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FAGNANI, Rafael. Leite instavel ndo acido (LINA): caracteristicas fisico-quimicas,
e cristalografia do leite e equilibrio acido-base em vacas leiteiras. 2013. 79f. Tese de
Doutorado apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncia Animal —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O estudo caracterizou os componentes do leite bovino instavel ndo acido (LINA) e do
leite bovino normal, determinando sua a ocorréncia durante as estagdes do ano, na
micro-regido de Ivaipord e Sapopema. O trabalho também procurou padrbes
cristalograficos que diferenciem o LINA do leite normal. O trabalho associou a
ocorréncia de disturbios metabdlicos acido-base nos animais com a estabilidade
alcodlica do leite produzido por eles, procurando também diferencas entre a
composi¢cdo mineral dos dois tipos de leite. Foram coletadas 353 amostras de leite
cru e analisadas para pH, porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos totais
(ST), solidos ndo gordurosos (SNG), células somaticas (CCS), contagem bacteriana
total (CBT), prova da fervura, prova do alcool 72° (v/v) e titulagdo Dornic. Para
difratometria de raios X, 17 amostras de leite foram liofilizadas e analisadas pelo
difrator de raios X Panalytical X'Pert PRO MPD. Na ultima etapa do trabalho, a
estabilidade do leite de 96 vacas foi associada a disturbios metabdlicos acido-base.
Para isso, 0 sangue de cada animal foi analisado em hemogasdémetro, relacionando
os disturbios encontrados com os seguintes componentes do leite: porcentagem de
gordura, proteina, lactose, sélidos totais (ST), sélidos nao gordurosos (SNG), células
somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT) teores de Na+, K+, Cl-, Mg, PO,™
e Ca total. Os resultados mostraram que houve variagdo dos componentes segundo
as estagdes do ano, com excegao do pH, gordura e lactose. A distribuicdo de LINA
foi mais elevada no outono e menor no inverno. Também houve diferenga nas
médias de lactose, SNG e CBT entre leite normal e LINA. O intervalo de pH do LINA
e do leite normal foi semelhante, independente da estabilidade térmica na prova da
fervura. A cristalografia originou trés grupos distintos, um deles sem a presenca de
amostras LINA, e outro, com predominancia de amostras LINA, sugerindo padrdes
cristalograficos diferentes. Quanto aos minerais do leite, a média de K+ foi maior no
LINA. A quantidade média de PO, e Ca total foi inferior nos leites instaveis. Em
relagdo aos disturbios metabdlicos, vacas que produziram LINA possuiram maior
proporcdo de disturbios acido-base, principalmente alcalose metabdlica
compensada. No sangue, as médias de bicarbonato e excesso de bases foram
maiores nas vacas que produziram LINA, reforcando maior proporcdo de alcalose
metabdlica nesses animais. Assim, os casos de desequilibrios acido-base podem
estar associados com a instabilidade do leite ao alcool e a composicdo mineral de
leites instaveis pode ser reflexo desses disturbios.

Palavras-chave: Alizarol. Instabilidade. Alcool. Alcalose. Cristalografia.



FAGNANI, Rafael. Unstable non acid milk (UNAM): physico-chemical and
crystallography of milk and acid-base balance of dairy cows. 2013. 79p. Tese de
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ABSTRACT

This study characterized the components of bovine unstable non acid milk (UNAM)
and normal milk, determining its occurrence during the seasons, in the region of
Ivaipord and Sapopema, Parana, Brazil. This study also looked for differences in
crystallographic patterns of UNAM. Finally, this work associated the occurrence of
acid-base disturbances with the alcohol stability of milk, looking also differences in
mineral composition. In Ivaipora and Sapopema, were collected 353 raw milk
samples and analyzed for pH, percentage of fat, protein, lactose, total solids (TS),
solids not fat (SNF), somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC), clot-on-
boiling test, alcohol 72°(v/v) test and Dornic acidity. For X-ray diffraction, 17 milk
samples were freeze-dried and analyzed by X-ray diffraction PANalytical X'Pert PRO
MPD. In the final stage of the work, milk components of 96 cows were associated
with acid-base disturbances. For this pourpose, venous blood from each animal was
analyzed in hemogasometer and associated with milk to percentage of fat, protein,
lactose, total solids (TS), solids not fat (SNF), somatic cell count (SCC), total
bacterial count (TBC) and levels of Na +, K +, Cl-, Mg, Ca and PO4>. The results
showed that there was variation of the components analyzed according to the
seasons, with exception of pH, fat and lactose. The occurrence of LINA was highest
in the fall and lowest in the winter. There was diference in lactose, SNF and TBC
averages for normal milk and UNAM. The pH range of normal milk and UNAM was
similar, regardless of its stability in clot-on-boiling test. About milk minerals, K+
means was higher in LINA. The average amount of Ca and PO42 was lower in
unstable milk. Regarding metabolic disorders, cows that produced LINA contained
higher proportion of acid-base disorders, especially metabolic alkalosis
compensated. In blood, bicarbonate and base excess means were higher in cows
that produced LINA, reinforcing higher proportion of metabolic alkalosis in these
animals. Thus, acid-base imbalances may be associated with alcohol satability and
milk mineral composition can be reflection of these disorders.

Key words: Alizarol. Instability. Alcohol. Alkalosis. Crystallography.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

Antes de ser beneficiado em uma industria de laticinios, o leite deve
ter sua estabilidade avaliada pela prova do alcool ou alizarol. Esse primeiro teste &
realizado no momento da coleta e transporte ao laticinio. O alizarol também deve ser
feito todas as vezes em que houver mistura de leite de locais diferentes, seja de
propriedades, resfriadores comunitarios ou caminhdes isotérmicos (BRASIL, 2011).

Essa prova, baseada na mistura do leite com solugao alcodlica,
prediz sobre a resisténcia térmica, revelando se o produto possui condicbes de
suportar o aquecimento ao qual sera submetido. A solucdo alcodlica cria uma
condicdo de estresse a caseina, simulando o efeito do aquecimento provocado pela
pasteurizacdo. De acordo com a IN 62, todas as vezes em que houver precipitacéo
do leite na prova do alizarol, a industria deve rejeita-lo, uma vez que o mesmo
podera coagular no pasteurizador trazendo transtornos a industria (BRASIL, 2011).

Varios fatores podem promover a instabilidade da caseina, e o
principal € a acidificacdo adquirida, que ocorre pela producdo de acido latico por
micro-organismos fermentadores da lactose, que séo incorporados ao leite a partir
da ordenha. Se nesse momento houver falhas de higiene, a incorporagéo de micro-
organismos podera ser ainda maior. No entanto, a acidificagdo do leite ndo € o unico
fator relacionado a instabilidade dessa proteina (OLIVEIRA; TIMM, 2006). Outras
variaveis também podem ser apontadas: hidrélise enzimatica da caseina por micro-
organismos psicrotroficos, alta temperatura, baixo pH, excesso de ions calcio, altas
contagens de células somaticas e adicdo de agua com etanol estdo entre os
principais fatores que afetam a estabilidade coloidal das micelas de caseina
(O’CONNELL et al., 2006).

Processos inflamatérios na glandula mamaria aumentam a
contagem de células somaticas (CCS) que possuem enzimas cuja agao proteolitica
sobre a caseina reduz sua estabilidade (SANTOS; FONSECA, 2007).

Micro-organismos psicrotroficos produzem enzimas proteoliticas
termoestaveis durante seu metabolismo no leite refrigerado e essas enzimas atuam
sobre a caseina, resultando na desestabilizacdo das micelas e consequente

coagulagao do leite (SANTANA et al. 2004). O manejo alimentar foi relatado como
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fator que altera a composicao do leite podendo afetar sua estabilidade (OLIVEIRA;
TIMM, 2006; ZANELLA et al. 2006).

Na prova do alcool, o etanol reduz a estabilidade coloidal da micela
de caseina e provoca coagulagdo dessa fragao protéica, consequentemente, quanto
maior a concentracdo de alcool utilizada, menor sera a estabilidade caseina
(O’CONNELL et al. 2001). No Brasil, segundo legislacbes anteriores, a prova do
alcool era realizada utilizando alcool a 68% (v/v) (BRASIL, 1952), atualmente a prova
deve ser realizada utilizando alcool a 72% (v/v) (BRASIL, 2011). Grande parte dos
laticinios ja utiliza alcool a 76, 78 e até a 80%, na tentativa de obter leite com maior
estabilidade micelar térmica, o que pode gerar descarte indevido de leite (MOLINA et
al. 2001).

Conforme a graduacéo alcoodlica utilizada no teste aumenta, a
frequéncia de amostras instaveis aumenta proporcionalmente. Molina et al. (2001)
analizaram 96 amostras de leite, as quais nenhuma era instavel ao alizarol 70%
(v/v). Ao aumentar a graduagédo alcoolica do teste para 80% (v/v), 59 (61,5%)
amostras foram instaveis. Na maior concentracdo alcoodlica, com 85% (v/v), 91
(94,8%) amostras coagularam no teste. Nesse mesmo experimento, nenhuma
amostra estava acima de 17° Dornic.

Tém sido frequentes os relatos de leite instavel ao alizarol sem
acidez adquirida, inclusive em diferentes paises: no Uruguai (BARROS et al., 2000),
na Argentina (NEGRI, 2002), em Cuba (PONCE; HERNANDEZ, 2001) e no Brasil
(ZANELA et al. 2006; MARQUES et al. 2007; OLIVEIRA et al. 2011). Contudo, as
causas da instabilidade do leite sem acidez adquirida ainda nao estao totalmente
esclarecidas. Esse fenbmeno tem sido estudado nas diferentes regides com duas
diferentes situagdes, a SILA (sindrome do leite anormal) e LINA (leite instavel néo
acido) (PONCE; HERNANDEZ, 2001).

O LINA tem como principal caracteristica a perda da estabilidade da
caseina em contato com o alcool etilico, com acidez titulavel entre 14 a 18° D
(ZANELA et al. 2006). A SILA, por sua vez, esta ligada a transtornos metabdlicos no
animal e é caracterizada pela instabilidade a prova do alcool, acidez titulavel inferior
a 13° D, com reducdo nos sdlidos, na estabilidade térmica e na capacidade
tamponante do leite (PONCE; HERNANDEZ, 2001).

Em paises onde a qualidade microbiolégica do leite € melhor, a

realidade € oposta a brasileira. Nos Estados Unidos da Ameérica o teste do alcool
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nao € mais utilizado (FDA, 2011), uma vez que a instabilidade ao alcool sofre
influéncias de outros fatores que ndo os microbiolégicos. Ainda, o teste do alcool
pode ser um indicador nao confiavel da estabilidade do leite para transformagéo em
produtos evaporados ou condensados. Frequentemente sdo encontradas amostras
de leite que mesmo apresentando boa qualidade precipitam na prova do alcool
(MOLINA, 2001).

A ocorréncia de leite sem acidez adquirida, com baixa contagem
bacteriana, instavel na prova do alcool pode levar a rejeicdo de leite com boa
qualidade, trazendo prejuizo ao produtor, que é penalizado e ndo sabe como corrigir
o problema (DONATELE; VIEIRA; FOLLY, 2003).

Para mascarar a fraude de agua no leite, o alcool pode ser
adicionado nessa mistura, fazendo seu ponto de congelamento voltar a normalidade.
Nesse tipo de fraude, a adicao de alcool pode aumentar ainda mais a concentracao
alcodlica do alizarol, aumentando a probabilidade do leite ser instavel nessa prova. A
prova para detectar a adicido de alcool no leite ndo € realizada nos laticinios de
maneira rotineira. A frequéncia com que essa fraude ocorre ndo é conhecida e deve
ser melhor investigada (BRASIL, 2006).

Assim, estudos mais detalhados sao necessarios para avaliar
corretamente a ocorréncia de leite com instabilidade da caseina ndo decorrente de

acidez adquirida, ajudando a dimensionar o problema e seu impacto econémico.

1.2 SAZONALIDADE DO LINA

Variagbes na temperatura, luminosidade e pluviosidade exercem
efeitos diretos e indiretos sobre a composicdo e produgcdo do leite. Essas
observacdes estdo associadas a fatores fisiolégicos da lactacdo e a disponibilidade
e composigao alimentar, influenciando o conteudo de gordura, as proporgdes da
caseina sob o nitrogénio total e diversos outros componentes (BANKS, 2000;
TEIXEIRA et al. 2003; BOTARO, 2009).

Diversos autores também relatam o efeito sazonal na frequéncia de
LINA, porém os periodos de maior ocorréncia variam dependendo da regido do pais
e da produgdo de alimentos (TEIXEIRA et al. 2003; BOTARO, 2007; FISHER et al.
2012).
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Lacroix, Verret e Paquin (1996) concluiram que os efeitos da
sazonalidade sob a composicdo do leite sdo dez vezes maiores que os efeitos
regionais. Assim, esse fator é importante e deve ser incluido quando se analisa a
composi¢cado do leite. Paquin e Lacroix (1994) também concluiram que variagdes
sazonais e regionais nao apresentam um padrdo definido. Esse fato ajuda a
compreender porque toda pesquisa que analisa a composi¢do do leite inclui a
sazonalidade como fonte de variagdo, uma vez que pode haver equivocos quando
essa informacao provém de lugares e épocas distintas.

As variagdes na estabilidade da caseina em funcdo da estacao foi
associada por Barros (2001) a dietas ou pastos ricos em calcio, com deficiéncias ou
desbalangos minerais (Ca, P, Mg) e a mudangas bruscas da dieta. A restricdo
alimentar, a quantidade e a baixa qualidade nutricional dos alimentos, especialmente
os volumosos, podem diminuir a sintese de citratos, aumentando a quantidade de
calcio ibnico (livre) no leite, promovendo a instabilidade (HORNE; MUIR, 1990;
WILLIAMS, 2002; HERNANDEZ; PONCE, 2005; FISCHER et al. 2006; ZANELA et
al. 2006; FERRARI et al. 2007).

Oliveira e Timm (2006) levantaram a hipotese de uma alimentagao
rica em fibras aumentar a ocorréncia LINA. Quanto maior o teor de fibra na
alimentagdo, maior o teor de gordura do leite, devido a variagdo na proporgao de
acidos graxos volateis produzidos no rutmen. Uma maior ingestao de fibra aumenta a
producao de acido acético e reduz a produgao de acido propidnico.

O acido acético é um dos principais precursores da gordura do leite
e seu acréscimo esta diretamente relacionado com o aumento desta no leite. A
maior producdo e absorcdo de acido acético no rumen estdo associadas com
aumento da concentracdo de acetato no plasma e com aumento na secrecao de
agua, proteina e gordura, como resultado da fungdo do acetato como fonte de
energia. Quando ha secrecdo exacerbada de agua, proteina e gordura pode haver
desequilibrio mineral no leite, o que provocariam alteragcdes ibnicas, com maiores
chances de precipitagdo em uma solugao alcodlica (OLIVEIRA; TIMM, 2006).

A distribuicdo de LINA ndo € homogénea durante as estacdes do
ano. Alguns autores observam maior ocorréncia no outono e menor no inverno
(MARQUES et al. 2007; ZANELA et al. 2009). Essa diferenga de distribuicdo pode
estar associada a escassez de alimentos no outono, devido a redugdo no

desenvolvimento das forrageiras nativas.
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A maioria das propriedades do norte do Parana utiliza o pasto como
base alimentar dos animais produtores de leite (IPARDES, 2009), assim as
variagbes climaticas e a pluviosidade afetam diretamente a oferta de alimento, que
influencia na composigéo fisico-quimica do leite. A ocorréncia de LINA em fungéo da
sazonalidade é frequentemente associada a variacdo na oferta de alimentos aos
animais (MARQUES et al. 2007; ZANELA et al. 2009).

1.3 CompPosICAO Fisico-QuimMICA DO LINA

Algumas pesquisas compararam a porcentagem de gordura, lactose,
proteina, uréia e outros componentes de leites estaveis ao alizarol com o LINA.
Pesquisando esses componentes, Barros, (2001) Ponce e Hernandez (2001),
Oliveira e Timm (2006), Zanela et al. (2006) e Marques et al. (2007) encontraram
maior porcentagem de gordura no LINA. Por sua vez, Ponce e Hernandez (2001) e
Oliveira e Timm (2006) verificaram menor porcentagem de proteina no LINA quando
comparado ao leite normal.

A lactose € um dos elementos mais estaveis do leite. Segundo
Ponce e Hernandez (2001), a variagao da lactose pode estar associada a energia da
dieta e a sanidade da glandula mamaria. A quantidade média de lactose costuma
estar em concentragdes inferiores no leite LINA na maioria dos trabalhos. Sobhani et
al. (1998), Barros (2001), Ponce e Hernandez (2001), Oliveira e Timm (2006), Zanela
et al. (2006) e Marques et al. (2007) encontraram no minimo 0,5 pontos percentuais
menor no leite instavel.

Esse agucar atua no equilibrio osmético do sangue em conjunto com
outros minerais (sédio, potassio e cloro). Assim, menores quantidades de lactose no
leite sdo acompanhadas por maiores quantidades de minerais, 0os quais aumentam a
forga ibnica, reduzem o pH, aumentam a solubilizacdo de Ca"™ e por fim,
desestabilizam as micelas caseicas (HORNE; MUIR, 1990; GRAET; GAUCHERON,
1999; AGENAS et al. 2003). A mastite e o estresse também promovem esse
mecanismo (STELWAGEN et al. 2000).

Donatele et al. (2003) e Zanela et al. (2006) ndo encontraram
relacdo entre a precipitagdo do leite e a CCS. Ja Negri et al. (2001), encontraram
menor contagem células somaticas no leite instavel e ndo encontraram diferengas

significativas na lactose e na contagem bacteriana total.
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O’Brien et al. (1999) investigaram as condi¢cdes de pastagem, a taxa
de lotagao e as caracteristicas de processamento do leite sobre a sua composicéao, e
concluiram que essas variaveis sao afetadas pela sazonalidade e interferem na
estabilidade a prova do alcool.

Os dados ainda nao sao conclusivos e a situacdo do conhecimento
permite a exploracdo de mais temas relacionados a instabilidade protéica ao alcool,
como a difratometria por Rx e diferencas entre pesos moleculares das proteinas do

soro e fragdes de caseina.

1.4 DIFRACAO DE RAIOS X

A difratometria por Rx €& uma das principais técnicas de
caracterizagao micro-estrutural em materiais organicos e inorganicos. A técnica se
baseia no espalhamento de raios que colidem com elétrons do material que esta
sendo analisado. Quando os atomos que geram o espalhamento dos raios X estéo
arranjados sistematicamente, como em uma estrutura cristalina, verificam-se
padrdes e periodicidade na intensidade de difragao (CULLITY, 1978).

A densidade de elétrons e seus planos de difracdo séao
caracteristicas Unicas de cada substancia cristalina, portanto o padrao difratométrico
de uma substancia € analogo a impresséo digital em seres humanos. Um banco com
mais de 70.000 compostos € mantido pelo International Center for Diffraction Data
nos EUA (KLUG; ALEXANDER, 1974).

Quanto maior o numero de fases cristalinas em uma amostra, maior
a dificuldade em identificar compostos. Varios métodos de identificagdo podem ser
usados, porém um dos mais comuns para amostras organicas € o método Hanawalt.
Esse método € aplicado quando se desconhece os compostos cristalinos de uma
amostra e consiste em uma comparagéo de picos cristalograficos com o banco de
dados (BISH; REYNOLDS, 1989).

A difracdo de raios X em produtos lacteos € mais usada em estudos
reoldgicos de queijos, doces e soro de leite em pd e as principais estruturas que tém
seu padréao cristalografico estudado sdo a lactose e os triglicerideos. No leite fluido
esses componentes estdo amorfos e quando sdo processados tecnologicamente

podem originar cristais. A composi¢cado estrutural, o pH, a temperatura, a presséao
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atmosférica, a atividade de agua e a quantidade de oxigénio sdo alguns dos fatores
que influenciam o processo de cristalizagao (VEGA; ROOS, 2007).

A cristalografia da caseina aparece em pesquisas ndo envolvendo o
setor alimenticio, no desenvolvimento de polimeros biodegradaveis (VAZ et al.
2003).

A lactose é o principal carboidrato do leite e sua concentragéo varia
conforme a espécie, com média de 4,5% para leite bovino. Em solu¢do, pode ser
encontrada sob a forma de a (61,5%) e B-lactose (38,5%), os quais s&o anémeros. A
solubilidade da lactose é afetada pela adicao de solventes, entre eles o alcool etilico.
Majd e Nickerson (1976) verificaram que a solubilidade diminui conforme a
concentracdo de alcool aumenta, sendo praticamente insoluvel em alcool puro. O pH
também interfere na sua solubilidade, sendo esse agucar mais soluvel em faixas
proximas da neutralidade e menos soluvel em meios acidos e basicos (BRITO,
2007).

O padrao cristalografico da lactose, seus anbmeros, cristais e
precipitados pode ser avaliado pela difratometria de raios X, tanto no leite integral
liofilizado, como em solugdo alcodlica, revelando possiveis semelhangas e
diferengas entre os picos de difracdo de leites normais e LINA. (NIUDAM et al. 2007).

A gordura do leite contém mais de 400 diferentes acidos graxos dos
quais 12 estdo presentes em proporg¢des superiores a 1%. No leite fluido a gordura
esta distribuida em glébulos que variam de 0,1 a 15 ym e em quantidades médias de
4% (FOX; McSWEENEY 2006).

Triglicerideos tém a capacidade de cristalizagdo, sendo que essa
ampla diversidade de compostos resulta em diferentes padrdes de cristalizagdo. A
raca e alimentacdo do animal também exercem influéncia sobre a composi¢cao dos
acidos graxos, que tem impacto direto sobre sua cristalizacdo (BERTRAM et al,
2005; SHI; SMITH; HARTEL, 2001).

Segundo Walstra, Kloek e Vliet (2001) existem dois tipos de
cristalizagcao de gordura. A primeira é a cristalizagdo do creme e esta relacionada a
processos tecnoldgicos na sua transformacdo em manteiga e sorvetes. Essa
cristalizacdo é amplamente estudada em sua cinética e microestrutura,
principalmente por difratometria de raios X, e dentre os fatores envolvidos nesse
fendbmeno, estdo a velocidade do resfriamento, a temperatura e a agitacdo. O

segundo tipo € a cristalizagdo da gordura em um glébulo de gordura, ocorrendo em
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temperaturas menores, proximas a zero graus centigrados. Assim, esses cristais nao
podem ser maiores que o didmetro do proprio glébulo. O arranjo desses cristais
também é diferente e se houver cristais suficientes em um globulo, pode haver
floculagdo, o que é responsavel pela rigidez do mesmo, influenciando na sua
coalescéncia e separagao da gordura do leite fluido.

Os cristais de gordura podem ser classificados de acordo com sua
estrutura em a, B’ e B. A forma polimorfica B° € a mais comum na gordura do leite,
com forma de esferulito. A maioria das gorduras apresenta polimorfismo
monotrdpico, isto é, quando ocorre uma transigdo (por exemplo, de B’ para ), o
empacotamento das cadeias moleculares do triacilglicerol se torna mais compacto,
resultando em maior ponto de fusdo (ROUSSEAU; HILL; MARANGONI, 1996).

Mazzanti et al. (2004) analisaram a gordura do leite por difracdo de
raios X e observaram que o resfriamento da gordura do leite a altas velocidades e
baixas temperaturas resultou na formagao de cristais na forma a metaestavel, que
posteriormente resultaram na formagado de uma mistura de cristais dos tipos 3’ e B.
Ao contrario, a cristalizagao realizada a baixas velocidades de resfriamento e altas
temperaturas finais de cristalizacdo resultou na formacao de cristais apenas do tipo
B’, sem a presenca de cristais dos tipos a ou f3.

Em relagcdo a caseina, a difratometria tem seu uso limitado. A sua
estrutura micelar possui grande variabilidade e a organizagao espacial ndo se repete
em padrdes. Ainda, ha discordancia entre autores sobre os variaveis tamanhos que
a micela pode assumir. Outras variagdes estruturais podem ser consideradas: entre
as micelas de uma unica vaca e entre as micelas de lotes de diferentes animais
(WALSTRA; KLOEK; VAN VLIET, 2001). Todas essas caracteristicas fazem a
caseina ser amorfa, inviabilizando estudos sobre seu padrao cristalografico em leite
e derivados.

Porém, ha estudos sobre difratometria de raios X em polimeros
industriais que utilizam caseina em sua composi¢cdo, como colas, adesivos e
vernizes. Nesses casos ha um rearranjo estrutural com outras moléculas, fazendo
com que o composto possua uma relativa ordenagao e repeticdo molecular (JIA; DU,
20006).

Sais organicos e inorganicos também podem ter seu padrao
cristalografico explorado pela técnica de difracdo de raios X. Nem todos os sais

estdo em solugao ou ionizados e quando se apresentam dessa forma sao chamados
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de coloidais. As moléculas de caseina contém fosfato de calcio coloidal, além Mg,
citrato, Na e K, os quais sao amorfos, sem capacidade de trocas iGnicas e de
composicdo variada (CULLITY, 1978).

Os sais soluveis estdo no soro do leite e apresentam padrao
cristalografico definido. Esses elementos podem estar sob a forma de cations (K,
Na*, CaCl*, etc), anions (CI, Citrato, SO42, etc) ou neutros (KCI, NaCl, CaSOs,, etc).
Essa fracdo dos sais, que pode ser melhor caracterizada pela difracdo de raios X,
também esta envolvida na estabilidade protéica (LUCEY; HORNE, 2009).

Todos os sais, coloidais ou em solugdo, estdo em constante
equilibrio dinamico e interagem entre si. Alteragbes no pH, temperatura, quantidade
de agua livre e atividade de calcio livre podem alterar essa harmonia ibnica
(LYSTER, 1979). Quando se compara leites sem acidez adquirida estaveis e
instaveis ao alcool é possivel que haja diferengcas na ordenacao cristalografica
desses compostos e a difratometria de raios X pode ser uma ferramenta util para

elucidar esse fendbmeno.
1.5 ESTABILIDADE TERMICA E ALCOOLICA

A capacidade do leite resistir a altas temperaturas sem apresentar
coagulagao ou geleificagdo de proteinas é chamada de estabilidade térmica, sendo
definida pelo tempo necessario para que a coagulagao seja visivel a olho nu em
tempo e temperaturas definidas. A baixa estabilidade coloidal é associada a altas
temperaturas, baixo pH, maiores teores de uréia, inicio do periodo de lactacéo e as
mastites (SINGH; CREAMER, 1992).

Aquecendo o leite sob temperaturas de 130° a 140°C, é possivel
determinar a sua estabilidade mensurando o tempo para que haja floculacao,
sedimentagado ou coagulagédo (FOX; McSWEENEY, 1998). Ainda é possivel avaliar a
resisténcia térmica pela prova do alcool, porém as correlacdes entre esses dois
métodos sao praticamente nulas, sendo que leites instaveis ao alcool podem
apresentar uma boa estabilidade térmica (SHILTON; JOHNSON; LEWIS, 1992;
MOLINA et al. 2001).

A acidificagcdo afeta a estabilidade térmica do leite, sendo o principal
e mais frequente fator envolvido com a instabilidade. Segundo Rose (1961) ha dois

tipos de leite quanto a estabilidade térmica. O primeiro corresponde a maioria dos



22

leites e apresenta uma estabilidade maxima com pH proximos a 6,7 . Essa
estabilidade diminui progressivamente quando o pH se encontra entre 6,7 até 6,9,
voltando a aumentar em pH maiores que 6,9. O segundo tipo tem uma estabilidade
crescente quando o pH aumenta.

As proteinas do soro sdo mais sensiveis a temperatura quando
comparadas a caseina. Dentre essas, as imunoglobulinas s&o as mais termolabeis,
seguida pela B-lactoglobulina e a-lactalbumina. Ha discordancia sobre a cinética de
componentes envolvidos na estabilidade térmica. Hambling et al. 1992 afirma que a
lactose estabiliza a B-lactoglobulina contra a desnaturagao térmica, enquanto que a
interacdo entre a k-caseina e a p-lactoglobulina desestabiliza a mesma,
provavelmente devido ao envolvimento do grupo tiol, as pontes dissulfeto e o ion
Cay".

Entretanto, de acordo com Imafidon et al. (1991) e Fox e
McSweenwey (1998), a explicagdo para a variagdo da estabilidade térmica e a
coagulagao esta na fragdo k-caseina. Esta proteina se separa das micelas quando o
leite é aquecido em pH abaixo de 6,7. A B-lactoglobulina reduz a dissociagao da k-
caseina, enquanto que em pH acima deste valor, a B-lactglobulina acentua a
dissociagao da k-caseina.

Ja de acordo com Singh e Creamer (1992), o comportamento
térmico das proteinas do soro tem melhor relagdo com a fragédo B-lactoglobulina que,
por sua vez, sdo afetadas pelo pH do meio, concentragcdo de lactose, teor de
cloretos e ions de calcio. Os autores também afirmam que a formagao do complexo
B-lactoglobulina/k-caseina ndo altera as interagdes estearicas e eletrostaticas da
superficie micelar e previne a dissociagao de toda a micela.

Diferente da estabilidade térmica, a estabilidade ao alcool em
relacdo ao pH apresenta uma mesma curva (Figura 1), com crescente estabilidade
conforme o pH aumenta, em leites de diferentes racas e espécies. No entanto,
embora a forma da curva seja a mesma para os diversos leites, a sua localizagao no
eixo de pH varia entre ragas, entre animais da mesma raga, e durante a lactagcédo da
vaca (HORNE; MUIR, 1990).
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Figura 1 — Diagrama da estabilidade alcodlica do leite em relacdo ao pH e outros
tratamentos
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Fonte: (LUCEY; HORNE, 2009)

A dinamica sigmoidal foi proposta por Horne na década de 80 e
explica que a adi¢do de Ca” ou Mg"* deslocam a curva para a direita, o que diminuia
a estabilidade ao alcool em um mesmo pH. Por sua vez, a adicdo de fosfatos
inorganicos, anions e/ou sequestrantes, como o EDTA , promovia um deslocamento
oposto, aumentando a estabilidade. O fato é explicado uma vez que as micelas
caseicas estdo afastadas umas das outras em fungdo de suas cargas superficiais
negativas. Quando ha uma maior proporgdo de cations (Na*, Ca®, etc), a micela
interage com esses elementos, neutraliza suas cargas e perde a forga repulsiva
(HORNE; MUIR, 1990.

Esses mecanismos mostram que nem sempre a estabilidade
alcodlica depende exclusivamente do pH, e que as variaveis que promovem a
instabilidade ao alcool, nem sempre sdo as mesmas que promovem a instabilidade
térmica. Assim, o teste do alcool pode ndao ser um indicador confiavel para a
estabilidade térmica (MOLINA et al. 2001). A figura 2 resume os principais fatores
que ja foram relacionados a instabilidade do leite ao alcool. Esses fatores podem
estar ligados a alteragdes nas forgas ibnicas do leite, causando precipitagdo de sais
ou agregacao micelar. Também podem estar relacionados a sanidade da glandula
mamaria, que tem sua permeabilidade alterada em patologias ou estagios da
lactagdo. Por fim, os desequilibrios &cido-base dos animais também podem

promover a instabilidade.



24

Figura 2 — Principais fatores que promovem a instabilidade do leite ao alcool.
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Fonte: (FAGNANI, 2013)

No Brasil, a prova do alcool era realizada a 68% (v/v) (BRASIL,
1952), hoje a prova deve utilizar alcool a 72% (v/v) (BRASIL, 2011). Grande parte
dos laticinios utiliza alcool a 76, 78 e até a 80% (v/v), com a intengéo de selecionar
um leite de melhor qualidade, mas isso pode gerar descarte indevido de leite
(MOLINA et al. 2001; FISHER et al. 2012).

O crescimento da producao do leite em pé e UHT estimulam ainda
mais a industria a procurar leites com a maior estabilidade térmica possivel,
consequentemente aumentando ainda mais a graduacéo alcodlica do teste. Porém,
a relagdo entre a estabilidade alcodlica e a sedimentacdo nos equipamentos
industriais ainda carece de informacdes e pode ser uma linha de pesquisa (FISHER
et al. 2012).

1.6 LINA, NUTRICAO E EQuILiBRIO ACIDO BASICO DOS ANIMAIS

Alguns estudos relacionam a diminuicdo do aporte nutricional
(energia, proteina, minerais) com a redugdo da estabilidade alcoodlica do leite
(ZANELA et al. 2006; FRUSCALSO, 2007).

Barros (2001) associou a estabilidade alcodlica do leite com dietas e

pastos ricos em calcio, desequilibrios minerais (Ca, P, Mg) e mudangas bruscas na
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dieta. Ponce e Hernandez (2001) relacionaram alteragdes na estabilidade com
desequilibrios nutricionais e disturbios fisiolégicos dos animais, como exemplo
acidose e alcalose metabolica. Zanela et al. (2006) e Fruscalso (2007) verificaram
que a restricdo alimentar, com reducdo de 40% das exigéncias, provocou a
diminuicao da estabilidade do leite. A sazonalidade, como descrito anteriormente, é
frequentemente associada as oscilagdes na dieta, com maior ocorréncia de LINA
nos meses de menor oferta de alimentos (FISCHER et al. 2012). O equilibrio de
cargas da dieta, mesmo dentro das exigéncias nutricionais, também pode influenciar
a composic¢ao do leite e sua estabilidade ao alcool (MARQUES et al. 2006)

A partir desse raciocinio, pesquisas mais aplicadas buscaram
elucidar como a proporgdo entre energia, proteina e minerais influenciam as
caracteristicas do leite (MARQUES et al. 2010, MARQUES et al. 2011).

Viero (2008) estudou o efeito de diferentes fontes e niveis de Selénio
sobre a instabilidade alcodlica do leite, sem encontrar nenhuma diferenca
significativa. Marques et al (2010) estudaram o efeito de suplementos contendo trés
combinagdes de energia e proteina sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite,
concluindo que suplementos com altos niveis de energia e proteina reduziram a
instabilidade do leite na prova do alcool.

Desequilibrios do rumem podem levar a alteragdes na composigao e
no pH sanguineo, o que influencia no metabolismo de todas as células epiteliais,
inclusive as mamarias, causando mudangas na composi¢ao do leite relacionadas a
sua capacidade de resistir a desidratacdo alcodlica (MARQUES et al. 2010). Esse
fato pode estar relacionado as alteragées no grau de hidratagdo das micelas de
caseina. A desidratacdo, além do teor de sais, pH e temperatura, modificam as
interacdes fisico-quimicas entre as moléculas de caseina, aumentando a reatividade
superficial das micelas, levando-as a coagulacado (GOFF, 1995).

Em outra pesquisa, Marques et al (2011) avaliaram o efeito de dietas
anibnicas sobre as caracteristicas do leite e metabolismo dos animais. Assim, vacas
alimentadas com essa dieta produziram leite com maior teor de calcio ibnico e
consequentemente, menor estabilidade a prova do alcool. Quanto maiores os teores
de calcio ibnico, menores eram os valores de pH do leite e da urina dos animais, e
assim, menor era a concentragcdo de etanol necessaria para precipitar o leite na

prova do alcool.
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Ao receberem uma dieta rica em anions, ha uma tendéncia de queda
no pH sanguineo. Como mecanismo compensatorio, os animais reabsorvem Ca e
Mg dos ossos, 0 que explica o aumento da concentragdo de calcio ibnico no leite
(MOORE et al. 2000).

Assim, qualquer outro fator que promova a acidose metabdlica, pode
influenciar na estabilidade alcodlica do leite. (PONCE; HERNANDES, 2005;
MARQUES et al. 2011). A patologia da acidose metabdlica € complexa. Esse
fendbmeno sempre ocorre quando ha acumulagdo acida além das taxas de
eliminagdo. Os exemplos mais comuns sido perda de bicarbonato associada a
diarréia; produgdo e absorgcdo excessiva de acidos, como na ingestdo aguda de
carboidratos nos ruminantes; retengdo de CO, no sangue, como ocorre na
pneumonia, enfisema e insuficiéncia cardiaca, bem como outras patologias que
promovam hipdxia celular, incluindo anemia; excesso de acido latico, como na
intensa atividade muscular, ou prostagcdo avangada por estresse térmico (BLOOD,
1991).

Além da acumulacido acida, a acidose pode ser consequéncia da
incapacidade renal em absorver bicarbonato ou excretar acido, como ocorre nas
insuficiéncias renais. (COLES, 1984).

A acidose também pode ocorrer como uma resposta compensatoria
nos casos de alcalose respiratoria. Esta ultima ocorre em funcdo de maiores
absorcdes de alcalis, perdas excessivas de acido ou entdo déficits de diéxido de
carbono. A hiperventilagdo na dor e no estresse, ou entdo em respiragdes artificiais
anestésicas sdo exemplos de causas primarias da alcalose respiratéria. (FETTMAN,
2007).

Para compensar a alcalose respiratoria, o organismo manifesta-se
diminuindo os teores de bicarbonato sanguineo, excretando-os pelos rins. Outra
resposta compensatoria € a depressao dos centros respiratorios bulbares, o que
promove a retencdo de CO,. Esses casos sdo definidos como alcalose respiratoria
compensada. (FETTMAN , 2007).

Os disturbios acido-base podem nao sé diminuir a producao leiteira,
como também desequilibrar os componentes lacteos que estdo envolvidos na
estabilidade alcodlica. Esses dados ficam claros em experimentos induzidos, onde

as variaveis sdo melhores controladas e influéncias externas sdo minimizadas.
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Ja em pesquisas a campo, a deteccao de relagao causa-efeito pode
ser dificultosa, uma vez que os vieses nao estdo previstos no delineamento. Porém,
nao deixam de ser validas. Assim, reunir as principais variaveis que influenciam a
ocorréncia do LINA e pesquisa-las em animais a campo, pode melhor relacionar os

resultados disponiveis até agora com a realidade.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a ocorréncia do leite isntavel ndo acido (LINA), sua relagao

com a sazonalidade, com os aspectos fisico-quimicos do leite e metabdlicos dos

animais.

3.1.1 Objetivos Especificos

a)

b)

f)

Determinar a ocorréncia do LINA no norte central do Parana,
durante as estacdes do ano;

Caracterizar e relacionar os componentes fisico-quimicos e
microbiolégicos do LINA com o leite normal, como pH,
porcentagem de gordura, de proteina, de lactose, de solidos
totais (ST) e de sodlidos ndo gordurosos (SNG), contagem de
células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT);
Comparar a estabilidade térmica do LINA, do leite normal e do
leite acido, relacionando-a com o pH e a acidez Dornic;
Estabelecer metodologias alternativas de analise microestrutural
de leite fluido;

Analisar a micro-estrutura dos componentes do LINA,
procurando padrdes cristalograficos que o diferenciem de leites
normais e acidos;

Pesquisar a ocorréncia de disturbios metabdlicos (acido-base)
em vacas leiteiras a campo e relaciona-los com o fendmeno do

leite instavel sem acidez adquirida.
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4 ARTIGOS PARA PUBLICACAO

4.1 CARACTERIZAGAO FisicOo-QuiMICA E MICROBIOLOGICA DO LEITE INSTAVEL NAO
AciDo EM FUNGAO DA SAZONALIDADE

(MICROBIOLOGY AND PHYSICAL CHEMICAL CHARACTERIZATION OF UNSTABLE NON-ACID MILK

ACCORDING TO THE SEASONS)

411 Resumo

O objetivo do estudo foi caracterizar os componentes do leite bovino instavel ndo
acido (LINA) e do leite bovino normal, determinando sua ocorréncia durante as
estacées do ano, na micro-regido de lvaipord e Sapopema no estado do Parana.
Foram coletadas 353 amostras de leite cru e analisadas a porcentagem de gordura,
proteina, lactose, soélidos totais (ST) e ndo gordurosos (SNG), contagem de células
somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT), prova do alcool 72° (v/v),
titulacdo Dornic, prova da fervura e pH. Houve variacdo dos componentes
analisados segundo as estagdes do ano, com exce¢ao do pH, gordura e lactose. A
distribuicdo de LINA foi mais elevada no outono e menor no inverno. As estagdes do
ano influenciaram a porcentagem de proteina, ST, SNG, CCS e CBT. A lactose e os
SNG foram menores no LINA, assim como a CBT, que foi menor quando comparada
a do leite normal. O intervalo de pH do LINA e do leite normal foi semelhante,
independente da sua estabilidade na prova da fervura. Apenas 10,48% das
amostras de LINA foram instaveis a fervura. Nesse trabalho, a sazonalidade e os
componentes do leite estdo relacionados com a sua estabilidade alcodlica, e a
acidez nao é o unico fator relacionado a termo-estabilidade.

Palavras-Chave: Estabilidade do leite. Prova do alcool. Prova da fervura.

4.1.2 Abstract

The objective was to characterize the components of unstable non-acid bovine milk
(UNAM) and normal bovine milk, as well to determine the occurrence of UNAM in the
north region of Parana State, Brazil, according to the seasons. Were collected 353
raw milk samples and analyzed for percentage of fat, protein, lactose, total solids
(TS) and solids nonfat (SNF), somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC),
alcohol test 72° (v/v), titrated acidity Dornic, clot-on-boiling test and pH. There was
variation of the components analyzed according to the seasons, with exception of
pH, fat and lactose. The occurrence of LINA was highest in the fall and lowest in the
winter. The seasons influenced the percentage of protein, TS, SNF, SCC and TBC.
The behavior of the milk (normal or UNAM) had effect on lactose, SNF and TBC.
About the clot-on-boiling test, there was highest frequency of precipitation in acid milk
samples and lowest in normal milk samples. The pH range of normal milk and UNAM
was similar, regardless of its stability in clot-on-boiling test. In this study, seasonality
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and the behavior of milk had influence on its components, also, acidity is not the only
factor related to thermal stability.

Key Words: Milk stability. Alcohol test. Clot-on-boiling test.

4.1.3 Introducéao

O teste do alcool é utilizado para verificar a estabilidade do leite
bovino, determinando seu aceite ou rejeicdo pela industria no momento da coleta
(BARROS, 2001). A precipitacdo da proteina pela instabilidade no teste do alcool
pode ocorrer devido a reducdo de pH pela fermentacdo da lactose e producéo de
acido latico, causada por micro-organismos. No caso do leite instavel ndo acido
(LINA), a perda da estabilidade n&o esta associada a contaminagao bacteriana e
nao é causada pela acidez elevada (DONATELE et al. 2003). O LINA pode gerar
prejuizos tanto para a industria quanto para o produtor, uma vez que pode haver
rejeigao de leite que esta apto para ser processado (MARQUES et al. 2007).

A ocorréncia de LINA tem caracteristica multifatorial, porém ainda
nao totalmente esclarecida. Alguns autores consideram como responsaveis pela
ocorréncia de LINA a composicédo e a estrutura das micelas, o pH do meio, a forca
ibnica ou balango de sais de calcio ibnico, citrato e fosfatos, a concentracéo de
gordura, de lactose e de proteina, a contagem de células somaticas, a restricdo e a
relagdo entre energia e proteina na alimentacdo e também a genética do animal
(OLIVEIRA; TIMM, 2006; ZANELA et al. 2006; MARQUES et al. 2007).

A sazonalidade pode estar relacionada a ocorréncia de LINA, porém
os periodos com maior numero de casos variam dependendo da regido do pais e da
alimentagao. As variagdes na estabilidade da caseina em fungao da estagdo do ano
foi associada por Barros (2001) a dietas ou pastos ricos em calcio, com deficiéncias
ou desbalangos minerais (Ca, P, Mg), e a mudangas bruscas da dieta. A restricéo
alimentar, a quantidade e a baixa qualidade nutricional dos alimentos, especialmente
os volumosos, podem interferir na sintese de citrato, aumentando os niveis de uréia
e calcio iénico no leite, porém diminuindo os teores de fdosforo, combinagdo que
promove maior instabilidade (HORNE; MUIR, 1990; WILLIAMS, 2002; HERNANDEZ;
PONCE, 2005, FISCHER et al. 2006; ZANELA et al. 2006; FERRARI et al. 2007).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar os parametros do LINA, do

leite normal e acido, relacionando o pH com sua estabilidade térmica, além de
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determinar a ocorréncia de LINA na micro-regido de lvaipora e Sapopema, no norte

central do Parana, durante as estagdes do ano.

4.1.4 Material e Métodos

Entre novembro de 2009 e margco de 2011 foram coletadas 353
amostras de leite cru diretamente de latdes e resfriadores de imersao ou expansao
em seis municipios da micro-regido de lvaipora e Sapopema, no estado do Parana,
nas quatro estagdes do ano assim distribuidos: Primavera (n=76), Verdo (n=74),
Outono (n=102) e Inverno (n=101).

A logistica de amostragem obedecia a dindmica da coleta a granel
dos laticinios locais. Todas as propriedades (102) utilizadas no estudo foram
caracterizadas através da aplicacdo de questionario e observagao. As condicoes
climaticas durante o periodo de coleta foram obtidas através do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET, 2011).

As amostras eram homogeneizadas com auxilio de uma concha
flambada e aproximadamente 300 ml eram coletados. Uma aliquota de 200 ml era
armazenada em bolsas plasticas estéreis e o restante era igualmente dividido em
frascos de polietileno, todas sob refrigeracdo em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel.

As bolsas plasticas estéreis foram encaminhadas para o Laboratério
de Inspecao de Produtos de Origem Animal da Universidade Estadual de Londrina
(LIPOA-UEL), onde foram realizadas a prova do alcool 72° (v/v) , titulagdo de acidez
pelo método Dornic (BRASIL, 2003), prova da fervura em parte das amostras
(n=281) e determinacgao do pH, utilizando pHmétro portatil HANNA HI8424.

As amostras foram classificadas em: LINA, quando apresentaram
acidez titulavel de 14 a 18°D e precipitagdo na prova do alcool 72° (v/v); leite normal,
com acidez titulavel entre 14 e 18°D e ndo precipitados na prova do alcool 72° (v/v);
e acidos, leites com acidez titulavel acima de 18°D e precipitacdo na prova do alcool.

Os frascos de polietileno continham bronopol para a determinagao
da composicado centesimal pela metodologia de infravermelho (INTERNACIONAL
IDF STANDART 141C, 2000) e azidiol para a contagem total de bactérias por
citometria de fluxo (INTERNACIONAL IDF STANDART 196, 2004). Os frascos foram

encaminhados ao laboratério da Associagcao dos Produtores e Criadores de Bovinos
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da Raga Holandesa (APCBRH), Curitiba-PR, onde foram mensuradas a
porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST), soélidos nao
gordurosos (SNG), contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana
total (CBT).

O delineamento experimental foi inteiramente casualisado e as
variaveis analisadas foram pH, porcentagem de gordura, de proteina, de lactose, de
sélidos totais (ST) e de sdélidos n&o gordurosos (SNG), contagem de células
somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT). As variaveis que nao tiveram
distribuicdo normal pelo teste de Lilliefors (CCS e CBT) foram normalizadas por
transformacao logaritmica. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
ponderando as quatro estagdes do ano; a estabilidade ao alcool (normal e LINA) e a
interacao entre as estagdes e a estabilidade do leite. As médias dos componentes
analisados, em relagao as estagdes do ano, foram submetidas ao Teste de Tukey. A
ocorréncia de LINA nas quatro estagdes do ano foi analisada pelo teste de qui-
quadrado. Para todas as analises foi utilizado a=5% e o software SAEG 9.1 (SAEG
2007).

4.1.5 Resultados e Discussao

As 102 propriedades localizadas na regido do estudo tinham
predominio de produtores de pequeno porte com meédia de 18,64 animais por
propriedade. O numero médio de animais em lactacao foi de 7,46 e a produtividade
média de leite diaria foi de 6,04 litros por animal.

Animais de raga nao definida e Girolanda foram os mais frequentes
nas propriedades, com 50% e 16,67%, respectivamente. Em 72,56% das
propriedades, o estabulo era usado como local de ordenha, 24,51% ordenhava os
animais na mangueira e apenas 2,94% possuiam sala de ordenha. A ordenha
manual com bezerro ao pé foi observada em 88 propriedades (86,27%). Outros
manejos foram observados em menor frequéncia, com 4,9% para ordenha manual
sem bezerro e ordenha semi-fechada com bezerro. Apenas 3,9% das propriedades
ordenhavam pelo sistema semi-fechado sem bezerro.

As estagcbes do ano na regido foram bem definidas durante o
periodo de execucdo do trabalho, com precipitacdo pluviométrica média mensal de

210 mm na primavera, 240 mm no verao, 120 mm no outono e 60 mm no inverno. A
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temperatura variou de 8° C a 32°C (minima e maxima) na primavera, 14°C a 35°C no
verao, 3°C a 31°C no outono e 2° C a 31° C no inverno (INMET, 2011). Para animais
mesticos e zebuinos, a zona de conforto térmico varia de 5 a 31°C e 10 a 27°C nos
periodos chuvosos e secos, respectivamente (PEREIRA, 2005).

O ITU (indice de Conforto Térmico) na primavera e verdo variou de
72 a 75 e ficou abaixo de 72 nos meses de outono e inverno (INMET, 2012). Esse
indice determina as condi¢cbes de estresse de acordo com a sensagao térmica do
animal. Segundo Johnson (1987), os valores médios de ITU encontrados neste
trabalho indicam que o leite foi produzindo em condicdes ambientais amenas.
Porém, Hahn (1985) considera que valores de ITU entre 71 e 78 indicam condigdes
criticas.

A variagdo da composicao fisico-quimica e microbiolégica das 353
amostras de leite bovino conforme a sazonalidade esta apresentada na Tabela 1. Os
componentes analisados foram diferentes (p<0,05) em pelo menos uma das

estacdes, com excegado do pH, gordura e lactose.

Tabela 1 — Variagado do pH, da porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos
totais (ST), sodlidos ndo gordurosos (SNG), contagem de células
somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) de 353 amostras de
leite cru da micro-regido de lvaipora e Sapopema, entre novembro de
2009 e margo de 2011, segundo as estag¢des do ano.

Gordura Proteina Lactose ST SNG CCS CBT

n P (%) (%) (%) (%) (%) (log10) (log10)

Primavera 76 6,63 3,69 3,232 442 12,26 8,48% 548 6,05
Verdo 74 6,66 3,66 3,182 451 1216° 8,497 549° 6,23°
Outono 102 6,71 3,86 3,50P 445 12,76° 8,93° 502° 544°
Inverno 101 6,71 3,73 3,26° 4,47 12,36 8,08° 5,33° 584°
Total 353 6,68 3,73 3,29 447 1239 850 533 5,89

Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferencas ao Teste de Tukey (p<0,05).

Varios fatores nutricionais influenciam o teor de proteina no leite,
como consumo de matéria seca, disponibilidade de proteina degradavel e de
carboidratos ndo estruturais (THEURER et al. 1999). As propriedades estudadas,
assim como as demais propriedades dessa regido, utilizam o pasto como base
alimentar dos animais produtores de leite (IPARDES, 2009), assim as variagdes
climaticas e a pluviosidade afetam diretamente a oferta de alimento, o que influencia
a composicao fisico-quimicas do leite. As amostras analisadas apresentaram
maiores valores médios de proteina (3,50%), ST (12,76%) e SNG (8,93%) no
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outono. Isso pode ser explicado uma vez que, na regido estudada, o outono é
caracterizado como um periodo de rebrota das pastagens e menor oferta alimentar,
com maiores chances de ocorrer restricdo. Com isso pode haver diminuigdo da
producao total de leite, causando um efeito de concentracdo dos seus componentes,
0 que explica o aumento dos niveis de proteina, solidos totais e soélidos nao
gordurosos no outono, o que também foi observado por Oliveira e Timm (2006).

As maiores quantidades de células somaticas e contagem
bacteriana total no leite foram observadas nos meses de primavera e verdo. Ha
maior susceptibilidade de mastite nos meses com elevada temperatura e umidade,
condigdes que favorecem a infeccao por patdégenos na glandula mamaria (SANTOS;
FONSECA 2007) e também facilita a contaminag&o e proliferagdo de bactérias no
leite. No outono foram encontradas as menores médias de contagem de células
somaticas (5,02log1o) e contagem bacteriana total (5,44log1o), mostrando que, nesta
estacao, o leite produzido na regidao apresenta, além de melhor qualidade fisico-
quimica, também melhor qualidade microbiologica.

A distribuicdo de LINA ndo foi homogénea nas diferentes estacdes
do ano, apresentando diferenga no teste de qui-quadrado (p<0,001). A ocorréncia de
LINA foi mais elevada no outono (62,8%) e menor no inverno (26,7%), como pode
ser observado na Tabela 2. Resultados semelhantes foram relatados por Marques et
al. (2007) e Zanela et al. (2009) que também encontraram maior ocorréncia de LINA

no outono, no Rio Grande do Sul.

Tabela 2 — Distribuicdo de 353 amostras de leite classificadas em leite acido, leite
normal e leite instavel ndo acido (LINA) segundo as estagbes do ano na
micro-regido de lvaipora e Sapopema, entre novembro de 2009 e margo
de 2011.

Primavera Verao Outono Inverno Total
Acido 21 (27,6%) 20 (27,0%) 14 (13,7%) 43 (42,6%) 98 (27,5%)

Normal 21 (27,6%) 25 (33,8%) 24 (23,5%) 31(30,7%) 101 (28,9%)
LINA 34 (44,8%) 29 (39,2%) 64 (62,8%) 27 (26,7%) 154 (43,6%)

Total 76 (100%) 74 (100%) 102 (100%) 101 (100%) 353 (100%)
¥ = 31,79; p<0,001.

A restricdo alimentar é relatada como uma das causas mais

frequentes do LINA, porém esse fenbmeno ndo esta associado somente ao
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desequilibrio nutricional. Outros fatores influenciam sua ocorréncia, como acgao de
micro-organismos psicrotroficos sobre a caseina e estagio inicial de lactagao
(PONCE; HERNANDEZ, 2001).

Segundo a analise de variancia, as estagbes do ano influenciaram
as porcentagens de proteina, de sdlidos totais, sélidos ndo gordurosos, contagem de
células somaticas e contagem bacteriana total. A a estabilidade do leite (normal ou
LINA) esteve relacionada a variagdes nas quantidades meédias de lactose, de sdlidos
nao gordurosos e a contagem bacteriana total (p<0,05). Esses dois fatores, estacdes
do ano e estabilidade do leite, ndo dependem um do outro para que a composicao
lactea varie.. Isso significa que apenas as estagdes do ano sao suficientes para
causarem variagdes nos componentes citados. Diferengas significativas nesses
componentes também podem ser observadas quando apenas a estabilidade
alcodlica é considerada.

As médias de pH, porcentagem de gordura, proteina e soélidos totais,
e a contagem de células somaticas ndo diferiram (p>0,05) no leite normal e LINA,
em nenhuma das estagdes observadas. A média de porcentagem de lactose e de
sélidos ndo gordurosos e a contagem bacteriana total foi diferente (p<0,05) entre o

leite normal e LINA, no verao (Tabela 3).
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Tabela 3 — Variagao do pH, gordura, proteina, lactose, sélidos totais (ST), solidos
ndao gordurosos (SNG), contagem de células somaticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT) de 353 amostras de leite da micro-
regido de lvaipord e Sapopema, agrupadas conforme as estagbes do
ano, entre novembro de 2009 até marco de 2011 e classificadas como
LINA e normal.

Gord Prot Lact ST SNG CCS CBT

PR (%) (%) (%) (%) (%) (log10) (log10)

Normal g75 376 326 437 1224 844 547 586
Prim  ("=21)

Gooa 668 360 321 443 1218 834 554 603

'\('r‘]’_rgng' 6,74 355 320 4,64° 1235 880° 529  586°
Ver 0

vy 665 362 314 442° 1193 831" 55 633

I\(lr?ianLSI 6,68 3,57 3,41 449 1243 886 498 557
Out

Goai) 673 394 350 443 1284 891 501 534

Mormal 675 375 330 449 1244 820 538 568
™ TNa

=27y ©78 382 316 444 1228 781 530 571

z\r'fiqrgf)' 6,72 3,66 329 4,50° 12,38 855 528 573
Total ',

(r|f=”1\15A4) 679 380 331 443° 1243 848 528 574

Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferencas no Teste T (p<0,05).

Diversos autores encontraram no LINA maior porcentagem de
gordura (BARROS, 2001; PONCE; HERNANDEZ, 2001; OLIVEIRA; TIMM, 2006;
ZANELA et al. 2006; MARQUES et al. 2007) e menor porcentagem de proteina
(PONCE; HERNANDEZ, 2001; OLIVEIRA; TIMM, 2006). Neste trabalho, a gordura e
a proteina ndo apresentaram diferengas significativas em nenhuma estagédo do ano.
Este fato pode ser explicado pela diferenca na oferta de alimentos e nas condi¢cdes
climaticas das regides onde os trabalhos foram desenvolvidos, indicando que
alimentacgao e clima ndo s&o os unicos fatores envolvidos na ocorréncia de LINA.

E possivel observar uma diferenca de 0,14% entre a porcentagem
de gordura das amostras normais e das amostras LINA, porém sem significancia
(p>0,05). A quantidade de gordura teve grande variagdo em leites normais e
instaveis, com desvio padrdao de 1,62 e 1,84 respectivamente, o que justifica a

auséncia de diferenga estatistica. A gordura é o componente mais variavel, mesmo
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entre animais da mesma espécie que recebem o mesmo manejo alimentar (FOX;
McSWEENEY, 2006).

Considerando o total de amostras (n=353), houve diferenga (p<0,05)
apenas para a lactose, sendo menor o valor médio para o LINA (4,43%), em
comparacgao ao leite normal (4,49%). A concentragcdo média de lactose apresentou
diferenga (p<0,05) no verdo, sendo inferior no LINA. Barros (2001), Ponce e
Hernandez (2001), Oliveira e Timm (2006), Zanela et al. (2006) e Marques et al.
(2007) também encontraram porcentagem de lactose inferior no leite instavel.
Apesar da lactose ser um dos elementos mais estaveis do leite, Ponce e Hernandez
(2001) consideraram que a variagao da lactose poderia estar associada a energia da
dieta e a sanidade da glandula mamaria.

Nao foi encontrada diferenca (p>0,05) entre as médias de contagem
de células somaticas do leite normal e do LINA, nas estacdes do ano. Donatele et al.
(2003) e Zanela et al. (2006) também nao encontraram relagao entre a precipitagcao
do leite e a CCS. Quanto a CBT, foi encontrada diferenga (p<0,05) no verdo, sendo
maior no LINA (6,33log+o) em relagcéo ao leite normal (5,86l0g1o).

Os resultados demonstram que as condigdes meteoroldgicas
sazonais influenciam a composicédo e a estabilidade do leite. No entanto, em cada
estacdo climatica existem outros diversos fatores que podem contribuir para as
diferengcas encontradas, como a oferta de alimentos, o manejo, o periodo de
lactacado, entre outros. Mesmo em estudos onde esses fatores sao controlados, é
dificil estabelecer relagdes causa-efeito quando assumimos que o LINA ¢é
multifatorial. Esses fatores ndo estdo obrigatoriamente associados a sazonalidade.

Esse estudo foi realizado em condicbes ndo controladas, com o
objetivo de melhor retratar a realidade do fendbmeno LINA na regido. Independente
do local estudado, a ocorréncia sazonal do LINA apresenta caracteristicas
semelhantes a outros estudos. Isso indica que existem causas comuns, que
conseguem expressar sua influéncia independentemente de outros fatores nédo
controlados.

Das 281 amostras de leite que foram submetidas a prova da
fervura, 124 (44,13%), foram classificadas como LINA, 108 (38,43%) como leite
normal e 49 (17,44%) como leite acido. Pelo teste de qui-quadrado, a resisténcia
térmica nao foi uniforme (p<0,05) segundo a estabilidade do leite (LINA, normal ou

acido), com precipitagdo na prova da fervura em 13 (10,48%) amostras de LINA, 7
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(6,48%) amostras de leite normal e 11 (22,45%) amostras de leite acido. A média de
pH dos leites normais que nao precipitaram na prova da fervura foi de 6,73, e dos
leites que precipitaram foi de 6,78, mas nao houve diferenga significativa (p>0,05) no
teste de Tukey (Figura 3).

Figura 3 — Variacao do pH no leite acido, normal e LINA em funcao da estabilidade
na prova da fervura em 281 amostras de leite da microrregido de
Ivaipora e Sapopema, coletadas entre novembro de 2009 e margo de

2011.
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Fonte: (FAGNANI, 2013)

Para o LINA as médias de pH foram 6,72 e 6,74 para os que
precipitaram e nao precipitaram na fervura, respectivamente, e a diferenca também
nao foi considerada significativa (p>0,05). Porém, houve diferenca entre a média do
pH do leite acido precipitado na fervura (6,38) em relagdo as médias de LINA,
normal e acido sem precipitagéo (6,59).

As médias da acidez Dornic seguiram a mesma tendéncia da
variacao do pH, porém com diferenca significativa (p<0,05) entre as médias do leite
normal com precipitagdo na prova da fervura (16,71° D) e o LINA sem precipitagao
(16,50° D). As médias dos leites acidos precipitados (24° D) e nao precipitados

(20,68° D) diferiram das demais e também entre si (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4 — Variacao da acidez Dornic no leite acido, normal e LINA em funcéo da
precipitacdo na prova da fervura em 281 amostras de leite da
microrregiao de Ivaipora e Sapopema, coletadas entre 2009 e 2011.
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Fonte: (FAGNANI, 2013)

A acidificacdo afeta a estabilidade térmica do leite, sendo o principal
e mais frequente fator envolvido com a instabilidade. Segundo Rose (1961) ha dois
tipos de leite quanto a estabilidade térmica. O primeiro corresponde a maioria dos
leites e apresenta uma estabilidade maxima com pH proximos a 6,7. Essa
estabilidade diminui progressivamente quando o pH se encontra entre 6,7 até 6,9,
voltando a aumentar em pH maiores que 6,9. O segundo tipo tem uma estabilidade
crescente conforme o pH aumenta. O primeiro perfil pode explicar a maior
instabilidade observada no leite com pH médio de 6,78.

Diferente da estabilidade térmica, a estabilidade ao alcool em
relagdo ao pH apresenta uma mesma curva, com crescente estabilidade conforme o
pH aumenta, em leites de diferentes racas e espécies. No entanto, embora a forma
da curva seja a mesma para os diversos leites, a sua localizagao no eixo de pH varia
entre ragas, entre animais da mesma raga, e durante a lactagdo da vaca (HORNE;
MUIR, 1990).

A correlacao entre a resisténcia térmica e a prova do alcool é baixa,
até mesmo nula (SHILTON et al. 1992; MOLINA et al. 2001). Considerando a
amostragem estudada (n=281), o alizarol ou a prova do alcool 72% (v/v), indicaria

como inapto para o processamento térmico 173 amostras (61,57%), enquanto
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apenas 31 amostras (11,03%) realmente precipitaram na prova da fervura (Figura 3
e Figura 4). Esse dado evidencia o teste do alcool como um indicador nao confiavel
para a estabilidade térmica. Na Unido Européia, Estados Unidos e Canada, testes
que simulam o estresse térmico no leite estdo em desuso, devido a rapida melhora
na qualidade microbiolégica do leite e solugdo dos problemas na estabilidade do
leite associados a estacédo do ano, dieta, estagio da lactagdo e bem estar. No Brasil,
a prova do alcool era realizada a 68% (v/v) (BRASIL, 1952), hoje a prova deve ser
realizada com alcool a 72% (v/v) (BRASIL, 2011). Grande parte dos laticinios ja
utiliza alcool a 76, 78 e até a 80% (v/v), com a intengdo de selecionar um leite de
melhor qualidade, mas isso pode gerar descarte indevido de leite (MOLINA et al.
2001).

Neste estudo, mesmo nas amostras com acidez Dornic acima de
18°, classificadas como leite acido, a precipitacdo na prova da fervura ocorreu em
apenas 22,45% das amostras. O pH médio foi de 6,38. Assim, a resisténcia térmica
do leite ndo esta ligada somente a acidez bacteriana ou a acidez total, havendo
outros fatores que interferem na instabilidade das proteinas. Outros possiveis fatores
que podem interferir na estabilidade do leite sdo: a hidrélise enzimatica da caseina
por micro-organismos psicrotréficos proteoliticos, alta contagem de células
somaticas, temperatura, excesso de ions calcio, adicdo de etanol e desequilibrio
entre sais (O'CONNELL et al. 2006).

4.1.6 Conclusoes

A composi¢cdo do LINA foi diferente quando comparada ao leite
normal, sendo que o LINA apresentou menor média de porcentagem de lactose. Os
soélidos nao gordurosos foram menores no LINA apenas no verao.

A estabilidade térmica entre leite normal e LINA foi semelhante,
evidenciando que a estabilidade ao alcool ndo é um bom indicador da estabilidade
térmica.

Na micro-regido estudada a distribuicao do LINA variou conforme as

estagdes do ano, sendo mais alta no outono e menor no verao.
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4.2 DIFRATOMETRIA DE RAIOS X EM LEITES ESTAVEIS E INSTAVEIS A0 ALcoOL

(X-RAY DIFFRACTION OF STABLE AND UNSTABLE MILK TO ALCOHOL)

421 Resumo

No Brasil, o teste do alcool é utilizado para verificar a estabilidade térmica do leite no
momento da sua coleta e recebimento pela industria, determinando seu aceite ou
rejeicdo. Alguns componentes envolvidos na estabilidade alcodlica do leite, como
lactose, caseina, sais organicos e inorganicos, podem ter o padrao cristalografico
explorado pela técnica de difragdo de raios X. Os padrdes cristalograficos auxiliam a
compreensao da estrutura molecular de uma amostra, podendo ser diferente em
leites normais, acidos e instaveis ndo acidos. Foram analisadas 17 amostras de leite
cru pela difratometria de Raios X, procurando padrdes cristalograficos que os
diferenciassem entre si. A composi¢do centesimal por infravermelho e contagem
total de bactérias por citometria de fluxo também foram analisadas. As amostras de
leite foram liofilizadas e analisadas pelo difrator de raios X Panalytical X'Pert PRO
MPD. Os resultados foram submetidos a analise por agrupamento, originando trés
grupos distintos, um deles sem a presenga de amostras LINA e com menores picos,
e outro com predominancia de amostras LINA e maiores picos. A principal diferenca
entre grupos foi a intensidade dos picos que caracterizam a lactose monohidratada.
A composigao centesimal dos trés grupos foi diferente, onde o grupo que apresentou
picos mais intensos teve menores quantidades de solidos ndo gordurosos. Os dados
sugerem diferengas entre o padrao cristalografico dos leites normais e LINA..

Palavras-Chave: Alizarol. Instabilidade. Leite instavel ndo acido (LINA).

4.2.2 Abstract

Some components involved in alcohol stability of milk, such as lactose, casein,
organic and inorganic salts, may have the standard crystallographic exploited by X-
ray diffraction. The crystallographic patterns help understanding the molecular
structure may be different in normal milk, acidic and unstable non acidic milk. This
study analyzed seventeen raw milk samples by X-ray diffraction, looking for
differences in crystallographic patterns. The composition of milk by infrared and total
bacterial counts by cytometry were also analyzed. Milk samples were lyophilized and
analyzed by X-ray diffraction PANalytical X'Pert PRO MPD. The results were
analyzed by cluster, resulting in three groups: one of them without the presence of
UNAM samples and smaller peaks; and other with predominantly UNAM samples
and higher peaks. The main difference between groups was the intensity of the
peaks that characterize lactose monohydrate. The chemical composition of the three
groups was different, where the group with the most intense peaks had lower
amounts of not fat solids. The data suggest that the standard crystallographic
between normal and LINA milks may be different.

Key Words: Alcohol-alizarin test. Instability. Unstable non acid milk (UNAM).
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4.2.3 Introducéao

No Brasil, quando ha coleta e recebimento de leite cru pela industria,
o teste do alcool sempre deve ser utilizado para verificar a sua estabilidade térmica,
determinando seu aceite ou rejeicao (BRASIL, 2011). A precipitagdo da amostra no
teste do alcool pode ocorrer devido a diminuicdo de pH causada por micro-
organismos. Nesse teste, o etanol reduz a estabilidade coloidal da micela de caseina
e provoca sua coagulacdo, consequentemente, quanto maior a concentragdo de
alcool utilizada, menor sera a estabilidade da caseina (O’'CONNELL et al. 2001).

No caso do leite instavel ndo acido (LINA), essa instabilidade nao
esta associada aos micro-organismos, nao tendo relagdo com a acidez (ZANELA et
al. 2006). A ocorréncia de LINA é multifatorial e ndo totalmente esclarecida. A
hidrolise enzimatica da caseina por micro-organismos psicrotréficos, a temperatura,
o0 pH, o excesso de ions calcio, altas contagens de células somaticas e adigao
fraudulenta de agua com etanol estao entre os principais fatores que além da acidez
microbiolégica, também afetam a estabilidade coloidal das micelas de caseina
(O’CONNELL et al. 2006).

A composicao do LINA pode ser diferente do leite estavel, porém as
diferencas encontradas n&o sdo uma regra (BARROS, 2001), (PONCE;
HERNANDEZ, 2001), (MARQUES et al. 2007). Isso reforca a caracteristica
multifatorial do LINA (MARQUES et al. 2007), (OLIVEIRA; TIMM, 2006). Esse fato,
associado a incompleta elucidacdo do fenbmeno, permite a exploragdo de mais
temas relacionados a instabilidade protéica ao alcool, como a difratometria por Rx,
que é uma técnica de caracterizagdo micro-estrutural baseada no espalhamento de
raios X ao colidirem com a amostra analisada (CULLITY, 1978).

A lactose, os triglicerideos, a caseina, 0s sais organicos e o0s
inorganicos sao moléculas que podem ter o padrdo cristalografico explorado pela
técnica de difragdo de raios X (THACHEPAN; LI; MANN, 2010) (MAZZANTI et al.
2004). Pesquisas também apontam que essas mesmas moléculas podem estar
envolvidas nas diferencas entre leites sem acidez microbiolégica, instaveis e
estaveis ao alcool (BARROS, 2001;PONCE; HERNANDEZ, 2001; MARQUES et al.
2007). O objetivo foi analisar leites estaveis, acidos e LINA pela difratometria de

Raios X, pesquisando diferengas entre os padrdes cristalograficos.
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4.2.4 Material e Métodos

Entre novembro de 2009 e margo de 2011 dezessete amostras de
leite cru foram coletadas diretamente de latdes ou resfriadores no municipio de
Ivaipora-PR. As amostras foram homogeneizadas com auxilio de uma concha
previamente flambada e cerca de 300 mL foram armazenados em bolsas plasticas
estéreis. A logistica de amostragem obedecia a dinamica da coleta a granel dos
laticinios locais. Além das 17 propriedades utilizadas nesse estudo, outras 85 foram
caracterizadas através da aplicacdo de questionario e observacao, totalizando 102
propriedades localizadas na regiao de Ivaipora-PR.

As bolsas plasticas foram encaminhadas para o Laboratério de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Universidade Estadual de Londrina
(LIPOA-UEL), onde foram realizadas a prova do alcool 72° (v/v) (Brasil, 2011; Brasil,
2003), titulacdo de acidez pelo método Dornic (BRASIL, 2003) e determinagao do
pH, utilizando pHmétro portatil HANNA HI8424.

Segundo o teste do alcool 72° e acidez Dornic, as amostras
receberam a seguinte classificagao: leite estavel (com acidez entre 14°D e 18°D e
estavel ao alcool); leite acido (com acidez acima de 18°D e instavel ao alcool); e
LINA (com acidez entre 14°D e 18°D, porém estavel ao alcool) (PONCE;
HERNANDEZ, 2001).

Para cada amostra, duas aliquotas com cerca de 100 mL eram
transferidas para frascos de polietileno contendo bronopol para a determinacao da
composi¢cado centesimal pela metodologia de infravermelho (INTERNACIONAL IDF
STANDART 141C, 2000) e azidiol para a contagem total de bactérias (CBT) por
citometria de fluxo, respectivamente (INTERNACIONAL IDF STANDART 196, 2004).

Os frascos foram encaminhados para o Laboratério da Associagao
dos Produtores e Criadores de Bovinos da Raga Holandesa (APCBRH) em Curitiba-
PR, para determinacédo a porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos totais
(ST), soélidos ndao gordurosos (SNG), contagem de células somaticas (CCS) CBT.
Para o transporte, os frascos foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo
reciclavel.

Cerca de 20ml de cada amostra foi congelada a -18°C em placa de
petri e liofilizada em aparelho giratério tipo speed vac (Speed Vac SC110), Savant

Instruments, Inc., USA por 24 horas. As amostras secas foram encaminhadas para o
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Laboratério de Difragdo de Raios X da Universidade Estadual de Londrina e
analisadas com o difratdmetro Panalytical X"Pert PRO MPD, com tubo de cobre,
monocromador de grafite e detector por ionizagdo, em um intervalo de 5° a 60°, 26,
com passo de 0,05° e um segundo de medida em cada passo. Os difratogramas
foram submetidos a analise por agrupamento no software X'Pert HighScore Plus
(PANALYTICAL, 2004), onde o perfil cristalografico das amostras foi reunido
conforme semelhanca na intensidade e localizagao de picos.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e as
variaveis analisadas foram pH, porcentagem de gordura, de proteina, de lactose, de
soélidos totais (ST) e de sdlidos ndao gordurosos (SNG), uréia, contagem de células
somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT). As variaveis que n&o tiveram
distribuicdo normal pelo teste de Lilliefors foram normalizadas por transformagéo
logaritmica. Os dados foram submetidos a analise de variancia ponderando o efeito
dos diferentes grupos segundo a analise por agrupamentos, sendo que fatores com
p<0,05 foram posteriormente analisados pelo teste de Tukey a 0,5%. Para todas as

analises foi utilizado o programa Statistica 7.0.

4.2.5 Resultados e Discussao

As propriedades localizadas na regido do estudo tinham predominio
de produtores de pequeno porte com média de 18,64 animais por propriedade. O
numero médio de animais em lactagao foi de 7,46 e a produtividade média de leite
diaria foi de 6,04 litros por animal.

Animais de raga nao definida e Girolanda foram os mais frequentes
nas propriedades, com 50% e 16,67%, respectivamente. Em 72,56% das
propriedades, o estabulo era usado como local de ordenha, 24,51% ordenhava os
animais na mangueira e apenas 2,94% possuiam sala de ordenha. A ordenha
manual com bezerro ao pé foi observada em 88 propriedades (86,27%). Outros
manejos foram observados em menor frequéncia, com 4,9% para ordenha manual
sem bezerro e ordenha semi-fechada com bezerro. Apenas 3,9% das propriedades
ordenhavam pelo sistema semi-fechado sem bezerro.

Das 17 amostras analisadas pelo teste do alcool e acidez Dornic trés
foram classificadas como acidas, nove como estaveis e cinco como LINA. Ao serem

submetidas a analise por Rx, cada amostra resultou um difratograma unico, porém



54

semelhantes entre si, com picos identificando principalmente cristais de lactose
monohidratada (C12H22011+H0). A analise por agrupamento cristalografico originou
trés grupos principais, das quais cinco amostras (duas LINA e trés estaveis) ficaram
no grupo 1 (Figura 5); oito amostras (duas acidas e seis estaveis) no grupo 2 (Figura

6); e quatro amostras (trés LINA e uma acida) no grupo 3 (Figura 7).

Figura 5 — Difratograma do grupo 1, de amostras de leite cru, , coletadas entre
novembro de 2009 e marco de 2011 no municipio de Ivaipora - PR.
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Figura 6 — Difratograma do grupo 2, de amostras de leite cru,
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Os difratogramas dos trés grupos diferem principalmente na
intensidade do primeiro pico, entre 10° e 15° e na intensidade do segundo pico,
entre 15° e 20°. Esses picos sdo mais intensos no grupo 3 e menos intensos no
grupo 1, sendo que o grupo 2 apresentou intensidade intermediaria. Segundo
Nijdam et al. (2007), esses picos caracterizam a lactose monohidratada e o seu

padrao cristalografico esta representado na figura 8.

Figura 8 — Padrao cristalografico da lactose monohidratada.
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A distribuicdo das amostras nos trés grupos nédo foi homogénea
(p<0,05) segundo o teste de qui-quadrado, sendo que o grupo 3 apresentou maior
tendéncia de agrupamento para amostras classificadas como LINA. Além das trés
amostras classificadas como LINA, esse grupo também possui uma amostra acida,
que por sua vez, pode ter tido comportamento LINA antes de se tornar acida.

A analise por agrupamento indicou que pode haver uma
heterogeneidade entre as amostras LINA e amostras estaveis ou acidas, uma vez
que ndo houve amostras LINA no grupo 2. O fato sugere que a estrutura
cristalografica do LINA pode ser diferente dos leites estaveis e acidos.

Nijdam et al. (2007) relataram que a intensidade dos picos de
lactose monohidratada no eixo y pode ser influenciada pela quantidade de sdlidos
presente na amostra. Assim, menores taxas de cristalizagcdo, caracterizadas por
picos menos intensos, ocorrem quando ha maior quantidade de sélidos na amostra,

como sais e proteinas.
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A analise de variancia dos trés grupos originados pela analise de
agrupamento apontou diferenca (p<0,05) entre as médias de lactose e de sodlidos
nao gordurosos. A tabela 4 mostra que o grupo 3 apresentou menores porcentagens
de sdlidos, que incluem todos os componentes lacteos, exceto a gordura. Esse fato
segue a mesma tendéncia que Nijdam et al. (2007) observaram, uma vez que nessa
pesquisa o grupo com menor quantidade de solidos (grupo 3) apresentou picos

cristalograficos mais intensos.

Tabela 4 — Quantidade média ( X ) e desvio padrdo ( o ) de lactose e sélidos néo
gordurosos em diferentes grupos cristalograficos segundo a analise por
agrupamento em 17 amostras de leite cru coletadas entre novembro de
2009 e margo de 2011 no municipio de lvaipora - PR.

Lactose (%) SNG (%)
X o X o
Grupo 1 4,34%° 0,08 8,41% 0,16
Grupo 2 4,562 0,09 8,84° 0,24
Grupo 3 4,14° 0,37 7,92° 0,94

Médias seguidas por letras iguais nao diferiram no teste de Tukey (p>0,05)

Houve diferenga (p<0,05) nas médias de lactose entre os grupos 2 e
3, com menores porcentagens para o grupo 3, porém sem diferenga quando
comparados ao grupo 1. A quantidade média de lactose apresenta-se em
concentragdes inferiores no LINA na maioria dos estudos. Barros (2001), Ponce;
Hernandez (2001), Oliveira; Timm (2006), Zanela et al. (2006) e Marques et al.
(2007) encontraram porcentagem de lactose inferior no leite instavel. Nesse trabalho
a mesma tendéncia pode ser observada, uma vez que o grupo 3, composto em sua
maioria por LINA, apresentou as menores (p<0,05) porcentagens para a lactose.

Dietas com baixos niveis de energia foram associadas a produgao
de leite com menores teores de lactose. A lactose atua no equilibrio osmético na
passagem dos componentes do sangue para o leite, em conjunto com outros
minerais (sodio, potassio e cloro). Assim, com a redug¢ao desse agucar, pode haver
maior transporte de minerais para o leite, os quais aumentam a forca idnica,
reduzem o pH, aumentam a solubilizacdo de Ca™ e por fim, desestabilizam as
micelas caseicas (HORNE; MUIR, 1990; GRAET; GAUCHERON, 1999; AGENAS et
al. 2003). A mastite e o estresse também promovem esse mecanismo, mas por
diminuir a forga de jungéo das células epiteliais da glandula mamaria (STELWAGEN
et al. 2000).
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O pH, a gordura, a proteina, solidos totais, uréia, CBT e CCS nao
apresentaram diferencas entre as médias dos diferentes grupos, o que pode ser
observado na tabela 5.

Esses componentes sdo comparados com frequéncia € nem sempre
€ possivel estabelecer relacdo de aumento ou diminuicdo devido ao fendbmeno LINA.
Barros (2001), Ponce & Hernandez (2001), Oliveira; Timm (2006), Zanela et al.
(2006) e Marques et al. (2007) encontraram maior porcentagem de gordura no LINA.
Por sua vez, Ponce; Hernandez (2001) e Oliveira; Timm (2006) verificaram menor
porcentagem de proteina no LINA quando comparado ao leite estavel.. Donatele et
al. (2003) e Zanela et al. (2006) ndo encontraram relagao entre a precipitacdo do
leite e a CCS. Entretanto Neri et al. (2001) encontraram menor CCS no leite instavel

e nao encontraram diferencgas significativas na CBT.

Tabela 5 — Média ( X ) e desvio padrao ( o ) de pH, gordura, proteina, sélidos totais,
uréia, contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas
(CCS) em diferentes grupos cristalograficos segundo a analise por
agrupamento em 17 amostras de leite cru coletadas entre novembro de
2009 e marcgo de 2011 no municipio de lvaipora - PR.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
X/ o X/o X/ o

pH 6,68 /0,07 6,58 /0,28 6,43 /0,41
Gord (%) 5,55/1,11 3,56 /1,05 3,22/ 0,67
Prot (%) 3,17/0,07 3,30/0,15 3,09/0,24
ST (%) 13,96 / 0,97 12,40/ 1,21 11,14 / 1,46
Uréia (%) 10,62 / 2,40 12,34 /2,16 7,66/3,18
CBT (log™“™) 6,53 /0,61 6,18 /0,90 6,53/0,75
CCS (log®®"™ 5,81/0,95 5,09/ 0,65 4,94 /0,41

Além da anadlise de variancia entre os trés grupos obtidos no perfil
cristalografico, também foi feita a analise de variancia dos componentes do leite
segundo a sua estabilidade ao alcool 72°, porém sem diferengca (p>0,05) para

nenhuma variavel analisada entre os grupos LINA, estavel e acido (Tabela 6).
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Tabela 6 — Média ( X ) e desvio padrdao ( o ) de pH, gordura, proteina, lactose,
sélidos ndo gordurosos (SNG), solidos totais (ST), uréia, contagem
bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS) de 17
amostras de leite cru coletadas entre novembro de 2009 e margo de
2011 no municipio de Ivaiporéd - PR, classificadas segundo o teste do
alcool 72° e acidez Dornic em: Leite Estavel, Leite Instavel Nao Acido
(LINA) e Leite Acido

Estavel LINA Acido
X/ o X/ o X/ o
pH 6,71/0,07 6,64 /0,19 6,10/0,27
Gord (%) 4,07 /1,71 4,05/1,27 3,60/0,39
Prot (%) 3,21/0,12 3,11/0,18 3,43/0,10
Lac (%) 4,49/0,14 4,28 /0,36 4,44 /0,15
SNG (%) 8,63 /0,31 8,19/0,79 8,80/0,17
ST (%) 12,7 /1,66 12,2 /1,86 12,4 /0,67
Uréia (%) 11,90/ 2,27 9,11/2,50 11,29 /3,72
CBT (log*®“™) 6,02/0,88 6,42/0,68 7,00 /0,01
CCS (log®®"™ 5,39/0,74 5,18 /0,92 494 /0,14

Esse resultado mostra que os valores das variaveis analisadas
estavam uniformemente distribuidos entre os leites classificados como estavel, acido
e LINA, fazendo com que n&o houvesse diferenga entre suas médias na analise de
variancia. Por sua vez, o agrupamento feito pela cristalografia, reuniu as amostras
de modo que houvesse diferenca entre as médias de lactose e SNG. Isso reforca o
fato de que a estrutura cristalografica do LINA pode ser diferente dos leites estaveis
e acidos, uma vez que o grupo trés é composto predominantemente (p<0,05) por

amostras LINA.

4.2.6 Conclusoes

A cristalografia fez com que as amostras classificadas como LINA,
estaveis e acidas fossem reunidas em trés grupos principais, com difratogramas
diferentes na intensidade dos picos localizados entre 10° e 15° e entre 15° e 20°.
Menores médias de lactose e de solidos ndo gordurosos foram observadas no grupo
de perfil cristalografico composto em sua maior parte por amostras de LINA.

Houve grupo com predominancia de amostras LINA e também grupo
sem nenhuma amostra LINA. Isso indica que a estrutura cristalografica do LINA

difere quando comparada com leites estaveis e acidos.
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A difratometria de raios X se mostrou uma ferramenta util na
pesquisa de padrdes cristalograficos segundo a estabilidade do leite ao alcool,
entretanto estudos com maior amostragem podem melhorar a interpretacdo dos

dados.

4.2.7 Referéncias

AGENAS, S.; DAHLBORN, K.; HOLTENIUS, K. Changes in metabolism and milk
production during and after feed deprivation in primiparous cows selected for different
milk fat content. Livestock Production Science, v.83, p.153-164, 2003.

BARROS, L. Transtornos metabolicos que afetam a qualidade do leite, p.44-57. In:
GONZALEZ, F.H.D.; DURR, J.W. & FONTANELI R.S. (Eds), Uso do Leite para
Monitorar a Nutricdo e Metabolismo de Vacas Leiteiras. UFRGS: Porto Alegre,
2001.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Departamento de
Inspecgéo de Produtos de Origem Animal, Instrugdo Normativa N° 62, de 29 de
dezembro de 2011. Diario Oficial da Uniao, Brasilia, 30 de dezembro de 2011,
Secao 1, 2011.

DONATELE, D. M;; VIEIRA, L. F. P.; FOLLY, M. M. Relagao do teste de Alizarol a
72% (v/v) em leite in natura de vaca com acidez e contagem de células somaticas:
analise microbiolégica. Higiene Alimentar, n.17, p.95-100. 2003.

GRAET, Y.L.; GAUECHERON, F. pH-induced solubilization of minerals from casein
micelles: influence of casein concentration and ionic strength. Journal of Dairy
Research, v.66, p.215-224, 1999.

HORNE, D.S.; MUIR, D.D. Alcohol and heat stability of milk protein. Journal of
Dairy Science, v.3, p.3613-3626, 1990.

INTERNATIONAL IDF Standard 141C:2000: Whole milk - determination of milkfat,
protein and lactose content. Guidance on the operation of mid-infrared
instruments. Brussels, 2000.

INTERNATIONAL IDF Standard 196C:2004: Milk - Quantitative determination of
bacteriological quality. Guidance for establishing and verifying a conversion
relationship between routine method results and anchor method results.
Brussels, 2004.

MARQUES, L. T.; ZANELA, M. B.; RIBEIRO, M. E. R.; STUMPF JR, W.; FISHER, V.
Ocorréncia do leite instavel ndo acido (LINA) e seu efeito sobre a composicao
quimica e aspectos fisicos. Revista Brasileira de Agrociéncia, v. 13, n.1, p. 91-97.
2007.



61

MAZZANTI, G.; GUTHRIE, S.; SIROTA, E. B.; MARANGONI, A. G.; IDZIAL, H. J.
Effect of minor components and temperature profiles on polymorphism in milk fat.
Crystal Growth and Design, v. 4, p. 1303-1309. 2004.

NIJDAM, J.; IBACH, A.; EICHHORNAND, K; KIND, M. An X-ray diffraction analysis of
crystallised whey and whey-permeate powders. Carbohydrate Research, n. 342, p.
2354-2364, 2007.

O'CONNELL, J. E.; KELLY, A. L.; FOX, P. F.; DE KRUIF, K. G. Mechanism for the
ethanoldependent heat-induced dissociation of casein micelles. Journal of
Agricultural and Food Chemistry, v. 49, p. 4424-4428. 2001.

O’CONNELL, J. E.; SARACINO, P.; HUPPERTZ, T.; UNIAKE, T.; DE KRUIF, C. G;
KELLY, A. L.; FOX, P. F. Influence of ethanol on the rennet-induced coagulation of
Milk. Journal of Dairy Research, v. 73, p. 312-317. 2006.

OLIVEIRA, D. S.; TIMM, C. D. Composicao do leite com instabilidade da caseina.
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, n.2, p.259-263. 2006.

PANALYTICAL. X'Pert HighScore Plus. Versao 2.0.1. Pananalytical B.V., The
Netherlands, 2004.

PONCE, P.; HERNANDEZ, R. Propriedades fisico-quimicas do leite e sua
associagao com transtornos metabdlicos e alteragdes na gléndula mamairia. In:
GONZALEZ, F. H. D.; DURR, J. W.; FONTANELI, R. S. (Eds.) Uso do leite para
monitorar a nutricdo e metabolismo de vacas leiteiras. UFRGS, Porto Alegre.
2001, p.58-62.

STELWAGEN, K.; HOPSTER, H.; VAN DER WERF, J.T.N. ET AL. SHORT
COMMUNICATION: EFFECTS OF ISOLATION STRESS ON MAMMARY TIGHT
JUNCTIONS IN LACTATING DAIRY COWS. JOURNAL OF DAIRY SCIENCE,
V.83, P.48-51, 2000

THACHEPAN, S.; LI, M.; MANN, S. Mesoscale crystallization of calcium phosphate
nanostructures in protein (casein) micelles. Nanoscale, v. 2, p. 2400-2405. 2010.

ZANELA, M. B.; FISHER, V.; RIBEIRO, M. E. R.; BARBOSA, R. S.; MARQUES, L.
T.; STUMPF JR, W.; ZANELA, C. Leite instavel ndo-acido e composic¢ao do leite de
vacas Jersey sob restricdo alimentar. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v. 41, n.
5, p. 835-840. 2006.



62

4.3  EQUILiBRIO ACIDO-BASE DE VACAS LEITEIRAS E SUA RELAGAO COM A ESTABILIDADE
ALCOOLICA E COMPOSIGAO MINERAL DO LEITE PRODUZIDO

(AciD BASE EQUILIBRIUM OF DAIRY COWS AND ITS RELATION BETWEEN THE ALCOHOL

STABILITY AND THE MINERAL COMPOSITION OF MILK)
4.3.1 Resumo

Esse trabalho associou a ocorréncia de disturbios acido-base com a estabilidade
alcodlica do leite de animais a campo além de avaliar diferengas entre a composig¢ao
mineral de leites estaveis e instaveis ao alcool. O leite de 96 vacas leiteiras foram
analisados para porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST),
sélidos nao gordurosos (SNG), células somaticas (CCS), contagem bacteriana total
(CBT) prova do alcool 72° (v/v) e titulagdo Dornic, teores de Na*, K*, CI', Mg, PO4> e
Ca total. O sangue desses animais foi analisado em hemogasémetro para pH, pCO,,
HCO3, excesso de bases (BE), Na* e K*. No leite, ndo foi encontrada diferenca na
composi¢cao centesimal entre amostras estaveis e instaveis ao alcool. Porém, a
média de K* foi maior em amostras de LINA. A quantidade média de PO, e Ca foi
inferior nos leites instaveis. Em relacdo aos disturbios metabdlicos, vacas que
produziram LINA apresentaram maior proporcdo de disturbios acido-base,
principalmente alcalose metabdlica compensada. No sangue, as médias de
bicarbonato e excesso de bases foram maiores nas vacas que produziram LINA,
reforcando maior proporcéo de alcalose metabdlica nesses animais. Assim, 0s casos
de desequilibrios acido-base influenciam a instabilidade do leite ao alcool e a
composi¢cao mineral de leites instaveis pode ser reflexo desses disturbios.

Palavras-Chave: Hemogasometria. Alcalose. Eletrélitos. Leite instavel ndo acido
(LINA).

4.3.2 Abstract

This work associates acid-base disturbances with the alcohol stability of milk from
lactating cows, furthermore evaluates differences among mineral composition of
stable and unstable milks to alcohol. The milk of 96 dairy cows were analyzed for
percentage of fat, protein, lactose, total solids (TS), solids not fat (SNF), somatic cell
count (SCC), total bacterial count (TBC), alcohol stability, acidity Dornic, Na*, K*, CI,
Mg, PO, and Ca. B The blood of these animals was analyzed in hemogasometer for
pH, pCO,, HCO3, base excess (BE), Na + and K +. There was no difference in
composition between stable and unstable milk to alcohol. However, values was
higher for K* among unstable milks. The average of Ca and PO4> was lower in
unstable milk. Regarding metabolic disorders, cows that produced unstable milks to
alcohol, had higher proportion of acid-base disorders, mainly metabolic alkalosis
compensated. Blood means of bicarbonate and base excess were higher in cows
that produced unstable milk, pointing that metabolic alkalosis are in higher proportion
in these animals. Thus, acid-base imbalances may be associated with the alcohol
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instability of milk and variations of its mineral composition may be a repercussion of
these disorders.

Key Words: Hemogasometry. Alkalosis. Electrolytes. Unstable non-acid milk
(UNAM).

4.3.3 Introducéao

O equilibrio acido-base ¢ vital para a manutencédo do pH sanguineo
do animal e seu estado higido (FETMANN, 2007). Alteragdes nesse sistema podem
ser acompanhadas por disturbios eletroliticos, sendo que ambos influenciam a
composic¢ao e o balango iénico do leite produzido (MARQUES, 2011).

Oscilagdes em alguns componentes lacteos, como o balango salino,
lactose, uréia e calcio livre podem estar relacionadas com a estabilidade alcodlica.
Isso faz com que outras variaveis, além da acidez microbiologica, influenciem a
prova do alcool/alizarol, podendo haver descarte desnecessario de leite cru, no
momento da sua coleta ou recepcao pela industria. O leite instavel na prova do
alcool e sem acidez de origem microbiologica é chamado de Leite Instavel N&o
Acido - LINA (LUCEY; HORNE, 2009; MOLINA et al. 2001)

Rebanhos com nutrigdo e manejo adequados, livres de patologias,
estresses e desconfortos devem produzir leite com adequada estabilidade alcodlica
(FISHER et al, 2012). Thrall (2007) afirmou que mesmo em animais sem sinais
clinicos, os disturbios acido-base e/ou eletroliticos podem ocorrer, dificultando o
estabelecimento de relacbes causa-efeito na instabilidade alcodlica do leite, além de
subestimar a intensidade com que esses fatores aparecem associados ao LINA.

Os disturbios acido-base podem n&o s6 diminuir a producéo leiteira,
como também desequilibrar os componentes lacteos que estdo envolvidos na
estabilidade alcodlica (FISHER et al, 2012). Esses dados ficam claros em
experimentos induzidos, onde as variaveis sao melhor controladas e influéncias
externas sdo minimizadas.

Em pesquisas a campo, a deteccéo de relacdo causa-efeito pode ser
dificultosa, uma vez que os vieses nao estao previstos no delineamento. No entanto,
reunir as principais variaveis que influenciam a ocorréncia do LINA e pesquisa-las
em animais a campo, pode melhor relacionar os resultados disponiveis até o

momento com a realidade.
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Considerando que pesquisas anteriores trabalharam com
desequilibrios metabdlicos induzidos experimentalmente, esse trabalho teve como
objetivo associar a ocorréncia de disturbios acido-base com a estabilidade alcodlica
do leite de animais a campo, bem como avaliar diferengas entre a composicao

mineral de leites estaveis e instaveis ao alcool.

4.3.4 Material e Métodos

A amostragem compreendeu 96 vacas leiteiras distribuidas em seis
propriedades da regido norte do Parana e sem qualquer sinal clinico patologico. As
coletas foram realizadas no més de julho de 2012, sendo coletados o leite e o
sangue correspondente de cada animal.

Apods a ordenha completa de cada animal, o leite foi homogeneizado
com auxilio de uma concha flambada e cerca de 300 mL foram coletados
diretamente do latdo, mantendo a individualidade da amostra. Aproximadamente 200
mL foram acondicionados em bolsas plasticas, e o restante foi igualmente dividido
em frascos de polietileno, todos sob refrigeracdo em caixas isotérmicas com gelos
reciclaveis.

Os frascos de polietileno continham bronopol para a determinacao
da composicdo centesimal pela metodologia de infravermelho (INTERNACIONAL
IDF STANDART 141C, 2000) e azidiol para a contagem total de bactérias por
citometria de fluxo (INTERNACIONAL IDF STANDART 196, 2004). Os frascos foram
encaminhados ao laboratério da Associagado dos Produtores e Criadores de Bovinos
da Raga Holandesa (APCBRH), Curitiba-PR, onde foram mensuradas a
porcentagem de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST), sélidos nao
gordurosos (SNG), contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana
total (CBT).

As bolsas plasticas seguiram para o Laboratério de Inspegédo de
Produtos de Origem Animal da Universidade Estadual de Londrina (LIPOA-UEL),
onde foram realizadas a prova do alcool 72° (v/v) (BRASIL, 2011; BRASIL, 2003) e
titulagao de acidez pelo método Dornic (BRASIL, 2003).

Segundo o teste do alcool 72° e acidez Dornic, as amostras foram
classificadas em: leite normal (com acidez entre 14°D e 18°D e estavel ao alcool); e

LINA (com acidez entre 14°D e 18°D, porém instavel ao alcool).
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Cerca de 20ml de cada amostra de leite foi congelada a -18°C em
tubos de vidro tampados até as analises para a determinagdo de minerais no
Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Estadual de Londrina. O periodo
maximo entre a coleta e as analises foi de 120 dias. O descongelamento ocorreu em
banho-maria a 36° C, por 20 minutos, com posterior homogeneizagdo em agitador
de tubos tipo vortex por 10 segundos. Na quantificacdo de calcio e fosfato as
amostras foram diluidas na proporgao 1/10 em agua deionizada.

A pesquisa de Na*, K" e CI" nas amostras de leite utilizou o método
de eletrodos ion-seletivo indireto no sistema de clinica quimica Dimension® RXL
Siemens Diagnostics (Marburg, Germany) com cartucho de eletrélitos Flex®
Eletroclytes - S600. A metodologia colorimétrica com leitura espectofotométrica
Dimension® foi utilizada na quantificagdo de magnésio, calcio total e fosfato, com os
respectivos cartuchos: Flex® MG - DF57 (GITELMAN; HURT; LUTWAK, 1966),
Flex® Ca - DF23A (SARKER; CHAUHAN, 1967) e Flex® PHOS - DF61 (GOMORI,
1941).

A coleta de sangue de cada animal foi feita pela pungao de 2 mL da
veia sacral mediana, utilizando agulha descartavel 25 x 8 mm, acoplada firmemente
a uma seringa plastica de 3 mL, com cerca de 0,08 mL de heparina sédica. Durante
a puncédo, o animal era contido em estagdo e o émbolo da seringa era tracionado
com o cuidado de evitar bolhas de ar. A agulha era entdo vedada com borracha.
Durante o transporte as seringas foram submersas em banho de agua gelada, entre
zero e 4°C por no maximo 4h até a analise, conforme recomendado por Lisbda et al.
(2001).

As amostras de sangue foram analisadas por meio do
hemogasémetro Roche Omni C (Roche Diagnostics, Graz, Austria) do Laboratério
de Patologia Clinica da Universidade Estadual de Londrina, e entdo mensurados o
pH e as pressdes parciais de dioxido de carbono (pCO;) e de oxigénio (pOy).
Através de calculo a metodologia forneceu também a concentragdo de bicarbonato
no plasma (HCO3') e 0 excesso de bases no sangue (BE).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e as
variaveis analisadas no leite foram a porcentagem de gordura, de proteina, de
lactose, de sdlidos totais (ST) e de sdlidos ndo gordurosos (SNG), uréia, contagem

de células somaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT), calcio total (CT),



66

magnésio (Mg), fosfato (PO,>), sodio (Na*), potassio (K*) e cloreto (CI'). No sangue,
as variaveis analisadas foram pH, pCO,, HCO3 e BE.

Esses dados foram submetidos a analise de variancia ponderando o
efeito do comportamento do leite (normal e LINA), sendo que fatores com p<0,05
foram posteriormente analisados pelo teste de Tukey a 0,5%. As variaveis que nao
tiveram distribuicdo normal pelo teste de Lilliefors (CCS e CBT) foram normalizadas
por transformacgao logaritmica.

A partir da interpretagdo dos valores hemogasométricos, os animais
foram classificados em grupos segundo os disturbios acido-base: alcalose ou
acidose, de origem respiratoria ou metabdlica, ou ainda, sem disturbios (normais). A
proporgao de ocorréncia de leites LINA e normais dentro desses grupos foi analisada
pelo teste de qui-quadrado a 0,5%. A correcdo de Yates foi aplicada quando o
numero de observagdes era menor que cinco. Os valores de referéncia para as
variaveis sanguineas foram os apresentados por Blood (1991). Para todas as

analises foi utilizado o programa Statistica 7.0.
4.3.5 Resultados e Discusséo

As propriedades tinham em média 16 animais em lactagdo, com uma
produtividade média de 12,68 litros cada. Quatro propriedades possuiam ordenha
com sistema a vacuo semi-fechado e duas propriedades tinham ordenha manual,
porém todas com a presenga do bezerro e duas ordenhas ao dia. Essas
caracteristicas de manejo e producéo estdo de acordo com a média de produgao da
regido norte do estado, que pode variar de 7 até 18 litros/dia (IPARDES, 2009;
IBGE, 2011).

Segundo o teste do alcool 72° e acidez Dornic, 67 amostras de leite
foram classificadas como normais e 29 amostras se comportaram como LINA. Entre
esses dois tipos de leite, ndo houve diferenga (p>0,05) nas médias de porcentagem

de gordura, proteina, lactose, solidos totais, uréia, CCS e CBT (Tabela 7).
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Tabela 7 — Média ( X ) e desvio padrao ( o ) da porcentagem de gordura, proteina,
lactose, solidos totais (ST), uréia, contagem bacteriana total (CBT),
contagem de células somaticas (CCS), sodio (Na*), potassio (K*), cloreto
(CI'), magnésio (Mg), calcio total (CT) e fosfato (PO4>) em diferentes
padroes de estabilidade do leite segundo o teste do alcool 72° e acidez
Dornic: Leite Normal e Leite Instavel Ndo Acido (LINA), observados em
96 amostras da regido norte do Parana.

Normal (n=67) LINA (n=29) Total (n=96)
X/ o X/ o X/ o

Gord (%) 3,41/0,94 3,97 /0,99 3,58 /0,99
Prot (%) 3,34/0,35 3,60/0,43 3,42/0,39
Lac (%) 4,62 /0,26 445/0,17 4,56 /0,25
ST (%) 12,29/1,25 12,95/ 1,18 12,49 /1,26
Uréia (%) 11,54 / 2,89 10,41 /3,93 11,20 / 3,26
CBT (log”®™) 1,26 /0,73 1,47 /0,52 1,32/0,68
CCS (log®®"™ 2,13/0,73 1,84 /0,57 2,04 /0,70
Na* (mmol/L) 23,55 /5,26 24,03 /4,95 23,70/5,15
K* (mmol/L) 38,50/ 4,26 43,42° /6,15 39,99/5,38
CI' (mmol/L) 26,94 / 4,44 33,62/5,35 28,96 / 5,62
Mg (mg/dL) 11,46 / 2,67 12,28 /2,86 11,71/2,74
CT (mg/dL) 104,54°/ 5,40 90,87° /0,81 100,41/ 4,57
PO4” (mg/dL) 73,67°/ 3,00 58,48° / 0,60 69,08 / 2,62

Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferenca no teste de Tukey (p<0,05)

Em outras pesquisas, os componentes do LINA que frequentemente
apresentaram diferengas quando comparados ao leite normal sdo lactose e gordura.
Nos leites instaveis, a lactose costuma aparecer em menores quantidades, enquanto
as médias de gordura sdo maiores. (FISCHER et al. 2006; MARQUES et al. 2007;
ZANELA et al. 2009). Os autores associaram essas diferencas a deficiéncia
alimentar e/ou alta contagem de CCS.No presente estudo, os resultados estdo de
acordo com Fruscalso (2007), quel ndo encontrou diferencas na composi¢céao
centesimal entre leites estaveis e instaveis ao alcool.

Por sua vez, a média da concentracdo de potassio (K*) foi maior
(p<0,05) no LINA. Chavez et al (2004) também constataram maiores quantidades de
potassio em leites instaveis ao alcool.

O efeito do potassio ndo se restringe a maior instabilidade ao alcool,
Tsioulpas, Lewis e Grandison (2007) constataram que maiores quantidades
diminuem o tempo necessario para o leite coagular sob efeito da quimosina. O
potassio altera as cargas entre as micelas de caseina e assim promove a diminuigao

nas suas forgas repulsivas. Esse cation, além de modificar forgas ibnicas, ainda tem
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efeito na diminui¢cao do pH do leite, 0 que aumenta a instabilidade micelar (DAVIES;
WHITE, 1958).

A quantidade média de fosfato (PO, ) foi inferior (p<0,05) nos leites
instaveis ao alcool. Assim como os citratos, os fosfatos sdo agentes quelantes e
possuem afinidade por ions de metais, como Ca™ e Mg™". A interacdo entre esses
cations e anions determina que baixas quantidades de fosfatos sejam
acompanhadas por altas quantidades de Ca™ (LUCEY; HORNE, 2009). O calcio
livre se liga as cargas negativas da caseina, o que diminui a repulsdo entre as
micelas, deixando-as propensas a aglutinagdo (instabilidade) frente a menores
concentracgdes de alcool (HORNE; PARKER, 1981).

A relacao entre o balango salino dos componentes citados com a
estabilidade ao alcool ja foi descrita por Donnelly e Horne (1986) através da férmula
(Ca + Mg) / (P + Ci) (r = = 0,33; p<0,01). Assim, as interagdes entre esses sais
explicam 33% da estabilidade/instabilidade alcodlica em fungdo do pH. Apesar do
baixo coeficiente de correlagdo é possivel notar que Ca™ e Mg"™ promovem
desestabilizacao, enquanto fosfato e citrato tém efeito contrario.

O calcio ibnico aparece em maiores quantidades em leites instaveis
em varios estudos. Tsioupas, Lewis e Grandison (2007) investigaram o efeito dos
minerais sobre a estabilidade alcodlica do leite durante uma lactacdo completa,
constatando uma forte relagdo negativa entre teores de Ca™" e a estabilidade (r= -
0,84; p<0,05). Viero (2008) estudou a influéncia de dietas contendo selénio sobre as
caracteristicas do leite produzido, constatando também que os leites instaveis
possuiam maiores teores de Ca’", independente da dieta recebida. A presenca de
maiores quantidades de calcio idnico no leite produzido € associada ao inicio e ao
finalda lactagdo, as alteragdes metabdlicas e/ou dietas anidnicas. (TSIOULPAS;
GRANDSON; LEWIS, 2011; MARQUES et al. 2011).

Embora o calcio total ndo tenha efeito sobre a estabilidade alcodlica
do leite (TSIOULPAS; GRANDSON; LEWIS, 2007), ha uma relagao inversa (r=-0,60;
p<0,05) com a quantidade de calcio i6nico livre (FOX; MORRISSEY,1977; AOKI,
UMEDA; NAKANO, 1999; CHAVEZ et al. 2004). Assim, se leites instaveis tem
maiores quantidades de calcio livre, também possuem menores quantidades de
célcio total. Nesse estudo ndo se quantificou o calcio livre, mas menores (p<0,05)
quantidades de calcio total foram encontradas nas amostras instaveis ao alcool,

fortalecendo essa observacgao.
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Os teores de soédio e cloreto nao diferiram (p>0,05) entre leites
normais e LINA, apesar de fazerem parte do grupo de minerais que influenciam a
estabilidade alcodlica do leite através do equlibrio de forgas idnicas. As médias de
magnésio também ndo diferiram. Por fazer parte da estrutura micelar, esse ultimo
mineral parece ter maior influéncia na estabilidade térmica a estabilidade alcodlica
(CHAVEZ et al. 2004).

Em relagcdo aos disturbios metabdlicos, foi possivel observar que os
animais que apresentaram algum tipo de disturbio acido-base tiveram maior
ocorréncia de LINA (p<0,05) (Tabela 8). Cerca de 43% das vacas que produziram
leite normal apresentaram algum tipo de disturbio, enquanto essa propor¢ao nas
vacas que produziram LINA foi maior que 65%. O disturbio mais frequente
observado nos animais produtores de LINA, com 27,59% dos casos, foi a alcalose
metabdlica compensada (alcalose metabdlica + acidose respiratéria com pH dentro

do intervalo de referéncia).

Tabela 8 — Frequéncia absoluta e relativa dos disturbios acido-basicos observados
em 96 vacas da regiao norte do Parana.segundo a estabilidade* do leite

produzido
Comportamento do leite
Natureza do disturbio Normal LINA Total X2 p
n (%) n (%) n (%)

Acidose respiratoria 4 (5,97) 3 (10,34) 7 0,12;0,73
Acidose metabdlica 1(1,49) 2 (6,90) 3 0,58 ;0,45
Alcalose respiratoria 7 (10,45) 1(3,45) 8 0,54 ; 0,56
Alcalose metabdlica 5 (7,46) 5 (17,24) 10 1,16 ; 0,28
Acid. resp. + alc. met 11 (16,42) 8 (27,59) 19 1,59 ;0,21
Alc. resp. + acid. met 1(1,49) n.o 1 0,19, 0,66
Total com disturbios 29 (43,28) 19 (65,52) 48 (50) 400 - 0.04
Sem disturbio 38 (56,72) 10 (34,48) 48 (50) T
Total 67 (100) 29 (100) 96 (100)

n: numero de observagdes; n.o: ndo observado
*Avaliacao realizada segundo o teste do alcool 72° e acidez Dornic (BRASIL, 2006)

A alcalose metabdlica é acompanhada de acumulo de bicarbonatos
no fluido extracelular, resultado de uma perda excessiva de acidos. Essa situacao
pode ocorrer quando a excrecao de potassio estd aumentada. Além da alcalose,
outras patologias podem aumentar a excregdo do potassio, como vémito, diarréia,
obstrugcdes gastrointestinais, peritonites, ascites, hiperadrenocorticismo e

insuficiéncia renal. Em substituicdo ao potassio perdido, os ions de hidrogénio, que



70

acidificam o sangue, passam para o interior das células, resultando em um aumento
do pH sanguineo (COLES, 1984). Nesse estudo, vacas que produziram LINA
excretaram maiores quantidades de potassio no leite, o que corrobora com o quadro
apresentado.

Para compensar a alcalose o organismo do animal diminui a troca de
sodio/hidrogénio, diminuindo a formacgéao de amoénia e a conservagao de bicarbonato.
Dessa forma, a excrecdo de HCO3™ estara aumentada (BLOOD, 1991). No leite, o
aumento da excrecao de bicarbonato resulta em dois fatores que estido relacionados
ao aumento da instabilidade alcodlica: o primeiro € o aumento do pH, que faz a
solubilidade dos sais diminuirem, aumentando as chances de precipitagao na prova
do alcool.

O segundo fator, é que maiores quantidades de HCO;5
disponibilizam mais ligagcbes para cations (Ca, K, Na), aumentando a proporcao de
sais carbonatados, os quais também conduzem a maiores chances de precipitarem
na prova do alcool (FOX, 1992).

O aumento da excrec¢ao de bicarbonato no leite e elevagcao do pH
costuma ocorrer nos estagios finais da lactacdo (DONELLY; HORNE, 1986). A
instabilidade proveniente do pH basico pode ser corrigida pela acidificacao do leite
ou entdo através da alimentacdo aos animais, aumentando-se o0s niveis de
carboidratos e anions da dieta.

A alcalose metabdlica pode ser tratada pela administracdo de
infusdes salinas, corrigindo o volume de liquido extracelular, as concentragbes de
sodio e cloreto e normalizando a excreg&o de potassio (BLOOD, 1991).

Disturbios acido-base de outra natureza também podem estar
relacionados a instabilidade. Marques et al. (2011) induziram vacas a produzirem
LINA através da suplementacdo alimentar com cloreto de aménio. Essa dieta
promoveu a acidose metabdlica dos animais e foi constatada pelo pH urinario. Nesse
caso, 0 organismo aumenta a reabsorgéo de calcio 6sseo, aumentando a proporgéo
de Ca™ na secregdo lactea, um dos fatores responséaveis pela instabilidade ao
alcool.

A analise de variancia dos componentes sanguineos utilizados no
diagndstico dos disturbios acido-base mostrou diferengca (p<0,05) apenas nas

meédias de bicarbonato e excesso de bases, que foram maiores entre as vacas que
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produziram LINA (Tabela 9), reforcando o achado de maior propor¢ao de casos de

alcalose metabdlica nesses animais.

Tabela 9 — Média ( X ) e desvio padréo ( 0 ) de pH, pressao parcial de dioxido de
carbono (pCO;), concentracdo de bicarbonato (HCOS3-), excesso de
bases (BE), sodio (Na*) e potassio (K') em 96 amostras de sangue de
vacas leiteiras do norte do Parana segundo diferencas de estabilidade
do leite produzido: Normal e Leite Instavel Ndo Acido (LINA)

Normal (n=67) LINA (n=29) Total (n=96)
X/ o X/ o X/ o

pH 7,43 /0,06 7,46 /0,07 7,44 /0,07
pCO, (mmHg) 42,68 / 8,34 44,01 /8,09 43,08 /8,24
HCO3 (mmol/L) 27,50% / 3,20 30,02° /3,68 28,26 / 3,53
BE(mmol/L) 2,94° /2,89 5,53 / 3,63 3,721/ 3,34
Na*(mmol/L) 143,19 /5,20 142,68 / 2,66 143,03 /4,58
K*(mmol/L) 4,18 /0,47 4,26 /0,42 4,21/0,46

Médias seguidas de letras diferentes apresentaram diferenca no teste de Tukey (p<0,05)

Devido ao estado acido-base ser compensado pela fungao renal
e/ou respiratoria, o pH sanguineo nao apresenta grandes variagdes. Isso pdde ser
observado pelos valores do desvio padréo, resultando em nao diferenca na analise
de variancia.

Pressupondo que a alcalose metabdlica seja o disturbio primario, a
nao diferenca entre as médias de pCO, pode sugerir que vacas que produziram
LINA ndo conseguiram compensar a alcalose metabolica com a mesma eficiénciada
resposta respiratoria de vacas que produziram leite normal. Quando ha aumento do
HCOg3', espera-se uma compensacao respiratoria através do aumento da pCO; para
o equilibrio do pH, o que n&o ocorreu.

Também n&o houve diferenga entre as médias de Na* e K' no
sangue de animais que produziram LINA. Ha relatos que amostras de leite que
possuiam menor estabilidade alcodlica estavam relacionadas com menores
quantidades de Na* e maiores de quantidades de K*, tanto no sangue como no leite
dos animais. Quando as vacas ingeriam NaCl, a proporgdo sanguinea e lactea de
Na® aumentava, aumentando também a estabilidade do leite. Quando os animais
recebiam um bloqueador de ions Na (predinisolona), a estabilidade do leite era
reduzida (FUKUSHIMA; DOI; TAKIZAWA, 1983).

Estudos similares, em vacas a campo e com maior amostragem

podem gerar interpretagdes com maior confiabilidade. Tanto a acidose como a
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alcalose metabdlica parecem interferir na estabilidade do leite, além de outros
fatores. Isso indica que solugdes simples, como evitar o estresse térmico dos
animais, fornecer dietas com correto balango aniénico e/ou energético e controlar a
mastite nos animais, pode minimizar os problemas relacionados a instabilidade do

leite na prova do alcool.

4.3.6 Conclusoes

A frequéncia de casos de LINA foi maior nas vacas com disturbios
acido-base. No entanto, esses disturbios nem sempre resultaram na producido de
leites instaveis ao alcool. A alcalose respiratéria, compensada ou nao, foi o disturbio
mais observado em animais produtores de LINA, mas a acidose metabdlica também
pode estar relacionada com o fenébmeno.

Fatores que alteram o equilibrio acido-base dos animais, como
patologias gastrointestinais, patologias renais, dietas desbalanceadas e inabilidade
dos mecanismos fisiolégicos compensatérios, também podem influenciar a
estabilidade alcodlica do leite.

A composi¢cdo mineral de leites estaveis e instaveis ao alcool pode
ser diferente e estar relacionada aos disturbios acido-base, sempre considerando
que o fendmeno do LINA é multifatorial.

Fatores que evitem o excesso de potassio no leite, a suplementacao
alimentar com sodio, o conforto térmico e a acidificagcdo do pH do leite merecem
maiores estudos sobre suas aplicagdes na correcdo da instabilidade alcodlica do

leite.
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5 CONCLUSOES FINAIS

A composi¢cdo do LINA foi diferente quando comparado ao leite
normal, sendo que o LINA apresentou menor média de lactose e de sdlidos nao
gordurosos em pelo menos uma estagéo.

A estabilidade térmica entre leite normal e LINA foi semelhante,
evidenciando que a acidez n&o é o unico fator relacionado a termo-estabilidade.

A distribuicdo do LINA variou conforme as estagdes do ano, sendo
mais alta no outono e menor no verao.

A estrutura cristalografica do LINA diferiu quando comparada com
leites estaveis e acidos e difratometria de raios X se mostrou uma ferramenta util na
pesquisa de padrdes cristalograficos segundo a estabilidade do leite ao alcool.
Porém, estudos com maior amostragem podem melhorar a interpretagao dos dados.

A frequéncia de disturbios acido-base foi maior em vacas que
produziram LINA. No entanto, esses disturbios nem sempre resultaram na producao
de leites instaveis ao alcool. A alcalose respiratéria, compensada ou néo, foi o
disturbio mais observado em animais produtores de LINA, mas a acidose metabdlica
também pode estar relacionada com o fenémeno.

Considerando a multifatoriedade do LINA e que nem sempre esta
relacionado a ma qualidade do leite, é interessante que as limitacdes do teste do
alcool/alizarol sejam divulgadas, desde a produgcdo até o beneficiamento,
minimizando interpretagdes nao condizentes com a realidade.

Porém, enquanto os problemas da qualidade microbiolégica do leite
brasileiro ndo estiverem resolvidos, esse teste ainda pode ter a sua utilidade.

A ocorréncia do LINA, bem como sua composicdo e possiveis
causas variam conforme a regido e a sazonalidade. Assim, estudos regionais e
continuos s&o oportunos, uma vez que podem ajudar a caracterizar o fendbmeno e

balizar as interpretacdes das industrias e produtores frente ao fenébmeno.
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APENDICE A

Valores de referéncia para pH, presséo parcial de didxido de carbono (pCOy),
concentragdo de bicarbonato (HCO3-), excesso de bases (BE), sodio (Na’) e

potassio (K*) em sangue bovino

Bovinos
pH 7,35a7,50
pCO, (mmHg) 34 a 45
HCO3; (mmol/L) 20 a 30
BE(mmol/L) -2,3a3,7
Na*(mmol/L) 132 a 152
K*(mmol/L) 39a58

Fonte: (BLOOD, 1991)
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Valores de referéncia para gordura, proteina, lactose, sdlidos totais (ST), uréia,

contagem bacteriana total (CBT), contagem de células somaticas (CCS), sddio

(Na*), potassio (K*), cloreto (CI'), magnésio (Mg), célcio total (CT) e fésfato (PO43)

em leite bovino

Referéncia ou Padrao

. Fonte
para leite cru

Gord (%) minimo de 3% BRASIL, 2011
Prot (%) minimo de 2,9% BRASIL, 2011
CBT (bac/ml) maximo de 6x10° BRASIL, 2011
CCS (cel/ml) maximo de 6x10° BRASIL, 2011
Lac (%) ~4.8 FOX, 2009

ST (%) ~11 FOX, 1992
Uréia (%) 10a 14 FOX, 1992

Na* (mmol/L) 17 a 28 GAUCHERON, 2005
K" (mmol/L) 31a43 GAUCHERON, 2005
CI" (mmol/L) 22 a 34 GAUCHERON, 2005
Mg (mg/dL) 0,97 a 14,60 GAUCHERON, 2005
CT (mg/dL) 104,30 a 128,30 GAUCHERON, 2005
PO, (mg/dL) 93 a 99 GAUCHERON, 2005




