funcdo da ocorréncia (positivo) ou ndo
(negativo) de LINA (Leite Instavel N&o Acido) por meio da prova do alizarol

Parémetro Negativo para LINA Positivo para LINA P

Gordura (%) 3,57 3,68 0,478
Proteina (%) 3,23 3,19 0,415
Lactose (%) 4,59 4,58 0,820
CCS (cels/mL x 1.000) 695 335 0,519
N-uréico (g/dL) 10,08 9,19 0,125
pH 6,86 6,86 0,923
Acidez titulavel (° Dornic) 17,4 16,57 0,081

Valores de P <0,05 entre as médias na mesma linha, diferem pelo teste de F. LINA= amostras de leite com
grumos na intensidade 1, 2 ou 3 e acidez entre 14 a 18° D.

O teor de gordura ndo causou alteracGes (P>0,05) na estabilidade do leite. Zanela et
al. (2009) relataram que a porcentagem de gordura ndo varia em funcdo da ocorréncia ou ndo
de LINA. Por outro lado, Marx et al. (2011) observaram maior teor de gordura do leite com a
ocorréncia de LINA. N&o existe um consenso entre os autores para a alteracdo ou ndo do
percentual de gordura no leite instavel. A variacdo do teor de gordura no leite esta relacionada
com estadio da lactacdo, idade, raca, época do ano e nutricdo do rebanho (MARX et al.,
2011), sendo este 0 componente de maior variacdo na composicéao do leite.

Da mesma forma, o teor de proteina ndo apresentou alterac6es (P>0,05) na ocorréncia

ou ndo de LINA, sendo este resultado semelhante ao encontrado por Marx et al. (2011).
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Segundo os autores, o LINA ndo exerce influéncia quantitativa nos teores de proteina. As
caseinas sdo as principais proteinas do leite, correspondendo a cerca de 80%. As de maior
importancia econémica sdo: p-caseina, k-Caseina, 0gs;- € dg-Caseina, responsaveis pela
estabilidade térmica do leite. A proporcdo das caseinas é que garantem a industria realizar
tratamentos ou processamentos sob elevadas temperaturas. Os outros 20% representam as
proteinas do soro (Albumina do soro, a— lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulinas e
proteoseppetonas). Essa proporcdo entre as micelas de caseinas e proteinas do soro pode
variar em funcdo da raca, da alimentacdo, época do ano, estddio de lactacdo e estresse
(BRASIL et al.,, 2015a) e estdo relacionadas com a estabilidade térmica do leite. A
estabilizagdo das micelas ¢ comprometida por causa da hidrolise enzimatica da k-caseina,
interferindo diretamente na repulsdo intermicelar, resultando na coagulacdo do leite (Food
Ingredients Brasil, 2016).

A lactose é o componente do leite de menor variacdo. Nao foi observado diferencas
(p>0,05) para os valores de lactose referente a ocorréncia ou ndao de LINA. Porém, Lopez
(2008) avaliando a composicéo e caracteristicas fisico-quimicas do leite instavel ndo acido
(LINA) na regido de Casa Branca, Estado de Sdo Paulo, observou que os teores de lactose
foram inferiores nas amostras positivas para LINA. Por outro lado, de acordo com Fagnani et
al. (2016), os teores de lactose normalmente sdo menores no LINA quando comparados ao
leite normal. Isto se deve, segundo eles, a atuacdo da lactose no equilibrio osmoético, na
passagem de componentes do sangue para o leite. Com a reducdo deste componente ha
interferéncia no equilibrio osmético, aumentando a concentracdo de minerais no leite e, com
isso a forca ionica. Estas alteragdes causam reducdo do pH, aumentando a dissolucdo do
calcio ibnico, e desestabilizando as micelas de caseina, causando a instabilidade.

N&o houve diferenca (p>0,05) nos teores de CCS em funcdo da instabilidade do leite.
Porém, os casos negativos para LINA apresentaram valores numericamente maiores de CCS.
De acordo com Zanela et al. (2009) ndo ha relacdo de positividade entre a ocorréncia de LINA
e a CCS. Para Machado (2010), a CCS pode influenciar na instabilidade do leite devido ao
aumento da permeabilidade da glandula mamaria, permitindo a passagem de componentes do
sangue para o leite, como por exemplo, do célcio, fésforo e cloro, que podem interferir na
estabilidade.

Zanela e Ribeiro. (2018) relataram que ndo ha um consenso entre 0s autores em

relacdo a influéncia do LINA e a CCS pois, segundo os autores, alguns trabalhos avaliaram
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amostras individuais dos animais e outros em conjunto, o0 que de certa forma pode interferir
nos resultados.

Outros fatores podem influenciar a estabilidade do leite, ao avaliar o efeito da
degradabilidade da proteina bruta na dieta e o processamento do milho no desempenho da
lactacdo, composicdo da proteina do leite e estabilidade, Martins et al. (2019) observaram que
0 aumento da degradabilidade da proteina bruta diminui a estabilidade do leite ao teste do
alcool, a acidificacdo do sangue também pode interferir na estabilidade do leite, pois, para
manter o equilibrio acido-base, ocorre um aumento na concentracao de calcio iénico.

Os teores de N-uréico no leite variam de 10 a 14 mg/dL. Teores abaixo deste valor
indicam falhas na nutricdo dos animais, especialmente quanto aos teores de proteina. O N-
uréico no leite € um indicativo de aumento de amdnia ruminal, em relacdo a energia digestivel
para o crescimento microbiano (PERES, 2002). Nao houve diferenca nos teores de N-uréico
nas amostras positivas e negativas para LINA.

O desequilibrio no ecossistema ruminal pode influenciar na concentragdo dos produtos
da fermentacédo e, consequentemente, no pH sanguineo, alterando o metabolismo das células
epiteliais mamarias. Este desequilibrio contribui com alteracbes na composicdo do leite
relacionadas a instabilidade, principalmente a capacidade de resistir a desidratagéo no teste do
alcool (MARQUES et al., 2010). O pH do leite varia entre 6,6 a 6,8 e um dos fatores que
pode alterar este parametro é a incidéncia de mastite no rebanho, que contribui com a
elevacdo do mesmo. No entanto, o pH das amostras de leite foi semelhante (P>0,05) entre os
casos positivos e negativos para LINA (BRASIL; NICOLAU e SILVA et al., 2015b).

Segundo Brasil; Nicolau e Silva. (2015b) o leite apresenta acidez titulavel normal
entre 14-18°Dornic ou 0,14 a 0,18 g/acido latico/100mL. Neste trabalho, ndo houve diferenca
(P>0,05) entre os valores de acidez referente aos casos positivos e negativos para LINA.
Segundo Tronco (2010) a acidez pode ser influenciada pelo estagio de lacta¢do, mastite, acéo
enzimatica, composi¢do do leite, como exemplo, teores de caseinas, citratos, aloumina entre
outros.

Problemas relacionados com a ma higienizacao dos equipamentos de ordenha podem
proporcionar a proliferacdo de micro-organismos indesejaveis no leite, contribuindo para a
elevagédo da acidez e contaminagéo, influenciando nos teores de CBT (Contagem Bacteriana
Total), acidez titulavel e na prova do alizarol. Este efeito é devido a acdo das bacterias

sacaroliticas que degradam a lactose e produzem &cido latico, o qual altera a estabilidade da
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proteina (JUNIOR et al., 2013). O leite acido é instavel ao processamento pela industria, além
de apresentar alteracdes no sabor.

Na Tabela 2, encontram-se os resultados dos valores médios do pH e da acidez

titulavel das amostras de leite em funcdo da temperatura de armazenamento.

Tabela 02 — Valores médios do pH e da acidez titulavel de amostras do leite em funcdo da temperatura de
armazenamento

Temperatura
Parametro 5°C 12°C
Ph 6,8b 6,9a
Acidez titulavel (‘Dornic) 17,29a 17,23a

Médias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem (<0,05) pelo teste F.

Para o pH do leite foi observado elevacdo (P<0,05) com o aumento da temperatura
de armazenamento. Este resultado diverge das informacdes encontradas na literatura, pois a
medida que a temperatura aumenta, o pH tende a diminuir, decorrente da acdo microbiana e
producdo de acido latico.

De acordo com Brasil et al. (2015a), o pH é um indicador da estabilidade do leite, uma
vez que valores inferiores a 6,2 comprometem a estabilidade do mesmo. Sob estas condi¢des,
a estabilidade do leite é minima, pois a quantidade de célcio i6nico se eleva, favorecendo a
ocorréncia de precipitacdo. A acidificacdo compromete a hidratacdo das proteinas e reduz as
cargas do meio. Em pH 5,2 ou 5,3 as liga¢cdes que mantém as micelas de caseinas unidas sdo
mais fracas ou ausentes (COSTA et al., 2014). De acordo com os autores, a coagulacdo das
micelas de caseina depende do perfil do pH, dos elementos i6nicos, como metais bivalentes,
especialmente ions de célcio, que interferem na estabilidade.

Nado foi observada diferenca na acidez (P>0,05) em relacdo as temperaturas de
armazenamento. De acordo com Fischer et al., (2012) o leite possui acidez natural que varia
de 14 a 18° Dornic. A acidez natural é causada pela presenca de citratos, fosfatos, albumina,
dioxido de carbono e caseina. A acidez adquirida é resultado da soma da acidez natural com
0s acidos resultantes da fermentacdo da lactose (acido latico, acético, férmico, butirico). A
acidez se eleva quando o leite é adquirido sob més condic¢Bes de higiene e armazenamento

incorreto em temperaturas elevadas (ROSA et al., 2017).

19



Na Tabela 3 encontram-se as frequéncias relativas (%) da coagulacdo das amostras de
leite em funcdo da temperatura. N&o houve diferenca (P>0,05) nos parametros avaliados,
porém, observou-se aumento numeérico na instabilidade do leite com o aumento da
temperatura 5 para 12°C. Conforme mencionado anteriormente, a coagulacdo do leite na
prova do alizarol pode estar relacionada com o aumento da temperatura, devido a presenca de
bactérias que irdo degradar a lactose e produzir &cido latico, havendo redugdo no pH e,

consequentemente, aumento na instabilidade do leite.

Tabela 03 — Frequéncia relativa (%) da coagulacdo de amostras de leite submetidas ao teste do Alizarol, em
funcéo da temperatura do leite

Temperatura do leite

Coagulacéo 50C 12°C
0 70,8 61,5
+ 25,0 30,8
++ 4,2 51
+++ 0,0 2,6

P =0,4144

Valores de P <0,05 entre as médias na mesma linha e coluna diferem pelo teste F. 0 = sem coagulagdo. + =
pouca coagulagdo. ++ = coagulagdo intermediaria. +++ = muita coagulagdo.

De acordo com as Instrugdes Normativas n° 76 e 77, de 26 de novembro de 2018, a
temperatura maxima de armazenamento na propriedade é de 4°C, sendo que esta deve ser
alcancada até trés horas ap6s a ordenha. Durante o transporte do leite, € permitido pela
legislacdo, um acréscimo de 3°C, ou seja, na indUstria de processamento a matéria prima
podera ser recebida com até 7°C. Segundo Arcuri et al. (2006) no leite cru refrigerado existem
micro-organismos capazes de se desenvolver a 7°C ou menos, como é o caso das bactérias
psicotroficas. As bactérias termoddricas sobrevivem ao tratamento térmico da pasteurizacao e
as laticas sdo responsaveis pela acidificacdo do leite. Por esse motivo a temperatura e o tempo
de armazenamento do leite sdo de suma importancia para garantir a qualidade microbioldgica
do leite.

O comportamento de coagulacdo verificado neste trabalho é contrério ao encontrado

por Costa et al. (2014). Segundo os autores, a medida que a temperatura de resfriamento do
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leite diminui, hd mudancas do equilibrio do calcio coloidal, presente nas micelas de caseinas,
e no calcio soltvel, como consequéncia da desagregacao de fosfato de célcio coloidal. Devido
a esse fator, ocorre reducao de cargas elétricas nas micelas e as ligacGes de calcio contribuem
com a diminuicdo da estabilizacdo. Portanto, 0s autores encontraram maior estabilidade das
amostras de leite em temperaturas mais altas. No presente trabalho, o aumento de temperatura
do leite proporcionou maior percentual de casos de leite instvel, com niveis de coagulagéo +,
++ e +++. Neste caso, a principal justificativa para o aumento da coagulacdo seria a
ocorréncia de acidez, porem, este parametro ndo sofreu diferenca em funcdo da temperatura
(Tabela 2).

De acordo com Costa et al. (2014) a temperatura do leite interfere na estrutura da p-
caseina, contribuindo com a diferenca de migracdo deste componente da forma micelar
agregada para a forma molecular, dispersa na fase soluvel do leite. E possivel que este
comportamento colabore com a maior instabilidade do leite. Com a diminuicdo da
temperatura (4°C), ocorre & migragdo, as micelas diminuem o tamanho liberando &gua e
calcio para a fase aquosa. Isso pode alterar as cargas das micelas, o que ocasiona maior juncao
entre elas, refletindo diretamente na estabilidade do leite, apresentando coagulacdo frente a
prova do alcool.

Na Tabela 04 encontra—se a frequéncia relativa da coloragdo das amostras submetidas
ao teste do Alizarol, em fungéo da temperatura do leite. Nao foi observada diferenca (P>0,05)
na coloracdo das amostras pelo teste do alizarol em funcdo da temperatura do leite. Todavia,
em termos numeéricos, foram observados comportamentos distintos para as respectivas

coloragdes.

Tabela 04 — Frequéncia relativa (%) da coloragdo de amostras de leite submetidas ao teste do Alizarol, em
funcdo da temperatura do leite

Temperatura
Coloragéo 50C 12°C
Pardo Amarelado 29,2 26,9
Pardo Avermelhado 52,8 30,8
Violeta 18,1 42,3

P=10,5324

Valores de P <0,05 entre as médias na mesma linha e coluna diferem pelo teste F. Pardo Amarelado: amostra
com pH 4cido; Pardo Avermelhado: amostra com pH dentro do padrdo de normalidade (6,6 a 6,8); Violeta:
amostra com pH alcalino.

Com o aumento da temperatura, verificou-se que a ocorréncia de coloracdo violeta
aumentou 42,3%, ou seja, houve aumento do nimero de amostras de leite alcalino (pH acima
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de 6,8), embora este resultado ndo tenha sido significativo. No presente estudo a temperatura
do leite pode ter influenciado o indicador do alizarol, alterando sua cor no momento da
realizacdo do teste. Por isso a confirmacdo da acidez é realizada na industria, por meio da
acidez titulavel. A coloracdo da amostra obtida pela prova do alizarol € uma medida subjetiva
de se estimar o pH. Costa et al. (2014) relataram que a temperatura da amostra do leite
interfere no resultado do teste do alizarol.

O tempo de armazenamento no tanque pode interferir na qualidade do leite. Durante o
armazenamento do leite na propriedade, ha adicdo de um novo volume de leite a cada
ordenha, podendo haver oscilagbes de temperatura, que contribuem com a proliferagéo de
micro-organismos indesejaveis, comprometendo a composicgdo fisica e quimica do leite. Desta
forma, esperava-se aumento da coloracdo amarelada (pH acido) do leite com o aumento da
temperatura, porém, este resultado néo foi observado.

Na Tabela 05 encontram-se os resultados da frequéncia dos casos de LINA (%) em

funcdo da temperatura de armazenamento.

Tabela 05 — Frequéncia relativa (%) da ocorréncia de LINA (Leite Instavel N&o Acido) por meio da prova do
alizarol em funcdo da temperatura de armazenamento do leite

Temperatura
Parametro 5°C 12°C
Negativo para LINA 83,3 75,6
Positivo para LINA 16,7 24,4

P=0,2493

Valores de P <0,05 entre as médias na mesma linha e coluna diferem pelo teste Qui-quadrado. LINA = amostras
de leite com grumos na intensidade 1, 2 ou 3 e acidez entre 14 a 18° D.

N&o houve diferenca (P>0,05) nos casos de ocorréncia ou ndo de LINA em funcdo da
temperatura. No entanto, numericamente, nota-se que na temperatura de 5°C, 0s casos de
LINA foram menores (16,7%) em relacdo aos da temperatura de 12°C, cujos casos positivos
aumentam para 24,4%. Estes resultados foram contrarios aos encontrados por Costa et al.
(2014). Segundo os autores, & medida que a temperatura do leite aumentou, a estabilidade ao
teste do alcool foi maior. De acordo com o referido estudo, na temperatura de 4°C, a
concentracdo do alcool necessaria para que houvesse coagulacdo foi de 82,59%, ja para as
temperaturas de 10°C, 15°C e 20°C, as concentracGes de alcool que apresentaram coagulagéo
foram 83,67%, 85,67%, e 87,44%, respectivamente. Sendo assim, a medida que a temperatura

das amostras aumentou, a estabilidade ao teste do alcool foi maior.
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Isso é explicado por meio da reacdo de coagulacdo induzida pelo etanol, pois é um
processo de precipitacdo isoelétrica e € dependente da quantidade de cargas presentes nas
camadas das proteinas que compdem as micelas da caseina. Os ions de calcio presentes nas
nanoparticulas de fosfato de calcio coloidal séo responsaveis pela estabilizacdo das proteinas,
porém, com a diminuicdo da temperatura do leite h& solubilizacdo dos ions presentes,
contribuindo para a maior instabilidade do leite.

Segundo Machado (2010) a acédo do calor, causa modificacGes na composicéo fisica
do leite, sendo observado o deslocamento do céalcio soluvel para a forma coloidal,
influenciando o tamanho da micela de caseina, esse fator reduz a forca de repulsao, formando
o complexo B-lactoglobulina/ k- caseina, alterando a superficie micelar e reduzindo o pH por
formacédo de acidos organicos a partir da decomposicao da lactose. Ao avaliar 130 amostras
de leite refrigeradas em temperaturas de 4° e 20°C, utilizando alcool nas concentracfes de 68
e 80%, Machado (2010) observou que as temperaturas das amostras ndo influenciaram a
prova do alizarol, esse resultado foi semelhante ao encontrado nesse estudo e contrario ao
resultado encontrado por Costa et al (2014).

Os estudos sobre a influéncia da temperatura do leite em relacdo a acdo do alcool
sobre as caseinas e a ocorréncia de coagulacdo ainda sdo controversos, pois na literatura ha
divergéncia entre os autores. Sabe-se que é recomendavel realizar o teste do alcool com o leite
refrigerado, pois o leite recém ordenhado possui CO, natural, 0 que de pode aumentar o
namero de falsos positivos (ZANELA e RIBEIRO., 2018).

4. Concluséo

A ocorréncia de casos de LINA no rebanho de vacas mesticas e da raca Holandesa ndo esta
relacionada com as variac@es nos teores de gordura, proteina, lactose, N-uréico, CCS, acidez e
pH. Leite armazenado sob temperatura de 5 e 12° C néo sofre alteragdes no teste do Alizarol,
na concentracdo do alcool de 72%. A temperatura da amostra de leite é de suma importancia
para garantir a qualidade da matéria prima, uma vez que temperaturas mais elevadas podem
torna-lo instavel em funcdo do pH. No entanto, outros fatores devem ser considerados, pois
podem interferir na determinacdo da instabilidade, como tempo de armazenamento, pH da
solucéo alcoolica e concentracao do alcool.
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