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RESUMO

O leite instavel ndo acido (LINA) caracteriza-séapgeerda da estabilidade da caseina ao teste
do etanol, sem apresentar acidez acima de 18 B.tige de leite ndo € transportado para a
indUstria devido a subjetividade e imprecisdo dteteo etanol, o qual ndo diferencia os tipos
de leite, sendo eles: leite normal, LINA e o ldéi®do. Este trabalho teve como objetivo
contribuir para a compreensao dos fendébmenos fegiémicos envolvidos na estabilidade e
instabilidade das micelas de caseina em LINA e ledttavel bovino e, desenvolver testes
alternativos para a identificacdo e diferenciacédeaite estavel, acido e LINA. Para este
estudo foram utilizadas 58 vacas da raca Jers€0esdcas da raca Holandés em lactacéo.
Teste de mastite subclinica para os animais daJacsey revelou 67% de positividade. O
principal agente microbiano isolado do leite fdtaphylococcusoagulase positivo. Nao foi
evidenciada relacdo entre a mastite subclinicaldN#\. Os atributos quimicos do leite
apresentaram diferencas significativas entre aasragaliadas, independente da estabilidade
do leite. Animais com periodos de lactacdo maigdsrapresentaram maior instabilidade da
caseina independente da raca estudada. Quanitea,guH, contagem de células somaticas e
contagem de bactérias totais ndo houve difererigaficativas para a estabilidade e racas
avaliadas. O LINA apresentou todos os parametrakaaos dentro dos padrdes exigidos pela
legislacdo brasileira e ndo apresentando variagjgagicativas com o leite estavel. Testes de
estabilidade em distintas concentracdes de etarmdtrau que 72% (v/v) de etanol
diferenciam claramente leite estavel e o LINA. eeiestavel e LINA apresentaram
estabilidade térmica, mostrando que os dois tesées estdo correlacionados. O perfil
eletroforético das proteinas de leite estavel eALiNio apresentou diferencas evidentes,
indicando que a instabilidade ndo esta associadadificacdes qualitativas ou quantitativas
nas caseinas do leite. Os resultados da analisdlde e fosforo total, micelag soluvel,
indicaram que o teor de calcio na fracdo sollUvalogsideravelmente maior no LINA,
evidenciando que o calcio ibnico pode ser um fab@ortante na estabilidade do leite. Além
disso, a relagédo Ca/P foi de 1,1/1 e 1,6/1 em é&stavel e LINA, respectivamente. O maior
teor de calcio em relacdo ao fosforo no LINA podetdgbuir para a sua desestabilizacédo da
micela de caseina na presenca de etanol. O pressinido deu origem a uma patente de
invencdo e sistema logistico para coleta de leitm de evitar desperdicios indevidos e
interpretacdes equivocadas acerca do tipo de R#tgicularmente, os métodos patenteados
permitem que sejam realizados testes em campo dgutificam e diferenciam de forma
rapida e eficiente as amostras de leite estavllAld leite acido.

Palavras-chave: estabilidade, caseina, leite iabté@o acido, teste de etanol, calcio
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ABSTRACT

The unstable non-acid milk (UNAM) is characteriZeg the instability of caseins in the
ethanol test and low aciditg (L8 °D). This kind of milk is not transported taetindustry due
to the subjectivity and low precision of the ethlatest, which is not able to differenciate
normal (stable), UNAM, and acid milk. The objectiokthe present work was to contribute
for the understanding of the physic-chemical fenoeani@volved in the stability and instability
of the casein micela in UNAM and stable bovine mdkd to develop reliable tests for the
identification and diferenciation of stable, uns¢éatand acid milks. This study included 58
Jersey and 130 Holland cows in lactation. The smical mastitis test of Jersey animals
resulted in 67% positivity. The most prevalent mbal agent isolated from subclinical
mastitis milks was coagulase-positive staphylocdtevas not evidence any relation between
subclinical mastitis and UNAM. Significant differees were detected between Jersey and
Holland milks, but these were not related with nmstlability. Animals with longer lactation
period showed highest frequency of UNAM, independehcow’s race. No significant
differences for pH, acidity, somatic cell count,datotal bacterial count, were detected
between races and stable milk and UNAM. The UNAMvetd all the parameter within the
patterns stablished by Brazilian legislation, wattit significant differences from stable milks.
Stability tests in different ethanol concentratiostsowed that 72% (v/v) ethanol clarely
discriminated UNAM and stable milk. Both UNAM andakle milk exhibited the same
behavior at high temperatures, indicating that mthand thermal stability are not correlated.
No differences were detected between the prot&ctrelphoretic profile of stable milk and
UNAM, indicating that the instability is not assat@d with qualitative or quantitative
modification of milk caseins. The analysis of totahicelial and soluble calcium and
phosphorus showed that calcium concentration instilable fraction is higher in UNAM
than in stable milk, indicating that ionic calciwwan be an important factor in milk stability.
Moreover, Ca/P relation was 1.1/1 and 1.6/1 inlstabilk and UNAM, respectively. The
highest Ca/P relation in UNAM can contribute foe tthestabilization of the casein micela in
the presence of ethanol. The present study origgnat invention patent for the evaluation of
milk stability, and a logical system for milk trgwst, that can reduce losses by the correct
determination of milk quality. The patented methatdows the rapid and efficient
identification and differenciation of stable, UNAKBNhd acid mik in the rural property and
industry.

Key-words: stability, casein, unstable non-acidkmethanol test, calcium.
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1. INTRODUCAO

O leite pode ser definido sob o ponto de vistallegggundo a Instrucdo Normativa
51/2002 do Ministério da Agricultura Pecuaria e steaimento (MAPA), como o produto
oriundo da ordenha completa e ininterrupta em cd@edi de higiene de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas (Brasil, 2002). As eaistctas fisico-quimicas do leite
determinam o valor nutritivo, 0 processamento itrialse a remuneragéo para o produtor
(Marx et al., 2011).

Dentre os componentes do leite, as proteinas posfwelamental importancia, pois
sdo fundamentais na determinagéo das caractesifiSg@-quimicas, propriedades estruturais
e nutricionais, e rendimento de produtos lacteos, (@011). Em termos quantitativos as
principais proteinas do leite sdo as caseinasuas ge encontram na forma de micelas
formadas pela interacédo das distintas caseinasoaxdviudancas bruscas da dieta, variacdes
com dietas ou pastos ricos em calcio, deficiénmiadesbalancos minerais (Ca, P, Mg), época
do ano como o inverno e periodo de lactacdo dap@adem promover a producdo de um tipo
de leite denominado Leite Instavel N&o Acido (LINAJecorrente da instabilidade das
micelas de caseina (Barros, 2001).

Em termos préticos, a estabilidade/instabilidaddette é avaliada através do teste do
etanol. O leite que coalesce ou precipita ao @stetanol é considerado instavel e ndo deve
ser transportado para a industria jA que, em pimchao apresenta estabilidade térmica
podendo precipitar apds tratamento a altas tempastcomo é o caso do leite “Ultra High
Temperature” (UHT).

Nos ultimos anos o teste do etanol tem sido alvodeégcontentamento por parte dos
produtores devido a subjetividade e imprecisdo étodo (Barbosa, 2007). Erroneamente, o

resultado positivo ao teste do etanol para o LINAn&rpretado como leite acido e,
1



consequentemente descartado (Fiseteaxl., 2012). No entanto, o LINA caracteriza-se pela
perda da estabilidade das caseinas do leite, ardoltem precipitacdo positiva ao teste do
etanol, sem haver acidez titulavel acima de 18°an@e parte das amostras de leite que
precipita no teste do etanol apresenta resultadmalade acidez nos exames que avaliam o
pH ou acidez titulavel em graus Dornic, de acordim Marqueset al (2007), Zanelat al
(2009) e Oliveireet al (2011), gerando sérios problemas e desentendisentre a industria
leiteira e o produtor rural. Portanto, o LINA amet propriedades semelhantes ao leite
estavel ou normal, como pH entre 6,6 - 6,8 e radalhegativo ao teste de fervura.

Diante desse fato, faz-se necessario o empenhesdgiipadores da area para estudar o
fendbmeno LINA, buscando informacfes sobre o meganigue leva a instabilidade ao teste
do etanol, ensaios confiaveis para a sua identdiwee processamento, ja que vem sendo
descartado pela industria dos paises que aindaradotteste do etanol para verificar a
resisténcia térmica ao processamento a altas tatuopes. Neste contexto, Barbosa (2011)
sugere que deve-se unir esforpasa a criacdo de um ensaio para avaliar a qdalida leite
gue substitua o teste do etanol. Este ensaio adgverdtico, rapido e de baixo custo, a fim de se
ter maior confiabilidade nos resultados verificadasampo para a diferenciacao do leite estavel e
instavel, melhor avaliacdo da qualidade do prodinal e aproveitamento do LINApelas
industrias. Este trabalho teve como objetivo cbotripara a compreensédo dos fenbmenos
fisico-quimicos envolvidos na estabilidade e intithdile das micelas de caseina em LINA e
leite estavel bovino e, desenvolver testes altmwstpara a identificacdo e diferenciacao
entre leite estavel, acido e LINA. Além disso, egante trabalho sugere o aproveitamento do
LINA para o processamento de derivados lacteosnalé evitar o descarte desnecessario,

aumentando a competitividade e sustentabilidade gagronegaocio leiteiro.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Setor Leiteiro Nacional: uma ¢80 Geral

Conforme projecéo do Instituto Brasileiro de Gadigre Estatistica, o Brasil deve subir
no ranking mundial de 4° para 3° maior pais produtor de leiténo em 2015. A producédo
chegou a 37 bilhdes de litros de leite no ano del28uperando os 35 bilhoes produzidos em
2013 (IBGE, 2014).

No 3° trimestre de 2014, a regido sul do paisfgue mais adquiriu leite cru destinado
a industrializacéo, participando com 38,7%, supiwam Sudeste que adquiriu (38,6%), dessa
forma a regido Sul assume a maior participacdoonatideste quesito. O Centro-Oeste
participou com (13,0%), o Nordeste (5,3%) e, o dlda,5%) da aquisicdo. No entanto,
Minas Gerais é 0 estado que mais adquire leiteaade 28% do total nacional, na seqiéncia
0 Rio Grande do Sul com 13,5%, o Parana com 11(&8i@s com 10,9% e Sao Paulo com
10,2% de participacéo (IBGE, 2014).

A regidao Sul do Brasil tem se destacado pelo aumexpressivo da produtividade e
producao de leite. No entanto, os principais fatapee limitam a eficiéncia dos sistemas de
producao estdo relacionados ao manejo da alimentaganidade dos rebanhos e a qualidade
do leite (Zanela, 2004).

A competitividade € o grande entrave do setoriteitga que o mesmo deve se
adequar rapidamente as normas internacionais. Nestexto, os produtores apresentam
dificuldades para se adequar a legislacdo vigeatgual as mudancas foram grandes e
rapidas, revolucionando a cadeia produtiva. Oscié@is destinos da producédo brasileira de
leite in naturaforam Bolivia, Africa do Sul, Siri Lanka e Estaddsidos. Ja para leite em p6

os destinos foram Venezuela, Cuba, Argélia, E@litista do Marfim e Cuba (IBGE, 2014).
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2.2 Normas de Qualidade do Leite

Segundo Langoret al (2011) o agronegdcio leiteiro ocupa um espacdedtaque na
economia mundial. Nas ultimas décadas, a compdétie revolucionou o cenario leiteiro e o
quesito qualidade tornou-se prioritario para queetor leiteiro nacional se enquadrasse aos
parametros citados pelo Codex Alimentarius

O Codex Alimentarius é o conjunto de padrdes i@tgionais para os alimentos, o qual
foi criado em 1962 pela Organizacdo das Nacoesddnmhra Agricultura e Alimentacéo
(FAO) e pela Organizacdo Mundial da Saude (OMSh gacilitar a comercializacdo de
alimentos e assegurar a qualidade e a inocuidadealimentos. Estes padrdes propdem
normas, diretrizes e recomendacfes baseadas edmiosritientificos para consumidores,
produtores e processadores, agéncias de contirdpexdo e para 0 comeércio geral.

Leite de qualidade é aquele cuja composicédo qui(si@alos totais, gordura, proteina,
lactose e minerais), microbioldgica (contagem tdeabactérias), organoléptica (sabor, odor,
aparéncia) e numero de células somaticas atendaparésetros de qualidade exigidos
internacionalmente (Ribeiret al, 2007). Deve ainda ser isento de residuos dbiéintos,
desinfetantes ou adulterantes e ser originado lsEnh®s com sanidade controlada (Langoni
et al, 2013). A qualidade do leite destinado ao conshommano merece atencao, tendo em
vista a importancia que este alimento assume erca&el aos aspectos nutricionais,
econdmicos, sociais e de saude publica. O leitatéria prima para diversos produtos e a sua
qualidade deve estar consonante com a finalidgudees exigidos na legislacéo vigente.
Na industria de laticinios, as caracteristicascdisjuimicas e microbiologicas sao
importantes, pois dela vai depender a qualidadedmeno a quantidade de produtos obtidos.

Por ser muito antigo e desatualizado o Regulam@éatimspecdo Industrial e Sanitaria

de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) de 1952, edtabelecia um limite maximo para
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contagem de células somaticas (CCS) e nem paragmnttotal de bactérias (CBT). Dessa
forma foi criado o Programa Nacional de Melhoria@aalidade do Leite (PNMQL), por
iniciativa do Ministério da Agricultura, PecuariaAdastecimento (MAPA) com o apoio de
orgaos de ensino e pesquisa. A proposta mais \wbjéti a publicacdo da Instrucéo
Normativa 51, a qual foi implementada em 2005, esttui o regulamento técnico sobre
producéo, identidade e qualidade dos diversos tipokeite no pais. Esta normativa prevé a
reducdo da CCS, a qual expressa o grau de mastidirsca do rebanho leiteiro, o
resfriamento do leite nas propriedades leiteiraee transporte refrigerado a granel até a
plataforma da industria, reducdo da contagem ti#amicrorganismos (CBT), auséncia de
residuos quimicos, pagamento por qualidade e/oaligades para incentivar o controle de
mastite.

As normas internacionais de qualidade do leite reefese principalmente a
contaminagcdo bacteriana e a CQ&. Brasil, em dezembro de 2011 o MAPA publicou a
Instrucdo Normativa 62 (IN62) que alterou a IN BraGil, 2002). A parir de 2012, a IN 62
estabelece os limites para CCS de 600.000 cel/m& as regides sul e sudeste, esses limites
ainda permanecem, embora o limite maximo permpa@ 2014 seja de 500.000 cel/mL, (Brasil,
2011).

Com relacdo a composicdo quimica, os teoresmoénde gordura, proteina bruta e
estrato seco desengordurado para leite sdo respeemte: 3,0; 2,9 e 8,4%. Para as
caracteristicas fisicas do leite produzido, os@eglde acidez estabelecidos sdo de 14 a 18°D,
e deve ser estavel em solucdo etandlica com nomaiiR°GL de etanol (Brasil, 2011Jom
a adocdo dos padrbes atuais estabelecidos, assasecessadoras de leite implantaram

parametros de selecéo para a compra do leite,lgpgde ser observado pela Tabela 1.



Tabela 1- Disposi¢éo legal vigente sobre requisitos dos pedde qualidade do leite cru
refrigerado para processamento as empresas |lactdassil

Parametrc Padries Estabelecid
Proteina Bruta (Pl > 2,9%
Gordura (GB > 3,0%
Extrato seco desengordurado (E > 8,4%
Contagem de células sométicas (C 600.000 CS/m
Contagem bacteriana tc 600.00CUFC/mL
Estabilidade ao etar >72° GL
Densidad 1.028 a 1.54 g/L
Acidez titulavel (Dornic 14>x>18°C
Crioscopii Méax -0,51z °H

Fonte: adaptado Brasil (2002, 2011)

O setor leiteiro brasileiro apresenta problemas cdenpetitividade, eficiéncia e
qualidade. Os resultados de avaliacbes da qualdiatkite no Brasil mostraram que entre 20
a 50% dos produtores ndo atendem as exigénciamasrem relacdo a CBT, exigidas pela
IN 51 (Langoniet al, 2013) Devido a esses resultados prorrogou-se o tempa @&r
produtores se adequarem a essas mudancas. Haraiitdgor fazer para se atingir os limites
legais estabelecidos, os produtores necessitanmdéempo maior para se adaptarem aos
novos parametros fixados, que sdo normas rigides garantir a competitividade e a
qualidade do leite para o beneficiamento industtiahgoniet al., 2013).

Na Unido Européia a regulamentacdo para qualidadéeite baseia-se no Codex
Alimentarius que envolve contagem bacteriana {@BIT) inferior a 100 mil UFC/mL e CCS
inferior a 400 mil cel/mL. Além disso, a Unido Epeia apresenta uma legislacdo bastante
severa quanto a presenca de adulterantes, artdsd@iagua (Philpot & Nickerson, 2002).

A Nova Zelandia e a Australia sdo os maiores eggdores de produtos lacteos. Esses
paises atendem as exigéncias de CCS de 400 mihlcelld para os Estados Unidos, a
regulamentagcdo exige que o leitenatura seja resfriado a 7°C, dentro de 2 horas apos a

ordenha e mantido nessa temperatura ou inferi@ordagem bacteriana total (CBT) do leite
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deve ser inferior a 100 mil unidades formadorasalénias (UFC)/mL; a CCS abaixo de 750
mil cel/mL e ndo deve conter residuos de antibiétiadulterantes ou agua. Cada estado,
cooperativa ou laticinio podem estabelecer remqsisinais rigidos se assim julgarem

necessario (Philpot & Nickerson, 2002).

2.3 Composicéo e Caracteristicas Fisico-quimido Leite Bovino

A producdo e a composicao fisico-quimica de ledeirto variam de acordo com a
individualidade, raca do animal, alimentacdo, estéde lactacdo, idade, temperatura
ambiental, estacdo do ano e vérios fatores fisiod8g(gestagcdo), patoldgicos (mastite) e
intervalo entre ordenhg®valdneret al, 2014).

O valor nutritivo esta diretamente relacionado @udeterminacdo da qualidade fisico-
quimica do leite. O animal em estado normal de esgardduz sempre o leite de melhor
qualidade, tanto em relacdo as caracteristicasobhigtégicas como fisico-quimicas. O
manuseio desde sua obtencdo até a industrializagd® promover a sua contaminagdo e
consequentemente modificagdes, originando difesedéstinos na industria laticinista. Do
ponto de vista industrial, a facilidade com quegser transformado em diferentes produtos o
torna objeto de estudo e de interesse tecnologizonmitos pesquisadores da area. A
fabricacdo de derivados lacteos depende de algpropsedades da proteina do leite como
quantidade, composicao e sua estabilidade térmica.

Em relagdo a composicdo quimica do lelestacam-se os teores de lactose (4,6%),
gordura (3,6%), proteina (3,4%) e 0,7% de minemivitaminas (Walstra, 2006). A

composicao quimica de leite bovino € mostrada mel@.



Tabela 2-Composi¢do média do leite bovino

Composica Contetdo médio (% Variacao (%
Ague 87,1 83,5- 88,7
Sdélidos nao gorduros 8,¢ 7,9-1C,0
Gordura no extrato se 31 22,0-38,0
Lactost 4.6 3,8-5,2
Gordur: 3,6 2,5-5E
Proteina 3,4 2,3-44
Caseine 2,€ 1,7-3.
Minerais 0,7 0,£-0,8¢
Acidos organicc 02 0,1-0,21
Outros 0,2 -

Fonte: Walstra (2006)

O leite contém um conjunto de componentes nédo ipostele importancia nutricional e
que estéo direta ou indiretamente envolvidos reb#siade fisico-quimica do leite e outros

produtos lacteos.

2.4 Componentes ndo Protéicos do Leite: gordairlactose e sais.

A gordura do leite, na sua maior propor¢cao, estadda por triglicerideos (97 — 98%) e
pequenas quantidades de esterdis, acidos graxes &vfosfolipidios (Ordofiext al., 2005).
Nos padrbes atuais tem se dado menor importanc@agsateores de gordura e maiores para
os teores de proteina (Gonzakizal 2001), devido a caseina ser imprescindivel para o
processamento de derivados lacteos de qualidade.

O principal acucar do leite é a lactose, sua cdregdo € variavel, depende da
individualidade e da raca do animal, bem como @ gfe infeccdo do Ubere e estagio de
lactacdo. A lactose e os ions soluveis',Na * e Cl - sdo 0s componentes principais
responsaveis pela pressdo osmoética do leite (kei2@06). No entanto a lactose € o

componente do leite menos afetado pela aliment#céelacao da lactose com a estabilidade
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do leite se da pelo fato de que a sua decompokigaa formacao de acidos, reducéo do pH
e uma forte tendéncia a um efeito redutor da dgtatle do leite (Leitneet al, 2006).

A composicédo e a disposi¢do dos sais do leite at@doek importantes para o equilibrio
ibnico entre as fases soluvel e coloidal, para autemcdo da estabilidade da micela da
caseina do leite. O calcio e o fésforo encontraniggedos a caseina na forma de um
complexo de fosfocaseinato de calcio (associados @&@strutura das micelas de caseina).
Consequentemente, o soro tem relativamente poucio &fdsforo, comparado com o leite
integral. Existem diversos minerais em quantidadesto pequenas: soOdio, potassio,
magneésio, fldor, iodo, enxofre, cobre, zinco, fg(ton et al, 2006).

Segundo Gonzalezt al (2001), o calcio procede do plasma sanguineotaqueor sua
vez origem nos alimentos e no esqueleto. Em gedifjcil aumentar o contetdo de calcio do
leite através da dieta, uma vez que ha um equlédmire o calcio sanguineo e o calcio do
esqueleto. Aproximadamente 30% do calcio, 20% dgnésio e 44% do fosforo se
encontram em forma sollvel. O calcio e o magnéssolilveis se encontram fisica ou
quimicamente combinados com caseinato, citratoostato. Na Tabela 3 sdo mostrados os

minerais mais abundantes no leite bovino.

Tabela 3-Minerais mais abundantes no leite bovino

Mineral % do leite total
Célcio 0,12
Fosforo 0,10
Potassio 0,15
Cloro 0,11
Magnésio 0,01
Saédio 0,05

Fonte:adaptado de Gonzalet al. (2001)



O calcio do leite de vaca apresenta trés fasemxftpadamente 70% apresentam-se na
fase coloidal, associado com fosforo na formacaéodfato de calcio, ligados as micelas de
caseina do leite. Cerca de 20% esta na fase spfauslando sais de calcio e o restante na
fase idnica, ou seja, ions de calcio livre. O eéqud entre as trés fases de calcio € muito
importante para a estabilidade do leite (eiral, 2006). A composicao do leite de diferentes

racgas leiteiras bovinas é apresentada na Tab€edéfjeset al, 2005).

Tabela 4-Composi¢cdo média em porcentagem (%) dos componeditegrotéicos do leite de
diferentes racas bovinas

Rag: Godurz: Lactost Cinza:  Sdlidos Totais
Parde-suicc 4,C 5,C 0,7 13,z
Holandé 3,5 4,¢ 0,7 12,2
Jerse 5, 4,¢ 0,7 15,C
Ayrshire 4,1 4,7 0,7 13,1
Guernse 5,C 4.S 0,7 14,4
Zebuina 4,¢ 5,1 0,€ 14,7

Fonte: adaptado de Gonzaktzl.(2001).

2.5 Consideracdes Gerais Sobre as Proteinas do leeit

As proteinas sdo constituidas de vinte aminoagmimsarios (Tabela 5), unidos por
ligacbes peptidicas, variando nas diferentes mprateiem numero e na sequéncia de
aminoacidos. Os aminoacidos tém em comum um gragmkila e um grupo amina unidos
ao mesmo carbono (carboape diferem entre si na estrutura do seu grupdueasigrupo R)
(Gonzalez & Silva, 2006; Nelson & Cox, 2011). Satiéese que 0s ruminantes comportam-se
de uma forma diferente em relacdo aos aminoacidos dssenciais (ndo sintetizados por
mamiferos), pois as bactérias do rimen tém consligéesintetiza-los (Van Soest, 1994 apud

Barbosa 2011).
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Tabela 5-Aminoacidos essenciais, € ndo essenciais nos nrasiife

AminoacidosN&ao Essenciai Aminoacidos Essencia Aminoacidos Essencit
condicionais*
Alaning Arginina Fenolalanin
Asparagin Cisteini Histidine
Aspartatc Glutaminz Isoleucin:
Glutamatt Glicina Leucine
Sering Proline Lisina
Tirosine Metioning
Treoning
Triptofanc
Valina

*Necessarios para animais jovens em crescimeatodirante certas patologias.
Fonte: (Nelson & Cox, 2011).

A concentracdo média de proteinas do leite € de 3B g/L, representando 95% do
nitrogénio total advindas das caseinas e das pasteioliveis ou proteinas do soro. Os 5%
restantes compdem o nitrogénio de compostos ndeigre (N-NMP), representados por
uréia, amoénia, acido Urico, creatinina, peptideognenoacidos, dentre outros (Sgarbieri,
1996;Nelson & Cox, 2011).

As proteinas séo distribuidas em duas grandesslaggroximadamente possuem cerca de
80 % de caseina e 20% de proteinas do soro, peatente pode variar em funcéo da raca dos
animais, caracteristicas genéticas, estagio de lactacduogemtios utilizados, formulacdo da
dieta, manejo alimentar e condicdes ambientaist¢Sat Fonseca, 2007;iney, 2010) Na

Tabela 6 apresenta-se a composi¢cao das proteireisedioovino.
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Tabela 6-Composicéo proteica média do leite bovino (peragartado nitrogénio total)

Compostos nitrogenac %
Proteina

Caseine 76

A s1 3C

a s2 8

B 27

K 9

Y 2

Proteinas do so 19

B- lactaglobulini 9,t

a- lactalbumina 3.t

Soro albumin 1

Imunoglobulina 2

Outra 3

Outros Pepidios,aminoacido, 5
outros

Fonte: adaptado de Ordofies (2005)

2.5.1Classificacédo das Proteinas no Leite

As proteinas do leite podem ser classificadas eatrgurupos de acordo com suas
propriedades fisico-quimicas e estruturais: pragimlo soro, caseinas, proteinas das
membranas dos glébulos de gordura, enzimas e $adererescimento (Sgarbieri, 1996).

2.5.1.1 Proteinas do soro do leite

Quando a caseina é removida do leite desnatadiguidd remanescente recebe o nome
de soro do leite e a desnaturacdo ocorre em tetnpesasuperiores a 80 °C (Tronco, 1997).
As proteinas do soro representam cerca de 20%rdi@sras totais do leite e sdo constituidas
por proteinas globulares, tais comd-#actoglobulina,a-lactoalbumina, imunoglobulinas,
proteose-peptonas, lactoferrina, transferrina @veasz (Sgarbieri, 1996).

A B-lactoglobulina §— Lg) predomina no soro do leite e, cerca de 1antas genéticas
ja foram identificadas, sendo as duas princifiaisLg A e B. Outra importante proteina

encontrada no soro do leite é-tactoalbuminad¢— La), sendo que duas variantes genéticas ja
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foram identificadas (A e B) (Sgarbieri, 2005).
2.5.1.2 Caseinas

As caseinas sao fosfoproteinas contendo nimeridveiarde radicais fosfato ligados a
serina (P-ser). Os radicais fosfatos estdo emetlifes regides das cadeias polipeptidicas, com
regides mais hidrofilicas ou mais hidrofobicasvidide anfipatica), ficando mais suscetiveis
a proteodlise (Sgarbieri, 2005). Sao sintetizadasaddulas epiteliais da glandula mamaria e
secretadas na forma de micelas (grandes granuloas#éna). A sua molécula possui grupos
fosfatos covalente, que estdo envolvidos nas lgmgdbm o calcio. Apos a caseina ser
fosforilada, o calcio se liga ao fosfato para mich polimerizacdo das particulas de micela.
Esta estrutura (caseina - Paca* PQS- caseina) é chamada de micela em formacéo
(Tronco, 1997).

Segundo Fox & Brodkorb (2008) a caseina é um gdgdosfoproteinas insoluveis
especificas representando cerca de 80% das pEsentes no leite bovingormalmente,
a caseina é estavel, e ndo é afetada pela paatéiriZntretanto, quando ha acidificagdo do
leite, ocorre desestruturacdo das micelas de @aseformacdo de coagulo. Devido a sua
importancia comercial, as caseinas tém sido esagdextensivamente e € provavelmente o
melhor sistema de proteina alimentar caracterizado.

Na Figura 1 pode-se observar a estrutura da cabg#la ao fosfato de célcio.
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MICELA DE CASYA

30 a 300nm
A

Submicela @ KCN ¢ gump © Grupo Fosfato— Fosfato de calcio
O 51,0 52 B'CN

Figura 1- Estruturaexibindo a micela de caseina (caseina s#PC&¢*- PQs*- caseina)
Fonte: o autor (2015)

As caseinas séo classificadas em quatro subgregesinas, B, k ey.
De acordo com Sgarbieri (2005), as micelas de rmaseitdo altamente hidratadas (3,7 g de
agua por grama de caseina) e possuem peso moléeulzs x 18 Da.

Para Cheftekt al (1989), a caseina também encontra-se em formaiaigas, que sao
grupamentos de varias moléculas de caseina ligaatesacomo o fosfato de célcio, formando
0s complexos macromoleculares e apresentam masmtiJade de agua em relacdo aos

outros constituintes, que podem ser visualizadogahala 7
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Tabela 7-Composi¢cdo média das micelas de caseina

Constituintes da micela de caseina %
Agua 65,(
Os1 33,C
Os2 11,C
B-caseina 33,C
k-caseina 11,C
y-caseina 4,C
Ca 2,¢
Mg 0,1
Fosfatos 4,c
Citratos 0.t

Fonte: Chefteét al. (1989)

As a1, a2, B e k- caseinas sdo constituidas por 199, 207, 209 erd€ifluos de
aminoacidos e, apresentam de 23, 25, 24 e 19 KBpectivamente. Os restantes 7% do peso
das micelas estdo sob a forma de calcio inorgdgi&y%), fosfato (2,89%), citrato (0,4%) e
pequenas quantidades de magnésio, sodio e potAssicaseinas e f estdo situadas no
centro das micelas em associacdo com o fosfat@ld® coloidal e a-caseina que fica na
regido externa ndo permite a precipitacdo dasmassensiveis ao €gor acdo dos sais de
calcio do leite (Sgarbieri, 2005).

A solubilidade da-caseina néo é afetada pela presenca de célci@sgrauma regido
da sequéncia primaria da paraaseina (residuos de aminoacidos basicos e resigotares
que estdo agrupados na regido aminoterminal, cotimpema regido apolar e insoltuvel). Por
ser esta apolar, a regido pakacaseina orienta-se para o interior das micelaseeage, por
meio de grupos hidrofébicos, com as caseirasp dispostas no nucleo da micela, ao passo
que a regiao glicomacropeptidica (GMP) carboxiteahdak caseina hidrofilica orienta-se

para o exterior da micela interagindo com a agéa. &3sas interacées da sequéncia primaria
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dax-caseina que estabilizam as micelas do leite.

Essas caseinas das micelas diferem entre si peleosoposicdo de aminoacidos, que
Ihes conferem caracteristicas particulares:

a) caseinais. — constituida por cadeias polipeptidicas, trésdesgyida sua sequéncia
primaria sdo formadas por residuos com cadeiasaigtapolares, ou hidrofébicas, situadas
entre os residuos de aminoacidos 1 - 44, 90 — IR®B3- 199. Apresenta uma regiao polar
acida, que contém muitos residuos de aminoacidosgealos, localizados entre os residuos
41 - 80, onde se localizam sete dos oito residosferilserina e, onde se concentra a carga
liquida da proteina (Sgarbieri, 2005). Esta prat&considerada fraca e flexivel (Oliveira &
Timm, 2007), permitindo a entrada de proteaseseeigitando com niveis de calcio muito
baixos. Outro fato € a auséncia do aminoacidoinestem sua estrutura molecular (Cheétel
al. 1989).

b) caseinas, — possui uma estrutura bipolar, os residuos fib&fior nimero de 10 a 13
estdo agrupados em trés segmentos, 8 - 16, 56 1281; 133. J& os residuos apolares se
encontram nas porcdes 90 - 120 e 160 - 207 (seiguéadboxiterminal). Apresenta dois
residuos de cisteina por molécula. E a mais hldrdéis caseinas, pois é a mais fosforilada e a
mais rica em residuos catiénicos (Sgarbieri, 20@63sui uma grande sensibilidade aos ions ,
Ca&*por isso esta mais susceptivel a precipitacdo sierien do que a caseina (Walstra &
Jenness, 1984).

c) caseingl — na presenca de ions2Cdormam suspensdes coloidais ao invés de
precipitarem como as caseinas. E uma proteina anfipatica com uma regido hidoatilia
porcdo N-terminal e uma parte carboxiterminal laeala nos residuos 136 — 209. Estes
residuos na grande maioria sdo apolares, no en@tegides entre os residuos de 1 a 135
possuem cinco residuos fosforil, contendo todargachquida da proteina. O conteudo de

prolina € relativamente alto e a mais hidrofobaaeinas (Sgarbieri, 2005).A caseina é
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dependente da temperatura, pois em 20 °C formalgsapolimeros, mas a 4 °C ndo possui
esta propriedade (Oliveira & Timm, 2007), poden@odpr a estrutura micelar e se tornar
mais sensivel a acdo das proteases (Cletfl, 1989). A estrutura primaria acaseina é
facilmente hidrolisada pela protease plasmina mgacdes peptidicas dos residuos de
aminoacidos 28 - 29, 105- 106 e 107 - 108, prodiwiftagmentos peptidicos chamados
caseinag, que se difundem para o soro, constituindo umte gk fracdo proteose-peptona
(Sgarbieri, 2005).

d) k-caseina — é uma glicoproteina, possuindo um gfapf-serina, € estavel na
presenca dos ions de calcio, assumindo um papelriampe na estabilidade das micelas. O
fosfato de calcio atua como um agente cimentards,sa ndo houver caseina, a agregacao
continuara até a formacédo de um gel ou de um pradip (Oliveira & Timm, 2007). Esta
micela apresenta dois residuos de cistain@or molécula, s6 apresenta um residuo
fosforilado, fixa apenas alguns ions?Ca sua solubilidade ndo é afetada pela sua presenca
(Cheftelet al, 1989).

Sgarbieri (2005) relata que a hidrélise enzimatiga ocorre no processamento do queijo
ou tratamento térmico em temperaturas elevadadtaesa remocao ou dissociacdo xa
caseina eliminando a estabilizac&o eletrostatestérica da superficie micelar, aumentando a
hidrofobicidade de superficie, o que resulta enegagdo das micelas e formacado de coagulo;

e) caseinay - resulta da protedlise da casefina

A estrutura exata das micelas de caseina, aintlaapece em debate, alguns modelos
tém sido sugeridos por diversos autores (RollerB@2;1Fox & Mcsweeney, 1998; Walstra,
1999).

Na Figura 2, podem-se observar modelos represemtanestrutura das micelas de
caseina. A Figura 2 (A) mostra o modelo em roseta subunidades des: e f-caseinas

dispostas radialmente ecaseina perifericamente. A Figura 2 (B) mostraommosicdo
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uniforme contendo em todas as subunidagde$ e k-caseinas, representando a associagao

das subunidades através de ligacBes de célciostatdade calcio coloidal, representado por
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Figura 2- Modelos sugeridos para as micelas de caseina (A)elmcem roseta e (B)
associagéo das subunidades.
Fonte: Sgarbieri (1996).

2.5.Desnaturacao e precipitacdo das proteinas

Desnaturacao é simplesmente uma alteragdo sensivedtrutura original da proteina,
sem que haja alteracdo na sequéncia dos aminoASting, sem que haja rompimento ou
alteracOes de ligacdes quimicas primarias que ligaraminoacidos entre si. Os agentes de
desnaturacdo poderdo ser classificados em fisicabr( pH) e quimicos (solventes
organicos) (Sgarbieri, 1996).

A coagulacdo do leite é atribuida a uma modificaga estabilidade das micelas de
caseina. Assim, quando um suficiente nimero desoggie evita a agregacao das particulas
do leite é ultrapassado, estas particulas tendamalascer e a formar um gel, o qual sofre um

grau variavel de sinérese. Para evitar a precgmta@s micelas de caseina-easeina exerce
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uma funcéo importante, a de estabilizar a micelpresenca do célcio (Chefetlal, 1989).

O potencial hidrogenibnico interfere na estabilel&&mica do leite, sendo considerada
normal uma faixa de variacdo entre 6,6 a 6,8. EnagHo (abaixo de 6,5), ocorre a reducao
da forca ibnica para a manutencéo da estruturdaniceque determina um deslocamento do
calcio da fase coloidal para soluvel, aumentandal@o idnico (Singh, 2004).

O efeito da temperatura sobre a estabilidade ¢térohd leite esta relacionado a agéo do
calor sobre a solubilidade do célcio, o qual sdodaspara a forma coloidal, aumentando o
tamanho das micelas de caseina e diminuindo a égapulsdo, formando o complefo
Lg/k-caseina. A modificacdo da superficie micelar éodeate da reducdo do pH devido a
formacao de 4cidos organicos a partir da decom@msia lactose (Walstra & Jennes, 1984).

Na refrigeracdo, a mobilidade das moléculas deicast restrita. Esse efeito € gracas
ao fosfato de calcio amorfo que liga as sub micd&asaseina entre si e parte das caseinas
deixa as micelas e dispersam-se (Walstra & Jenrd€s]). A 20°C, a caseina micelar
representa 93 a 95% da caseina total, a 2 °C pas®a constituir mais do que 80 a 85%. Isso
provoca uma alteracdo no equilibrio entre as casgicom diregcdo a fase soluvel e uma
diminuicdo no diametro meédio das micelas. No Iefegerado, o aumento da quantidade de
agua retida apos 48 horas de conservacédo a 3 —&4d&€30 a 40% superior aos valores
registrados a 20 °C (Mathiev, 1985).

A k-caseina, por possuir regides de grande hidraditimsua molécula orientando-se
para o exterior, atua como estabilizadora da miggkcas a sua solubilidade aos ion3*Ca
independente da temperatura. Quando ocorre a dgémuwda temperatura, o volume das
micelas aumenta, em parte pela exposicéo de cddtseasis dfi-caseina, que sobressaem da
superficie micelar (Walstra & Jenness, 1984). Cuma micelar é afetado pelo grau de
hidratacdo das micelas, sendo o fosfato de catdmdal parcialmente responsavel pela alta

capacidade de absorcdo de agua pelas caseinasofgptertamento das caseinas € indicativo
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de suas caracteristicas fortemente hidrofobicasar@azenamento do leite a baixas
temperaturas (2 a 6°C) predispde a duas alteragéssstabilizacdo das micelas e protedlise
limitada. O frio modifica o equilibrio salino (CaR) entre as micelas e a fase soluvel,
ocasionando um aumento do calcio, fésforo e dairtagEra o soro (parte soluvel do leite),
aumentando ligeiramente o pH. Com isso, ocorrem iflfnadbes nas propriedades
tecnoldgicas (aumento do tempo de coagulacdo, moachifo da consisténcia da coalhada e da
sinérese). Pode ocorrer também diminuicao do resrttiondo queijo.

A B-caseina migra para o soro, ficando mais acessiagfio de hidrodlise pela protease
nativa do leite (plasmina) e pelas proteases adsimths bactérias psicrotréficas. Estas
protedlises modificam a composicdo micelar e agprpdades fisicas e tecnologicas da
caseina, promovendo a coagulacdo enzimética, edsditta da coalhada do queijo e defeitos
do sabor (Cheftett al, 1989). Na Tabela 8 observa-se o grau de satab#io de fracdes da

caseina com a refrigeracao.

Tabela 8- Influéncia da refrigeracéo sobre a composicao daina soluvel

Temperatura (° Percentuade cada fracdo em relacdo a caseina st

ai-casein B-casein K-casein
35 35 34 29
Oa¢ 28 47 25

Fonte: Adaptado de Arcuri (2003)

Segundo Walstra & Jenness (1984), exigimteases nativas no leite e a principal é a
protease alcalina chamada plasmina de origem s@m®ué suas formas precursoras
(zimogénio/plasminogénio) ocorrem no leite recéaeahado. O nivel da plasmina aumenta
durante a refrigeracéo, associando-se as micelaasdéna e atacando as ligacGes peptidicas

no carbono terminal nos lados que tenham reside@sginina e lisina. As proteinas lacteas
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mais sensiveis a plasmina séa.a caseinas e [a— caseina. A ocorréncia da plasmina e a
solubilizagdo dep-caseina, com a refrigeracdo do leite, promovemcaslicdes para
protedlise dessa caseina, com liberacdo de peptElguoteose-peptonas. Uma reducdo no
rendimento da fabricacdo dos queijos pode advipetda dessas fracdes protéicas no soro,
que por serem solUveis deixam de ser incorporadag@tura do coagulo.

A degradacao proteolitica flecaseina € muito mais acentuada a 4 °C do qué &C &
maiores concentra¢cfes gleaseina sdo encontradas em leites a temperatdr8Gleo que a
10 ou 26 °C e isso € atribuido a dissociacdo @afecaseina quanto da plasmina (Walstra &
Jenness, 1984).

Segundo Singh (1995) em temperatura abaixo d€4a¢. — caseina € a fracdo mais
sensivel ao célcio, enquantofeacaseina € bastante solivel mesmo abaixo de 5 °C. A
concentracdo de calcio necessaria para iniciae@ptacao protéica diminui com o aumento
da temperatura na faixa de 4 e 40 °C e o efeitaitormais pronunciado rfzcaseina do que
naa-caseina.

Existe uma relagéo da estabilidade do leite cororeentracdo de etanol adicionada
durante a execucao do teste ao etanol. A adic&tadel ao leite induz a varias alteracdes, os
mecanismos de agregacao da caseina pela acaondbsgéta complexos. Solucdes de etanol
em concentracdes mais elevadas acentuam o prodessiesestabilizacdo da micela de
caseina devido a desidratacdo, favorecendo a céatga das proteinas do leite (Mikheeva
al., 2003). O mecanismo é complexo, uma vez que podeer sinergismo e potencializar o
processo entre os fendbmenos que estdo ocorrendmeéando ainda mais o processo de
coagulacdo da micela de caseina do leite devido:

(1) desequilibrio eletrostatico devido a menogdode repulsdo neutralizando as cargas
das micelas de caseina e subsequente reducaoalipbzeta, ocasionando colapsoxkda

caseina por acao desidratante do etanol.
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(2) o pkr dos aminoacidos glutamato e aspartato € aumentedguanto o0s
aminoacidos alcalinos lisina, arginina e histidid@ séo alterados, facilitando a agregacgéo da
proteina devido a diminui¢éo da carga negativaupargicie da micela de caseina.

(3) o etanol reduz a solubilidade do fosfato deieacoloidal, formando cristais de
calcio tricalcico.

(4) desagregacao das micelas de caseina.

(5) por ultimo a sua associacdo com proteinas afo formando o complexd

lactoglobulinak-caseina.

2.6 Caracterizacao Quantitativa e Qluigativa das Proteinas do Leite

Véarios meétodos séo utilizados para quantificartginas, dentre eles o método de
Bradford. (Kamizake, 2003). Esse método é baseadaotaracdo entre o corante Comassie
Blue BG-250 (CBB) e macromoléculas de proteinas cu@ém aminoacidos de cadeias
laterais basicas ou arométicas. No pH de reacdteeacdo entre a proteina de alto peso
molecular e 0 CBB provoca o deslocamento do eqiglio corante para a forma anibnica, a
qual absorve a luz fortemente em 595 nm. Iniciabmencorante tem cor vermelha e apés a
ligacdo entre proteinas e o CBB, o corante é ctideena cor azul. A relacdo entre a
concentracdo de proteina da amostra e a intenstidader azul é determinada pela absorcéo
da luz, medidacom o espectrofotdmetro na regido do visivel. Owrga de absorbancia
fornecidos pelo espectrofotdmetro e as respectieasentracdes dos padrdes de proteina (em
geral a soro albumina bovina) séao utilizados paranstrucéo da curva de calibragéo e a obtencéo
do coeficiente de determinacdo (Bradford, 1976; iake, 2003).Varios meétodos sao

utilizados para detectar as fragBes protéicas eoduprs lacteos. A eletroforese foi
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introduzida em 1937 e € uma técnica bioquimica&irselativamente simples, rapida e de
grande poder informativo.

Na década de 1950, a técnica recebeu impulso efegoamento, tornando-se
indispensaveis nas mais diversas areas da biologéecular (Brammer, 2001). A
eletroforese em gel de poliacrilamida em sistensaakerante (Figura 3) € um método pratico
para caracterizad, B e k — caseinas e de grande utilidade na pesquisaapabéencdo de
resultados confidveis em relacdo aos componentd8iqgns do leite. Através deste método,
pode-se constatar o perfil das fracdes protéicagaemassa molecular, bem como detectar
adulteracOes e fraudes em leite e derivados. Qdtades permitem selecionar um produto
confiavel, processavel a nivel industrial com sagga e qualidade, oferecendo melhor
aceitabilidade do consumidor. Neste contexto, odasmetodologia de eletroforese em gel de
poliacrilamida na area de lacticinios vem sendbzatla com bastante sucesso, conforme
pode-se constatar em trabalhos publicados por Egéb (2001; 2002; 2006; 2007).

Os métodos de eletroforese em gel de poliacrilanRAGE) em presenca de uréia
(uréia — PAGE) e dodesil de sédio (SDS-PAGE) fotditizados para identificar adulteracao
do leite de cabra pela adicédo do leite de vacaé@an mais apropriado para essa finalidade
foi a uréia-PAGE. Em decorréncia da presenca ozirtass: apresentar migracao mais rapida
no leite bovino, essa metodologia permite detesdalteragcdes em torno de 2,5% de adigao
de leite bovino em leite de cabra (Egtaal., 2006).

O método de uréia-PAGE (Figura 3A) separa as jmagepor diferenca na carga
elétrica e o0 método SDS-PAGE (Figura 3B) por taraté molécula. Esses dois métodos

podem separar grupos de proteinas e variagcbesaeng@gitoet al.,, 2006).
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Figura 3- Comparacdo das caseinas de leite de diferentesiespatravés da eletroforese
para a deteccdo de fraude de leite de cabra caycado leite de vaca obtido pelos métodos
uréia-PAGE (A) e SDS-PAGE (B). As indicacfes amldds “bandas” se referem ao tipo de
caseina sy, B, k ou y); CNe - caseina de égua; CNv - caseina de vacé; Cbaseina
humana; CNc - caseina de cabra; CNp - caseinarda;@@Nca - caseina de camela.

Egitoet al (2001) trabalharam com separacédo e caracterizigé@, e k-caseinasy-
caseina- Like e com o componente 5-Like peptideoprdteose peptona em leite de éguas,
utiizando os métodos monodimensionais ureia-PAGEDS-PAGE e eletroforese
bidimensional. Das caseinas presentes no leitgyai@se62% foram identificadas cormg.-
CN, apresentando grande identidade casnCN de outras espécies de animais. Das
identidades 51, 48, 43, e 40% corresponderam éeggis;- CN de porca, camela, vaca e
humano, respectivamente. Por outro lado, pequersgost dey-caseina-Like e 5-Like

peptideos de proteose peptona foram encontraddsdancaseina. Agsi, - caseinap e -
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caseinas, foram separadas por eletroforese bidiomah®m numerosas variantes isoelétricas,
com pontos isoelétricos distribuidos entre pH 4643a 4,4 a 5,9 e 3,5 a 5,5 respectivamente.
As B ex-caseina possuem carater mais acido em leite dedegque a de vaca.

A avaliacdo das diferencas nas fracdes de casemtiEsLINA e leite estavel ainda ndo
sao conclusivas. Lopez (2008) analisando as fragéesmseina por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em LINA verificou que o cratograma de uma amostra de LINA nao
apresenta diferencas nos picos das fragbes denaaspiando comparado com o0s
cromatogramas apresentados por amostras estav@islawmostra padrdo. Tal fato indica
gue ndo ha diferenca no perfil das fracbes de masgicontradas no LINA. Os resultados das
concentracdes das diferentes fracOes de caseimact@o sua quantidade total de leites
estaveis e dos classificados como LINA nos dif@®ntmeses de amostragem, nao
apresentaram diferencas significativas. Porém,-s®tque a concentracdo daaseina no
més de julho foi de 4,60 mg/mL, sendo este 0 mealar obtido quando comparado com as
médias dos meses de maio e setembro, que foranb@le ,07 mg/mL, respectivamente. O
més de julho caracterizou-se por ter sido o0 mégurocorreu a maior incidéncia de LINA e
tal fato pode ser influenciado pela menor conceatraex-caseina nessas amostras de leite.

Peterset al (2012) analisando o perfil eletroforético quaita das proteinas de
amostras de leite bovino estavel ao teste do etarmibmetidas a manejo aversivo (sob
condicOes de estresse), ndo detectaram diferemigaceperfil das caseinas do leite de vacas
submetidas ao manejo aversivo e ao nao aversigunfe os autores, provavelmente isto
ocorreu devido a curta duragao do tratamento esires qual ndo foi suficiente para causar
alteracdes na fracao protéica do leite.

Barros (2001) constatou através do perfil eletédfoo diferencas nas fracdes protéicas
de leite bovino que tiveram resultados positivodemte do etanol. Concordando com esse

autor, Barbosat al (2012) analisou os efeitos da restricdo alimesuare a producéo de leite
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bovino e sobre o perfil eletroforético de protejnasm como relacionou a estabilidade do
leite pelo teste do etanol. Foram conduzidos daigementos com vacas Jersey. no
primeiro, avaliou o efeito da reducdo de 40% namefitacdo fornecida a vacas

semiconfinadas; no segundo, avaliou o efeito daigée de 30% do conteddo de nutrientes
digestiveis totais na alimentac&o de vacas cordmalls amostras de leite foram classificadas
conforme estabilidade no teste do etanol a 72%).(Ma restricdo alimentar de 40%, as vacas
semiconfinadas reduziram a producdo de leite @@ilestavel apresentou maiores teores de
B-caseina e de proteinas totais, porém menor pr@dpalex-caseina em comparacao ao leite
estavel. Para a restricdo de 30% do aporte enswgétéio ocorreu reducdo na producao
leiteira, porém diminuiu a estabilidade no testeethmol e, o leite instavel e o estavel ndo

diferiram quanto as proteinas lacteas.

2.7 Estabilidade do Leite

A estabilidade térmica do leite pode ser definidan@ o tempo necessario para ocorrer
coagulacéo visivel, em determinado pH e temperatumsta diretamente relacionada a
capacidade do leite em resistir a coagulacédo emigies de temperatura padrdo, usualmente
140 °C (Horne & Muir, 1990).

Existem dois tipos de instabilidade do leite:

(1) a instabilidade devida a alta contagem bautari levando a formacdo de acidos
organicos.

(2) aguela de etiologia desconhecidagiesia como LINA, cuja acidez € normal.

Com relacdo a estabilidade do leite, a legislag@l estabelece como padrdo a
estabilidade ao etanol 72% (v/v), a qual represemia medida répida e eficiente de avaliacao

da estabilidade térmica. Segundo Zamtlal (2009) a grande maioria das industrias utiliza o
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teste de estabilidade ao etanol em concentraciesices, o que pode levar ao descarte de
leite de forma injustificada.

A prova do etanol é o principal teste utilizado ndataformas de recepc¢do dos
laticinios, a fim de detectar a termoestabilidaddeite cru (Molinaet al, 2001). Este teste
apresenta como principio a atuacao do etanol camdasidratante, simulando as condicdes
de aquecimento. Para isto sdo colocados em undibasaio 2 mL de leite e 2 mL de etanol
a 68 — 72% (v/v) (MAPA, 1981). Caso haja floculaghm leite, pode-se suspeitar de leite
acido ou com instabilidade de proteinas, sendo astastra considerada nao apta a

industrializacdo (Molinat al., 2001).

2.7.Fatores Extrinsecos: efeito na Estabilidade do Lest

Dentre os fatores que interferem na estabilidadeleiie muitos deles ndo estéo
relacionados diretamente com o0s componentes de, leib entanto, podem afetar a
concentracdo de alguns componentes, entre essessf@iode-se citar: desenvolvimento de
bactérias fermentadoras da lactose produzindo aciddeite, desenvolvimento de proteases
nativas do leite (plasmina) e de origem das bagéusicrotroficas, mastite (inflamacédo da
glandula maméria), pH, temperatura, raca, estaéiolagtacdo, alimentacdo e variacao
sazonal.

2.7.1.1Contaminacao Microbiana

Elevada contagens de bactérias interferem na csigdmw do leite, aumentando as
concentracdes de proteina e diminuindo as congdetsade lactose (Buemo al, 2008) pela
passagem de proteinas do sangue e ndo por aunzgetseina (Fonseca & Santos, 2000).

Quanto mais altas as contagens bacterianas, maatividade proteolica advindas das

27



proteases bacterianas, interferindo negativameateestabilidade do leite, uma vez que
modifica a estrutura micelar e reduz a repulsareers micelas (Sgarbieri, 2005).

Dois importantes grupos de microrganismos esti@giomados com a instabilidade do
leite: primeiramente aqueles microrganismos refemlos ao periodo anterior a
implementacdo da IN 51 (Brasil, 2002), cujo proldemstava relacionado a falta de
refrigeracdo do leite. O leite acidificava devid@r@senca de bactérias mesofilas (baterias
lacticas). A presenca dessas bactérias em grancheradindica limpeza e desinfeccao
inadequadas, higiene insuficiente na producdo etmdicdes insatisfatorias de tempo e
temperatura durante a producéo ou conservacaatedNeroet al, 2009).

As bactérias lacticas dos génetamctococcus, StreptococcesLactobacillus,atuam
intensamente na fermentacdo da lactose, produzicido lactico, baixando o pH do leite e,
consequentemente ocorre a desestruturacdo dassnilsetaseina devido a acidez do meio de

acordo com a reacao quimica:

fH2011+ HO —=> 4 GHe03
lactose acido lactico
que é um dos problemas detectados com maior freguém nivel de plataforma (Santos &
Laranja, 2001). A acidez adquirida, ou seja, deskita, consiste na somatéria da acidez
natural (albumina -1°D, citratos -1°D, dioxido @gebono -1°D, caseinas -5 a 6°D e fosfatos -
5°D), que correspondem por uma acidez de 13 a IsBibada aos acidos resultantes da
fermentacdo da lactose (acido latico, acético, i@rbutirico). O aumento de acidez ocorre
quando o leite é obtido sob méas condi¢des de lagidou ndo € mantido sob condi¢bes de
refrigeracdo controlada, permitindo a multiplicagi® microrganismos da flora natural do

leite (bactérias lacticas) e/ou de bactérias comt@ames (Velloso, 1998).
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Em um segundo momento, apos a implementacao &4 Buirgiram novos problemas,
pois o leite passou a ser refrigerado e com issbaatérias psicrotréficas crescem e se
multiplicam a uma temperatura de 7°C ou menos,piedeentes da temperatura 6tima de
crescimento, isto é, 20 a 30 °C (Santos & Fonszay).

As bactérias psicrotroficas presentes no leitesy® a capacidade de produzir
proteases extracelulares resistentes aos tratasngéé@tmicos convencionais usados em
laticinios (Santos & Fonseca, 2007). Mesmo em Batxacentracdes, as proteases de origem
bacteriana podem degradar a proteina e provocedesadversas no leite e derivados tais
como odor e sabor desagradaveis e geleificacaugipaimente apos processamenitéitra
High Temperature(UHT). Além disso, a plasmina, enzima naturalleite ou seu precursor,

0 plasminogénio, pode potencializar a acdo detataya das proteases, limitando o tempo de
vida util do leite UHT. Para proteases de origemarafiiana, h4 uma concordéancia de que a
maioria das proteases de psicrotroficos atue salbiracdok-caseina seguida decaseina,
gue sao hidrolisadas mais rapidamente quecaseina (Fonseca & Santos, 2000; Arcuri,
2003). As proteinas do soro sdo geralmente merssesiiveis a acdo das proteases de
psicrotréficos (Sgarbieri, 2005), entretanto, quaedsas proteases atacam-easeina, ha
uma desestabilizacdo da micela que leva a coaguikite.

Frequentemente tem-se observado a positividadeit@oslem acidez adquirida ao teste
do etanol. Dentre as causas de instabilidade t® @ipresenca de bactérias psicrotréficas
produtoras de proteases, principalmente as do gé&srudomonasém merecido grande
atencdo, por constituirem cerca de 70% da micrabpsicrotréfica do leite. Quando o
crescimento de psicrotréficos atinge contagens @fe- 110 UFC/mL, as proteases s&o
detectadas, ocorrendo a hidrdlise das proteinaeitdo (Arcuri et al., 2004; Arcuriet al.,

2008), sobretudo dacaseina, ocorrendo a reducao da estabilidadetdo le
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Arcuri et al (2008) em sua pesquisa objetivaram quantifisatar e caracterizar
bactérias psicrotroficas contaminantes de leiteefigerado. Foi verificada a predominancia
de bactérias psicrotréficas gram-negativas (81,28éydo Pseudomonas género mais
isolado e P. fluorescensa espécie predominante. A maioria dos isoladogebanos
apresentou atividade proteolitica a temperaturagfiigeracédo de 4, 7 e 10°C, evidenciando
seu alto potencial de deterioracdo do leite e dodupos lacteos. Esses autores corroboram a
hipotese de que o crescimento e a multiplicacdbabérias psicrotréficas constituem um
novo desafio para a qualidade do leite, por estamacionadas com a refrigeracdo e
positividade ao teste do etanol.

2.7.1.2Mastite: principal problema sanitario na producacatéa.

A mastite é considerada a principal doenca qu& afe rebanhos leiteiros do mundo e
aguela que proporciona as maiores perdas econdémécaxploracdo de bovinos leiteiros.
Também conhecida como mamite, € uma inflamacadatalgia mamaria caracterizada por
mudancas fisico-quimicas na composicdo do leitty pamento de células sométicas e
alteracdes no tecido glandular (Ribeio al, 2000). As células de defesa (leucdcitos)
migram do sangue para o interior da glandula mangcombatendo o agente agressor, sendo
a mastite a maior causa da transferéncia dessalascélo sangue para o leite (Whastal,
2006).

Oliveiraet al (2012) relatam que varios fatores estédo reladiosia pré-disposi¢cdo do
animal a mastite: manejo higiénico de ordenha,igédr condicdes ambientais e fatores
genéticos. No entanto, ocorre secrecdo dos cangtsudo sangue para o leite e como
consequéncia, tem-se aumento de fracdes do smangpie e desequilibrio salino (cloreto de
sédio), ocorrendo elevacdo do pH e diminuicdo dmbémlade do leite.Tais fatores
contribuem para a reducédo da estabilidade térmockeite. H4 de se considerar que podem

ocorrer alteracdes na composicdo do leite, prihcipate no teor de lactose, gordura e
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proteina (Aires 2010).

Na mastite podem ocorrer alteracdes dos compondigeE®-quimicos do leite,
principalmente da proteina (caseina), que migra @amparte soluvel do leite (soro). A
producdo em volume de leite diminui, com isso acarm aumento da concentracdo de
gordura (Cunhat al, 2008). Em relacéo a lactose ocorre um decrésdewmo ao aumento
dos ions soédio, cloro e potassio em decorréncialtds contagens de CCS (Ogetaall,
2007). Como existe uma diversidade de resultadosetagdo a interferéncia do niumero de
CCS em relacédo a estabilidade do leite frente sie tdo etanol, € impossivel afirmar tal
interferéncia. Para Fruscalso (2008) longos pesatk lactacdo estdo relacionados a altas
contagens de CCS por destruicdo do tecido glandagaproteinas plasmaticas passam em
maiores concentracdes para o leite, interferind@oraposi¢cdo e producdo do leite. Leite
mastitico e do final da lactacéo, tém trés vezds prababilidade de ser instavel do que leite
de animais no inicio ou meio da lactacao.

Viero (2010) trabalhando com a estabilidade de leente ao teste do etanol, encontrou
maior niumero de CCS para LINA (239.000 CS/mL enag&b ao leite estavel 165.000
CS/mL). No entanto, Chavet al. (2004), Abreu (2008) e Machado (2010) ndo eneoztn
relacdo entre contagens de CCS e estabilidade itl® fiente ao teste do etanol.
Corroborando, Donatelet al (2003) sugerem ndo haver relagcéo entre a pakite do leite
ao teste do alizarol 72% e o numero de células soesaNo referido trabalho, 61,67% das
amostras positivas ao alizarol apresentaram cédaiagticas inferiores a 300 mil cel/mL de
leite. Negriet al. (2001) encontraram valores inferiores de CCS lgdteinstavel ndo acido e
Zanela (2004) nao encontrou diferenca significaémtre as CCS de leite estavel e instavel
nao acido, sendo que a maior porcentagem das andsiwu abaixo de 300.000 cel/mL de

leite.

31



2.7.1.3 pH
A variacdo do pH do leite determina a capacidaglesegregacao das proteinas em

relacdo ao teste do etanol, sendo que quanto raeis b pH estiver da faixa normal (6,6 -
6,8), menor a concentracdo de etanol necessaréaipduzir a coagulacdo da micela de
caseina do leite (Horne & Parker, 1981).

Horne & Muir (1990) em seus experimentos mostratana curva sigmoidal (Figura
4), evidenciando o efeito do pH sobre a concentraigi etanol necesséaria para coagular a
caseina do leite. Esta curva sigmoidal formadactatiaa-se por apresentar quatro regifes: 0s
dois lados da curva sigmoide, estabelecidos peltig#as de minima estabilidade em baixo
pH, necessitando de menor quantidade de etanolppavacar a coagulacéo no leite e, pela
méxima estabilidade em alto valor de pH.
Em pH inferiores a 6,8, as soroproteinas (albuneuglmbulina) estdo agregadas a superficie
da micela, proporcionando maior estabilidade témumio momento em que o pH ultrapassa
6,8, as soroproteinas migram para 0 soro e, ocrokssociacdo d&-caseina micelar
desestabilizando a micela de caseina (Singh, 20@4&m pH acima de 7,0, o fosfato de
célcio é menos sollvel, reduzindo c*Caumentando a estabilidade térmica do leite (Horne

& Muir, 1990; Negri, 2002).
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Figura 4- Curva de estabilidade do leite ao etanol em relagdi
Fonte Horne & Muir (1990)

A curva sigmoide formada esta relacionada com iag@w do nivel do calcio idnico no
leite, isto €, quanto maior a quantidade dessememor a exigéncia de etanol para provocar a
coagulacéo, sendo considerado que o calcio € cipairfator de interférencia na estabilidade
do leite frente ao etanol (Horne, 1992).

2.7.1.4remperatura
O comportamento do leite é bem distinto quandopawamos a estabilidade ao calor e

a estabilidade ao etanol, devido a alteracbes qagnifisicas e térmicas no processo de
desestabilizacdo micelar. Durante o aquecimenioid¢ér ocorre a formacao do compleo
LG/k-caseina, interferindo na estabilidade do leiter Batro lado, o pH interfere na
composicao do célcio nas diferentes fases (cola@dsbluvel), levando a formagcdo de uma
tipica curva sigmoidal, quando da estabilidadetanc.

O tratamento térmico altera o ambiente em tornmidala de caseina, devido a alteracbes no
equilibrio de dissociacdo dos acidos e do fosfaocéicio. O aumento da temperatura

promove modificagdo na estabilizacdo estérica daelmi devido ao decréscimo da
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solubilidade do fosfato de calcio. Nesta situagésal promove a migracéo deste para dentro
da micela, podendo ocorrer formacdo de cristaifogfato dep-tricalcio ou hidroxiapatita
(Gaucheron, 2005). A quebra das ligagbes permiteiggacdo dax-caseina para a fase
soluvel, na qual se encontra palactoglobulina, formando ligacGes intermoleculadks
dissulfeto do tipo —SH/SS, bem como interacdesofathicas, resultando na desnaturacao das
proteinas do sor@-lactoglobulinad-lactoalbumina).Por outro lado, com o resfriamento a
solubilidade do fosfato de calcio micelar aumentsigrando para a fragdo soluvel,
promovendo a quebra das ligacbes mediadas pelatdodke céalcio. Como consequéncia,
ocorre a hidratacdo da-caseina e liberacdo df-caseina para a fracdo sollvel,
desestabilizando a conformacéo estérice-daseina.

2.7.1.5 Raca Bovina, Estadio de Lactagdimentacdo e Variacdo Sazonal

Ponce & Hernadez (2001) relatam que as racas iaBpadas ou animais de alta
producao leiteira, como a Holandés, sdo mais psnea instabilidade da micela de caseina.
De acordo com Mcleaet al (1984) animais da raca Holandés apresentam nfiguéncia
da variante B para &-caseina, quando comparadas com animais da racay.Jer
Corroborando, Robitaillet al (2001) afirmam em seu trabalho que uma expredsabelo B
maior do que o alelo A é um fator positivo paraaanestabilidade do leite frente ao teste do
etanol, por necessitar de maiores concentracoesadel para causar a desestabilizacao das
proteinas do leite.

Considerando o periodo de lactacdo dos animaio®Bearr al (1999), relacionaram as
variagdes do calcio idnico com o periodo de lactaxdase colostral e encontraram valores
mais elevados para a fase colostral indicando qupemodo de lactacdo apresenta
interferéncia no nivel de calcio iénico. Leitesidmio (11 — 110 dias de lactacdo) e do final
(201 > 300 dias de lactacdo) em relacédo ao peifddomediario segundo terco (101 — 200

dias de lactacdo) apresentam valores de calcioateiados (Barros, 2002).
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Varios autores comprovaram a relacdo thbgisiade do leite com a dieta fornecida aos
animais, dentre eles podemos citar: Zaretlal (2006), Fischeet al (2006) e Fruscalso
(2007) quando estudaram o LINA, comprovaram atpakade do leite ao teste do etanol em
animais submetidos a restricdo alimentar, demarttraa forte relacdo entre a ingesta
alimentar com a instabilidade do leite.

Barroset al (1999) evidenciaram que mudancas bruscas dg daiacdes com dietas
ou pastos ricos em calcio com deficiéncias ou dasbas minerais (Ca, P, Mg) podem
causar a instabilidade do leite. Ja Oliveira & Ting2d07) em seu trabalho, relacionaram
épocas de caréncia alimentar com menor teor déneaseaumento na concentracdo de ions
calcio em LINA.

Zanelaet al (2009) e Oliveiraet al (2011) encontraram relagdo da variagao sazonal do
LINA, sendo o final do verdo o periodo mais critibo Uruguai, Barros (2001) estudou a
relacdo das estacfes do ano com a estabilidadeitdp dendo o LINA mais frequente no
outono e nos periodos de seca. Em Cuba, Ponce gahtdez (2001) verificaram positividade
ao teste do etanol nos meses de marco e abrilgidimido com a época de escassez de
alimento e baixa condicao corporal dos animaisa RErquest al. (2007) o LINA também é

mais frequente nos meses de outono, periodo dermdsponibilidade de alimentos.

2.7.2Fatores Intrinsecos: efeito na Estabilidade do Leit

A estabilidade do leite esta diretamente relacianadestrutura de suas proteinas,
principalmente a micela de caseina, que € a redpelnpela manutencao da estrutura fisica
do leite (Sgarbieri, 2005). O equilibrio i6nico renbs sais do leite nas fases difusa e coloidal
interferem na estabilidade do leite. Quando estglibdqo € rompido, principalmente pelo

aumento de célcio na fase difusa e pela diminudgidosfatos e citratos a estabilidade da
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micela de caseina € afetada negativamente. Existerelacao direta entre a estabilidade do
leite e as relages de equilibrio entre os safemaa difusa e coloidal.

2.7.2.1 Desequilibrio Salino
A mobilidade dos sais entre a fase difusa e miaelafetada por muitos fatores, os

principais fatores de interferéncia na estabilidddéeite sdo a acidez e o equilibrio entre os
sais de célcio. O aumento de célcio ibnico poraulige ions calcio ou acidez, ou reducao
deste por simulagdo do processo de aguecimenteitédo flard o célcio migrar entre a fase
difusa e micelar a fim de restaurar o equilibrigi¢lilpaset al, 2007). Os ions calcio sao
compartilhados com o equilibrio de precipitacaofafato de célcio, desestabilizacdo da
ligacdo fosfoserina e quelacdo com o citrato, ptotese ocorrer qualquer alteracdo na
distribuicdo de célcio ibnico pode-se prever quinsoestes equilibrios sofrerdo alteracdes
para restabelecer um novo estado de equilibrio.

Os niveis de célcio sdo afetados pela temtyr@, mobilidade de calcio, tempo de
estocagem e pH (Liet al, 2006). O pH pode ser o fator de maior interfei@mo nivel de
calcio no leite, mesmo que esteja dentro dos v@lamrmais de acidez (6,6 — 6,8), pois
valores de pH e célcio ibnico no leite sdo inveesati®m proporcionais (Barros, 2002; Barbosa
et al, 2006). Quando ocorre desequilibrio salino corpor exemplo, aumento da
concentracdo de ions €apara que seja restaurado o equilibrio ocorrestodamento dos
fons C&* da fase sollvel para a fase coloidal, afetandstabiidade e contribuindo para a
positividade ao teste do etanol ou do alizarol, seheite estar acido (Liet al, 2006). A
estabilidade térmica do leite também pode dimini@vido a uma alta atividade do calcio
(aumento do calcio soluvel) e uma baixa atividagléodfatos e citratos (Sarbieri, 2005).

2.7.2.2 Calcio I6nico

O calcio idnico é considerado um fator de interfer& relevante quando da estabilidade

térmica do leite no que tange o equilibrio das hagceas caseinas (Chavez, 2004). Segundo
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Horne & Parker (1981) as micelas de caseina emqgrhbal (6,6 - 6,8) estdo negativamente
carregadas. Essas cargas sao fundamentais paeatabdizacdo em solucdo. A estabilidade
das micelas de caseina é controlada pela guantdiad@lcio ligado e, consequentemente,
pelo nivel de calcio livre no sistema. Aumentanda<alcio total, aumenta-se a quantidade
de calcio ligado e ocorre reducdo das cargas wegatlas micelas, diminuindo assim a
barreira energética para a precipitacdo. Inversteneaduzindo o nivel de célcio, ocorre o
aumento das cargas negativas das micelas, aumerdargpulsdo entre elas, dificultando a
precipitacdo. Existe uma relacédo inversamente peoptal entre a estabilidade das proteinas
e o teor natural de célcio ibnico. O teste do dtargensivel a variagdo do calcio ibnico por
provocar uma diminuicdo da solubilidade desse ralr{etorne & Parker (1981).

Barroset al (1999) constataram a positividade ao teste dmktan seus experimentos,
observaram aumento do célcio ibnico para amostagiyas de 0,110+ 0,0017 e 0,094 +
0,023 g/L para as amostras negativas ao testeadolefa para o pH constatou-se que valores
mais baixos de pH correspondiam aos valores mais éé& calcio ibnico, mantendo-se ambos
dentro do intervalo normal.

Barroset al (2000; 2001) relacionaram os teores de calciacade pH de vacas
individuais e logo apés a ordenha. Encontraranrefifgas significativas de (p<0,001) entre
leite positivo e negativo no teste do etanol cohores de 0,103+0,026 €= 0,118+0,030
(g/L) (p<0,0004), respectivamente. Os autores coramh que o calcio i6nico esta
relacionado positivamente com o teste do etan@becom o pH natural.

Lin et al (2006) relatam que os niveis de calcio i6nico a@tados pela temperatura.
Com o aquecimento do leite ocorre o deslocamentatbio sollvel para a fase coloidal. Isso
leva a precipitacdo do fosfato tricalcico, devidsua pouca solubilidade a altas temperaturas.
Os autores constataram que amostras instaveisanol 6t5% (v/v) apresentavam niveis de

calcio idnico mais alto do que as amostras estamegstabilidade do leite ao teste do etanol
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apresentou maior relacdo com a concentracdo deo daltico do que com estagios de
lactacdo ou valores do pH.

2.7.2.3 Citrato
O citrato do leite encontra-se na forma solUvebleidal. A adicdo de citrato aumenta a

estabilidade térmica por sequestrar o célcio i6(santos & Fonseca, 2007), por isso é muito
utilizada pela industria em caso do leite ser suiolmea altas temperaturas, comdJeiT.

Stumpf (2013) constatou em seu experimento quéigi@ de citrato, bem como
bicarbonato de sédio a dieta de vacas néo interfai estabilidade do leite, concluindo a
ineficiéncia destes aditivos no controle de incai@mle LINA.

2.7.2.4Fosfato

O fosfato de célcio coloidal ligado as fracdesid@ e k-caseinas sao responsaveis pela
manutencéo da estrutura e estabilidade das mideleaseina. Trata-se de uma ligag@ss-
linking, isto €, o agente neutralizador dos residuos d&éoderina f§-sel) positivamente
carregado, liga-se aos sitios negativos por foglat@alcio micelar. E dificil quantificar a
relacdo calcio e fosfato, mas € de aproximadanightde acordo com Gaucheron, (2005).

Em relacdo a acidificacéo, o autor relata quereasma dissolucéo do fosfato de célcio
coloidal, ocorrendo rompimento micelar das caseénestas reacdes sao irreversiveis, mesmo
que o pH fosse estabilizado no leite.

Em pH 5,2 todo o fosfato inorganico esta soluadiz, sugerindo a destruicdo completa
do fosfato de calcio micelar inorganico, isto éuelgq calcio que estd ligado ao fosfato
inorganico e a fosfoserina. Em pH de 3,5 o caldata@mente solubilizado.

Segundo Horne & Parker (1981) se o fosfato nduezgiresente para remover o calcio

soltvel, mesmo em pH elevado, o leite apresentalestabilidade ao etanol.
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2.8 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Leite &tavel ndo Acido

Viero et al (2010) avaliou 32 vacas da raca Jersey com apeaamente 141,4 + 64,3
dias de lactagdo e constataram que nao ocorrer@magiles expressivas na composicao
fisico-quimica do leite, CCS e na producéo do lgitando relacionadas a suplementacao de
selénio a dieta alimentar. Esses autores constatgue de 124 amostras de leite analisadas,
102 (81,45%) foram estaveis e 23 (18,55%) forarduess, precipitando a uma concentracéo
de etanol até 72% (v/v). Para Viero, 2008 o LINAespgntou aumento da concentracdo de
calcio ibnico e menor de lactose em relacao ae éstavel.

Sobhaniet al (1998) avaliou 20 vacas da raca Holandés, sendalgstas, 10 animais
apresentavam reacdo positiva ao teste do etandlamifinais apresentaram reacao negativa.
N&ao houve diferenca quanto aos animais positivesgativos em relacdo a: teor de proteina,
gordura, solidos desengordurados, sodio, clorogi@ no leite.

Ponce & Hernandez (2001) em seus estudos detecwrmento dos teores de gordura e
diminuicdo nas concentractes de lactose no ledis am quadro de sindrome do leite anormal
(SILA). J&4 Marques (2004) analisou em seu trabdll890 amostras de leite e encontrou
variacdo positiva ha composicdo de LINA em relagddeite estavel. Os teores de gordura
foram mais elevados no LINA e as porcentagens dieipa bruta foram inferiores, contudo
houve uma gqueda nos niveis de lactose, sendo quelags médios obtidos para o leite
estavel e LINA foram 4,42 e 4,32 %, respectivameRtesteriormente, Marques al (2007)
verificaram um aumento significativo para os niveés gordura ao compararem os valores
apresentado pelo leite estavel (3,52%) com os Naé\l(#,62%).

Oliveira & Timm (2006) analisaram 282 amostradeite cru obtidas na bacia leiteira
de Pelotas. Foram comparadas amostras de leitegeisstom LINA e verificaram que a

gordura foi 0 componente que apresentou maior hiidade, sendo (3,04%) para leite
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estavel e (3,30%) para o LINA. Ja para a lactas@ni detectados valores de 4,33% para
leite estavel e valores médios inferiores de 4,16%@ o LINA. Resultados semelhantes
foram encontrados por Barres al (2001), o qual analisou amostras individuaiseile lem
funcao a positividade ao teste do etanol, send@loses para os teores de gordura e lactose,
médias de 3,95% e 4,65%, para os resultados pmsigvde 3,40 % e 4,84%, para resultados
negativos.

Para Zanelaet al (2009) a ocorréncia de LINA foi de 55% e a suaposi¢céo
apresentou-se mais diluida do que a do leite dstém@® menores teores de proteina bruta,
lactose, solidos desengordurados e solidos ta&bhaniet al. (1998) ndo encontraram
diferenca significativa para a avaliacdo de goraurdeite instavel ao etanol, porém a lactose

apresentou valores inferiores quando comparadososaio leite estavel.

2.9 Ocorréncia do Leite Instavel ndo Acido

O LINA é definido como produto que aprdagrerda da estabilidade da caseina do leite
ao teste do etanol, porém este fato causa siginficaprejuizos econdmico-financeiros a toda
cadeia produtiva, pois o leite é rejeitado ou sldnzado pela indlstria, mesmo apresentando
niveis de acidez considerados normais pelos padi@@dAPA, sendo deixado, na maioria
das vezes, na propriedade rural (Ribeiral, 2007).

AlteracOes dessa natureza foram relatgddes literatura em diferentes regides do
mundo como Japao (Yoshida, 1980), Italia (Pecataal, 1984), Ird (Sobharet al, 1998),
Cuba (Ponce, 2000), Uruguai (Barresal, 1999), Argentina (Negret al., 2001), Brasil
(Conceicacet al, 2001; Donatelet al, 2003; Marquest al, 2007; Zanelat al, 2009; Roma
Junior, 2007; Lopes, 2008, Oliveiedal, 2011; Werncke, 2012, entre outros).

No Brasil, o LINA tem sido objeto de estadoela Embrapa Clima Temperado, o qual
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foi constatado uma incidéncia elevada de LINA, caradacia leiteira de Pelotas, com 44,1%
de LINA de um total de 18.662 amostras de leitegmeentes de UPL (Fischer, 2005).

Na Regido Noroeste do estado (Panambi), foi m@dizum levantamento com 2.396
amostras de leite de setembro de 2002 a agost®@i Apresentando uma incidéncia de
LINA de 55% (Zanela, 2004).

Na regido do Norte do Estado do Rio de Janeiroaixbeet al (2003) constataram que
59,6% dos quartos mamarios analisados de vacaesdsiproduziram leites positivos ao teste
do etanol a 72% (v/v), sem que houvesse nenhunr faiohecido determinante de
acidificacao.

Roma Junioet al (2007) realizaram um estudo analisando 2.981 tasogrovenientes
dos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e &dlo,mo periodo de outubro de 2005 a
setembro de 2006. Os autores verificaram que 7,deamf classificadas como LINA
apresentando coagulacéo no teste do etanol a ¥8/%@ periodo de maior incidéncia foi ao
inicio de outono (marg¢o), com queda a partir doiinda primavera (setembro). Este padréo
foi relacionado com a baixa qualidade das forragei® os periodos citados.

Lopes (2008) em seus estudos na regido de CaseaBreo Estado de S&do Paulo
classificou 64,77% das amostras de leite como LHpfesentando instabilidade ao teste do
etanol a 72 % (v/v) e acidez inferior a 18°D.

Oliveira et al., (2011) em seu trabalho no estado de Sdo Paulengaam uma
prevaléncia de 64% de LINA ao teste do etanol 7284.(Ja Werncke (2012) analisou 589
amostras provenientes de 51 unidades de produci&del®@a regido oeste de Santa Catarina

e, constatou a incidéncia de 29,03% de LINA.
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2.10 Influéncia do Leite Instavel ndAcido na Inddstria

Existe uma relagao estreita entre a composicaeittod o seu rendimento industrial, a
qual é atribuida a fracdo de caseina. O leite pedeonvertido em uma extensa variedade de
diferentes e atrativos produtospmo leite fluido, queijo e iogurte, aos quais dEm das
propriedades das caseinas (De Kmiifal, 2012). Embora a quantidade de proteina seja
importante para a industria de lacteos, isso néofiéiente, uma vez que o fator de maior
importancia € a obtencdo de matéria prima quetaesis processamento térmico (Roma
Junioret al, 2007).

Santos & Fonseca (2007) relatam que uma diminuiE®,5% de solidos totais ou
0,1% em proteinas pode significar uma perda deéddas de leite em p6 ou 1 tonelada de
gueijo, respectivamente, para cada milh&o de Ildeokeite processados.

A producéo do LINA apresenta componentgtcos e ambientais, caracterizando-se
como um fendmeno multifatorial e, consequentemedgedificil controle. Sendo assim, a
procura de alternativas para o aproveitamento tndugleste leite, que atinge volumes
consideraveis da producdo total, apresenta relevdacto cientifica como social. Entre as
opcOes de utilizacdo do LINA sobressai a produgdaukijos e outros derivados lacteos.
Entretanto, estudos basicos e técnicos sdo neiossgmra comprovar a viabilidade da
industrializagéo do LINA.

Com relagé@o a influéncia do LINA sobre o rendimeata qualidade dos derivados
lacteos, Ponce (2000) observou deposicdes anornuaspasteurizadores de industrias,
ocasionando maiores sujidades nos equipamentogogesgamento térmico, ocasionando
interrupcdes adicionais durante o processo pal&aeao de limpezas nos trocadores de
calor. Fonseca & Santos (2000) também relatam deéebinstavel provoca transtornos no

processo de industrializacdo, causando deposigi@emais nos pasteurizadores e alteractes
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na fabricacao de derivados lacteos.

Ponce (2000) também constatou alteracfesfabacacdo de derivados lacteos
(especialmente de queijos e iogurtes). As altesaf@@am reducdo no rendimento, aumento
no tempo de coagulacao, surgimento de caractassiiclesejaveis no coagulo, alta retencao
de agua, perda de proteinas no soro e baixa gdeldias queijos. Estes resultados diferem
dos obtidos por Ribeiret al (2007) e Costabeadt al (2009), que compararam o efeito do
LINA na industrializagdo do iogurte batido com iogs fabricados com leites considerados
normais. Os autores observaram que néo ocorretarag@es no tempo de fermentacéo, pH e
viscosidade do iogurte batido elaborado com LINAimto de vacas da raca Jersey. Tendo
em vista as controvérsias sobre o assunto, Riletiad. (2007) destacaram a falta de dados
cientificos na literatura, o que impossibilita docsatisfatoriamente a respeito dos efeitos
do LINA sobre os derivados lacteos.

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecud@iAbastecimento (MAPA, 1997,
p. 119) queijo é:

“o produto fresco ou maturado que se obtém porragfa parcial do soro do leite
ou leite reconstituido (integral, parcial ou totahte desnatado) ou de soros lacteos,
coagulados pela acao fisica do coalho, enzimasifisps de bactérias especificas,
de acidos organicos, isolados ou combinados, tadosjualidade apta para uso
alimentar, com ou sem agregacao de substanciasrdliaias e/ou especiarias e/ou
condimentos, aditivos especificamente indicadodystéuncias aromatizantes e

matérias corantes.”
A legislacdo complementa essa definicdo, reseovandome queijo exclusivamente
para produtos cuja base lactea ndo contenha gaethurgroteinas de outra origem.
Na Estacdo Experimental Terras Baixas da Embrali@aCTemperado, estudos

preliminares do efeito da instabilidade do leitetesie do etanol sobre a producdo de queijo

minas padrdo ndo foi conclusiva e mostrou redugicendimento e aumentou o tempo de

43



coagulacdo do queijo, assim como diferenca na waidg aos 21 dias de armazenamento
teve diferenca na porcentagem de gordura (Bartosla, 2006; Ribeircet al.,2006).

Costabel (2009) em seu experimento utilizou leistdvel ndo acido ao teste do etanol
72 % (viv) e 80 % (v/v). Nao foram evidenciadasedihcas significativas nos queijos
processados com LINA e leite estavel, embora agétede proteina no coagulo fosse maior
para os queijos que apresentaram instabilidadeamolea 72% (v/v). No entanto 0s queijos
gue apresentaram instabilidade ao etanol a 80% &pxesentaram maior porcentagem de
retencdo de gordura e solidos totais. Porem n&@mfabservadas mudancas no rendimento
industrial. Desse modo o LINA pode ser utilizadoaparocessamento de produtos lacteos, ja

gue esse leite ndo representa perigo de saudeagubli
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das Amostras: Leite Estadve LINA

Os animais foram selecionados a partir ekmnhos leiteiros do Sistema de
Desenvolvimento em Pecuaria Leiteira (SISPEL) dédapa Clima Temperado, do Conjunto
Agrotécnico Visconde da Graca (CAVG), situados eelofas -RS, Brasil e de uma
propriedade leiteira da zona rural do municipicCdgias do Sul. Para a selecdo das amostras
dos animais utilizou-se como critério de incluséiesie do California Mastitis Test (CMT),
sendo selecionados os quartos mamarios que a@ssemt reacdo negativa ou positiva ao
teste e, como critério de exclusdo as amostratiyassao teste da caneca de fundo preto para
a deteccdo de mastite clinica. O experimento contou trés periodos experimentais, na
estacao do verdo (Janeiro de 2010, 2012 e 2014rokada uma amostra de 500 mL de
leite da ordenha individual dos animais pela maAs&amostras de leite foram fracionadas de
forma asséptica e encaminhadas em caixas isoté&rmira gelo ao laboratério de Doencas
Infecciosas da Faculdade de Medicina VeterinariaUtdversidade Federal de Pelotas
(UFPel) para isolamento e identificacdo dos ageetésddgicos da mastite e, para o
laboratorio de Qualidade do Leite da Embrapa Climaperado, para uma bateria de testes e
analises fisico-quimicas. Para a composicao de ¢€CS os frascos continham bronopol e,
para a CBT os frascos continham azidiol. Na Unidade de Caxias do Sul (UCS), as
amostras de leite foram encaminhadas para o l&imrate Microbiologia Aplicada, para a
realizacdo da quantificacdo e caracterizacao &eética das proteinas do leite e, na Central
de Ensaios e Analises, efetuou-se a determinacacalde total adotando o método de
espectrometria de absor¢do atdmica com chama &,apavaliagdo do fosforo adotou-se o
método de colorimetria. A instabilidade do leitedwaliada pelo teste do etanol em diferentes
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concentracdes (68 a 80°GL - com intervalo de 2°Gdendo considerado o nivel de
instabilidade do leite como a menor concentracaetdeol. Foram avaliadas neste trabalho

58 vacas da raca Jersey e 130 vacas da raca Halandé

3.2 Caracterizacao de Mastite Clinioa Subclinica.

Para a selecdo dos animais utilizou-se como icritlr inclusdo o teste ddalifornia
Mastitis Test(CMT), sendo selecionados 0s quartos mamarios apuesentassem reacao
negativa ou positiva ao teste e, como critério xtdusdo as amostras positivas ao tekte
caneca de fundo preto para a deteccdo de mastiteaclForam avaliadas 58 vacas da raca
Jersey, sendo registrada a producéo diaria dedeg@nimais.

Amostras de leite de todos os quartos mamariosraegw seguinte critério quanto
ao CMT: escore O (reacdo negativa); positivo (+¢c&eafracamente positiva, ++ reacao
positiva, +++ reacdo fortemente positiva). Cerca2@lemL de amostras positivas ao CMT
foram coletadas de forma asséptica, sendo realizadiesinfeccdo do orificio do teto com
algodao embebido em alcool 70°GL. ApOs a coletaarasstras foram acondicionadas sob
refrigeracdo em recipientes isotérmicos, com galendo encaminhadas para analise
microbioldgica ao Laboratério de Doencas Infecasoda Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Ossdimdam tabulados e submetidos a analise
descritiva a partir dos escores positivos ao CMdoes 0, +, ++, +++ e dos resultados
microbioldgicos. A partir do total dos quartos maios analisados calculou-se o percentual
de mastite subclinica para o leite estavel e LINA.

Para o isolamento dos microrganismos as amostristeléoram semeadas em Agar
sangue (8% de sangue desfibrinado ovino) e em deedmar MacConkey, incubadas a 37 °C,
e a leitura realizada 24, 48 e 72 horas. Ap0Os scarento das colonias foi realizada uma
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bateria de testes para identificacdo dos patégentmacao de gram, catalase, oxida&ees
Proskauser(\VVP), coagulase, acidificacdo de maltose, maseitvkealose (Barrow & Feltham,
1993). Os microrganismos isolados foram agrupadosqgeatro categorias de patdégenos:
contagiosos, ambientais, oportunistas e outrosp@th8. Nickerson, 2002):

a) ambientaisEscherichia coli, Streptococcus uberis, Streptoasdoovis, Klebsiela,
coliformes

b) contagiosos: Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus, f®itepcus
agalactiae

) oportunistasStaphylococcus coagulasesgativa

d) outros: fungos, algas.

Dos quartos coletados para avaliagdo microbio&diai calculada a porcentagem de

qguartos que néo apresentaram crescimento de ageictedianos, bem como a porcentagem

de quartos positivos aos agentes microbianos.

3.3 Composicdo Fisico-Quimica, Contam Total de Bactérias (CBT) e

Contagem de Células Somaticas (CCS)

Amostras contendo cerca de 100 mL de leite foracaminhadas sob refrigracao para o
Laboratoério de Leite da Embrapa Clima Temperadtpt®® Rio Grande do Sul (Figura 5).
Foram realizadas as determinacdes dos teores tiinardoruta, lactose, gordura e, extrato
seco total. A composicdo quimica e a contagem iacge foram realizadas por
espectrofotometria por radiagdo infravermelha emipasmento Somacout, marca Bentley

Instruments Inc®, seguindo o protocolo de Fonse&aétos (2000).
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A CCS foi realizada por contagem em contador @hto pela citometria de fluxo no

equipamento Somacount 300 da Bentley Instrumamt®, (Figura 6).

Figura Bsrmazenamento das amostras
Fonte: o autor (2015)

Figura 6-Somacount 300 da Bentley®
Fonte: o autad13)

3.4 Estabilidade ao Teste do Etanol

Para a determinacéo da estabilidade &® desetanol, volumes iguais das amostras e de
solugéo de etanol nas concentracgdes 68, 70, 726748 e 80% (v/v) foram homogeneizadas
durante alguns segundos e apoOs foram vertidosgbacas de Petri, a fim de identificar o
inicio da desestabilizacdo da micela de caseinkitlh Os resultados foram classificados
numa escala de estabilidade de um a cinco, semlanexia de acordo com o modelo usado
para interpretacdo da coagulacdo da micela deneass#gundo a metodologia adaptada de
Zanelaet al (2006), conforme a Figura Adotou-se a concentracdo de etanol de 72% (v/v)

como a menor concentracao que induziu a coagutig@ucela de caseina do leite.
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Figura 7- Subclasses de estabilidade da caseina do leitestdo etanol de acordo com a
intensidade da coagulagdo, classificadas como: iffdnsidade 1 (caseina estavel sem
coagulacao); (B) intensidade 2 (coagulagéo frg€d)intensidade 3 (coagulacdo média); (D)
intensidade 4 (coagulacao intensa); (E) intensiégdeagulacdo muito intensa).

Fonte: o autor (2015)

3.5 Determinacao do pH

Fundamenta-se na medida da concentracdo de iomgémib na amostra. Utilizou-se
um potencidbmetro com eletrodo especifico para ndedige pH da marca Orion. As
calibracdes séo realizadas com solu¢bes acida @t acalina (pH 10,0) e neutra (pH 7,0)

(Brasil, 1981). O resultado é obtido por leitureeth no aparelho.
3.6 Determinacéao da Acidez Titulavelm Graus Dornic (°D
Adicionou-se10 mL de leite em um erlenmeyer e acrescentaramnésegotas de
fenolftaleina a 1%. Realizou-se de imediato ad&b, contendo a solucdo de NaOH N/9.

Cada 0,1 ml de NaOH N/9 gasto na escala do acidirdetDornic corresponde a 1°D (0,01%

de é&cido latico)Brasil, 1981).
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3.7 Estabilidade Térmica

Foram colocados 2 mL de leite em um tubo de ersagmm o auxilio de um bico de
bunsen realizou-se a coc¢do da amostra de leitevatétar fervura trés vezes (Brasil, 2006).
Apoés este procedimento, a amostra fervida foi @adacem uma placa de Petri onde se
verificou a presenca de grumos. Quando havia aepgas de grumos a amostra foi

considerada positiva ao teste, do contrario, a aimés considerada negativa.

3.8 Avaliacéo dos Perfis Eletroforétds de Caseinas em Leite Estavel e LINA

Neste estudo o perfil eletroforético das protesi@d.INA de vacas da raca Jersey (31
amostras de leite estavel e 31 de LINA) e de vdaasca Holandés (9 de leite estavel e 9 de
LINA) foram avaliados. Amostras pareadas de le@wel e de LINA obtidos do mesmo
animal (10 animais) em periodos distintos tambéanficavaliados.

A avaliacdo de proteinas totais atraves de etwrsé foi desenvolvida em sistema
desnaturante de acordo com o protocolo descrito fammli (1970) com algumas
modificacdes. Brevemente, a separacdo eletrofardtic realizada em gel descontinuo,
formado por um gel concentrador (1cm) contendo 4¢g@crilamida em tampéao 125mM
Tris-HCI pH6,8 e um gel separador (7cm) contend® e acrilamida em tampéao 375mM
Tris-HCI pH 8,8, ambos contendo 0,1% de SDS. Coampfo de corrida foi utilizado
100mM Tris-glicina pH 8,3. A corrida foi realizaéan cuba vertical a 10°C com corrente de
50 V no gel concentrador e 100 V no gel separadleramostras de leite foram misturadas
com um volume (1:1) de “Loading Buffer 2x” (5% de @ercaptoetanol, 0,4% de SDS,
50mM Tris-HCI pH6,8, 0,2% de azul de bromofenol%l@licerol) e aquecidas a 100°C em
banho Maria por 5 min. Volumes dei@@oram aplicados nos géis.
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Apés a corrida, as proteinas foram fixadas e ceradm 0,1% de Coomassie Brilliant Blue
R250 em metanol: acido acético: agua (30:7:63)rdard horas. A descoloracéo foi realizada
com trocas sucessivas de metanol: &cido acétice: @§:7:63). Em todos os géis foi aplicado um
padrdo de peso molecular Bench Mark Protein Lad@bco BRL, 10747-012) contendo

marcadores de 10 a 220 kDa.

3.9 Determinacao de Calcio e Fosfoem Leite Estavel e LINA

3.9.Pré-tratamento das Amostras

Para a determinacao de calcio (soluvel mais addigamicela de caseina) e fosforo total
nas amostras de LINA e leite estavel, 10 mL foréiootados e transferidos para um copo de
bécker. Foram adicionados 50 mL de agua tipo Iy, 5de acido nitrico concentrado P. A.,
seguido por aquecimento brando em chapa de aqu#cindentro da capela de fluxo, até
reduzir o volume para 5 mL. As solucdes digerigaarh filtradas, transferidas para baldes
volumétricos de 50 mL e avolumadas com solucacidi® ditrico 1 + 9 (APHA, 2012).

Para a precipitacdo das proteinas nas amostrab\ded. leite estavel, homogeneizou-
se as amostras e transferiu-se 10 mL para um cofdecker. Utilizou-se etanol 72 % (v/v)
para a precipitacdo da caseina em LINA e etanol @%b para precipitacdo em leite estavel.
As proteinas do soro do leite foram calculadasdiferenca. O sobrenadante foi descartado e
os precipitados foram secados durante uma horasstrfa@ 100 °C. O precipitado foi pesado
em balanca analitica e calcinado em forno de npdia2 horas a 550 °C. A seguir, as cinzas
foram dissolvidas com 1 mL de solucdo de acidacoitfHNQGz) 1+9, transferidas para um
baldo volumétrico de 50 mL e avolumadas com a &olaie acido nitrico. Todas as amostras

foram preparadas em triplicata e as solu¢des f@m@raminhadas para os ensaios de célcio e
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fésforo (AOAC, 2007).

3.9.2Determinacgéo de Calcio

A determinacdo na amostra pré-tratada foi readizedCentral de Ensaios e Analises da
Universidade de Caxias do Sul, adotando o métodesgectrometria de absorcdo atdbmica
com chama. Neste método, a amostra em forma de&sok aspirada e as goticulas séo
misturadas ao fluxo de gases combustivel (acejilencomburente. Esta mistura é levada
para dentro de uma chama em torno de 2400 °C, dsan®@ atomizador, onde os ions sao
dessolvatados e reduzidos a atomos livres no est@olor. Os atomos metalicos absorvem
parte da radiacdo especifica oriunda de uma lamgadzatodo oco, chamada de fonte de
radiacdo. A fracdo da radiacdo absorvida € medittagetector e 0 equipamento processa a
atenuacdo do sinal, informando como Absorvacia.elcio entre a absorvancia e a
concentracdo de calcio é linear, dentro de umviatlerde concentracdo, possibilitando a
construcdo de uma curva de calibracdo. (APHA, 20R3ja as leituras, foi utilizado um

espectrometro de absorgéo atdbmica com chama mar@n\modelo AAplus 250.

3.9.3Determinacéo de Fdsforo Total Adotando o Método dacido Ascorbico

A determinacgdo do fosforo total atraves do métaeldado ascorbico consiste em duas
etapas: conversdo das formas de fosforo presemteamostra (fosfatos condensados e
fosfatos organicos) em ortofosfato solavel, seguidadesenvolvimento de cor e leitura da
absorcéo molecular em 880 nm. No ensaio, a amimstsabmetida a um tratamento prévio,
que consistiu em uma digestdo 4cida, para a oxdddgamatéria organica e liberacdo do
fésforo como ortofosfato. Na sequéncia, o ortofmsfsolivel reagiu com molibdato de
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amonio e tartarato de antiménio e potassio, em n@mo, produzindo o &cido
fosfomolibdico. Para o desenvolvimento de cor, iddascorbico atua como agente redutor,
reduzindo o &cido fosfomolibdico para formar o aiimolibdénio. A intensidade da cor do
azul de molibdénio é proporcional a concentracaortigfosfato total. Apds no minimo 10
min e no maximo 30 min, a absorbancia foi deterdanao espectrofotbmetro marca

Micronal modelo 8582, ajustado com um comprimemoiada igual a 880 nm.

3.10 Determinacédo da Concentracao Beoteinas Totais

A determinacao de proteinas foi realizada atravémnétodo de Bradford (1976). Para a
preparacdo da curva de calibracdo foi utilizado @groteina padrdo a albumina de soro
bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).sAconcentracdes de BSA utilizadas
foram 0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 puL/mL. Utilizou-se QuL do reagente Bradford, os volumes
foram ajustados para 1.2QQ.. Em seguida foi misturado em um agitador de tutjos
vortex Depois de 5 minutos, foram realizadas as medidagbsorbancias das proteinas em
duplicata a 595 nm no espectrofotometro. As dite®rtoncentracdes da proteina padrao
(BSA) fornecidas pelo espectrofotbmetro, foram cgolas ao programa Excel para a

construcéo da curva de calibracéo e calculo daaieefe de correlacéo &R

3.11 Analises Estatisticas
Os ensaios foram realizados por meio do delinetomexperimental em blocos
inteiramente casualizados com um minimo de tréstiges. De acordo com 0s ensaios 0s
dados foram analisados utilizando o test¢udent (p<0.05), analises de regressao, anaise d
correlacdo, andlises multivariadas. As analisedisstas foram processadas com o auxilio do

programa computacional SP&8 Windows verséo 21.0.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo da Mastite Subcloa: Isolamento e Identificacdo dos
Agentes Etiolégicos de Mastite

Das 58 vacas em lactacdo da raca Jersey analidadé3%) apresentaram resultados
positivos ao teste do CMT, correspondendo 24 (86)70ara leite estavel e, 15 (68,20%)
para LINA. De acordo com a intensidade da reacdanasstras positivas para CMT foram
classificadas em escore 0 (reacdo negativa), +g +++ obtendo-se como resultado 12
(33,3%), 15 (41,7%), 7 (19,4%) e 2 (5,6%), partelestavel, e 7 (31,8),1 (50%), 3 (13,6%)

e, 1 (4,5%) para o LINA respectivamente.

Kolling (2012) analisou 84 quartos mamariosseresultados da reacdo Galifornia
Mastitis Testmostraram que 27,38% apresentaram reacdo negaly@6% CMT +, 25%
CMT ++ e 16,66% CMT +++. Esses resultados evidemagizgaior nimero de amostras com
reacao positiva ao CMT do que aquelas encontranlggesente trabalho. Com relacdo ao
teste do etanol, foi classificado como LINA 22 @Po) do total das amostras que
precipitaram ao etanol 72% (v/vilestas 15 (68(®6) foram classificadas com mastite
subclinica e, 7 (31,8%) foram CMT negativo. Nes#ddlho constatamos que 41,02% das
amostras ndo apresentaram crescimento microbiolégipesar de apresentarem reacao
positiva ao CMT. O grande niamero de amostras negapara 0 crescimento microbiano
encontrado neste trabalho, sugere maior cautelso@o CMT como indicativo de infeccéo
intramamaria, ja que a mastite subclinica podesaptar resultados de cultura negativos nas
andlises microblogicas e, a reacdo inflamatériaepestar presente mesmo sem processo
infeccioso na glandula, devido a lesdo traumatita,0 agente microbiano pode ter sido
eliminado pelo processo de auto cura (Ribetral, 2003).

Os resultados encontrados neste estudo sao iefers@s resultados de Donateteal.
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(2003) o qual estudaram 287 amostras de leiteiyasiao teste do alizarol, sendo que dessas
69,34% nao apresentaram nenhum tipo de crescimaatobiano.
Ribeiro et al, (2011) avaliaram 154 vacas da raca Jersey @ceeam a inexisténcia de
crescimento microbiolégico em 70,56% dos 316 qgariamarios positivos ao CMT, valores
superiores ao encontrado neste trabalho.

Os resultados das analises microbiologicas destmasode leite estavel e de LINA

positivas adCalifornia Mastitis Tes{CMT) podem ser visualizados na tabela 9.

Tabela 9- Resultados das andlises microbiolégicas de amodgdgite de vacas da raca

Jersey com CMT positivo.

California Mastitis Test(CMT) positivo
Microrganismo

Leite estavel LINA Total %

Sem crescimento 9 (23,07%) 7 (17,95%) 16 ,021
Staphylococcusp. (coag+) 7 (17,95%) 3 (7,69%) 10 25,64
Staphylococcusp. (coag-) 4 (10,26%) 1(2,57%) 5 12,83

Streptococcusp. 0 (0%) 2 (5,12%) 2 5,12

Corynebacteriunsp. 1(2,57%) 0 (0%) 1 2,57
Staphylococcusp. (coag-) 3 (7,70%) 0 (0%) 3 7,70
+ Sreptococcusp.
Staphylococcusp. (coag+) 1 (2,56%) 1 (2,56%) 2 5,12
+ Staphylococcusp. (coag -)
Total Geral 39 100

Houve maior prevaléncia de bactérias do gér&tephylococcus coagulagmsitiva
(17,95%) entre os microrganismos isolados para o leite ebtdy(7,69%) para o LINA,
seguido pobactérias do génerBtaphylococusoagulasenegativa (10,26%) para leite estavel

e, (2,57%) para leite instadve ndo acido, considkrantotal de amostras positivas ao teste do
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CMT. Destaca-se que mesmo ocorrendo reacao positivdiversos graus no teste do CMT,
um elevado percentual (41,02%) de amostras derlédeapresentou crescimento bacteriano.
Os resultados encontrados por Kolling (2012) digergdos nossos estudos, a maior
prevaléncia que esse autor encontrou foi de basté&ib géneroCorynebacteriumsp.
(27,38%), seguidos por microrganismos do génStaphylococcus coagulaseegativa
(13,10%). J& Martinet al (2010) avaliaram 108 vacas no estado do Mato $Bras
encontraram a maior prevaléncia de bactérias d@rgéborynebacteriumsp. (27,6%),
concordando com os dados de Kolling (2012), disowild com os dados desse trabalho.

Os resultados sugerem que a mastite subclinicaén@im fator determinante da
instabilidade ndo acida do leite. Ndo constataretez@o dos microrganismos encontrados
com a instabilidade do leite, corroborando Zaretlal. (2009) e Donatelet al (2003) o qual
nao encontraram envolvimento de bactérias na cdasastabilidade do leite ao teste do
alizarol 72%. As demais amostras apresent&taphylococcus coagulapesitiva (17,8%) e
Staphylococcus coagulasegativa (12,86%), esses percentuais sdo supedaosdetectados
no presente trabalho.

Quanto as amostras de leite com resultados positieoteste do CMT 39 (67%) dos
quartos mamarios de 58 vacas da raca Jersey exdani(z8,98%) apresentaram crescimento
microbiano. Em relacdo ao agrupamento dos agentesobianos em oportunistas,
contagiosos e ambientais, identificou-se 17,95 @%73% e 10,25% respectivamente. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 10.
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Tabela 10-Resultados das analises microbioldgicas de amodé&dsite de vacas da raga
Jersey com CMT positivo agrupadas segundo a categ@ipatdégeno

Amostras positivas ac  Crescimentc  Agentes Agentes Agentes
CMT Microbiano  Oportunistas  Contagiosos Ambientais
3¢ 23 (58,97% 7 (17,95% 12 (30,77% 4 (10,25%

4.2 Caracteristicas Fisico-Quimicas, Céad Somaticas e Contagem Bacteriana

Total do Leite Estavel e LINA de Vacas da Raca Jeey e Holandés.

Os resultados das médias das caracteristicag-fjgimicas, CCS e CBT em leite
estavel e LINA oriundos de vacas das racas Jers®jamdés sdo apresentados na Tabela 11.
Conforme pode ser observado, tanto as amostrasite dstavel quanto as de LINA
apresentaram composicao e caracteristicas fisicoicps dentro dos padrbes estabelecidos
pelo Ministério da Agricultura (MAPA 2011).

Os resultados (Tabela 11) n&o permitiram evidenaiifierencas estatisticas
significativas entre as amostras de leite estavelNA nas duas racas avaliadas para os
parametros: acidez titulavel (°D), pH, gordura, tphoa, lactose, solidos totais e CBT.

Marques (2004) encontrou resultados divergentesta estudo, mostrando maior teor
de gordura e menores teores de proteina e laatoddNA. Cabe ressaltar que apesar de nao
apresentarem diferencas significativas, no preseabalho observou-se uma tendéncia (P<
0,05) de aumento da quantidade de gordura e redleg&oncentracado de lactose em LINA
(Tabela 11). A aparente discordancia com o trabdéhdarques (2004) pode ser atribuida ao
elevado nimero de amostras analisadas por este(280® amostras).

Em relacdo a CCS observou-se diferenca signifiagiewa o leite estavel das vacas da

raca Jersey, que foram superiores aos dados eadositpara o LINA, mostrando a auséncia
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de relagcdo com a mastite subclinica.

Tabela 11-Média e desvio padrdo das caracteristicas de copdjpofisico-quimica, CCS,
CBT, periodo de lactacdo e producéo de leite/dideite estavel e LINA comparadas dentro
de cada raca Jersey e Holandés

Caracteristice Jersey / LIN/ Jersey/Leite  Holandés/ LIN/ Holandés/Leite

Estavel Estavel
NUmero deamostra 22 36 1C 22
Teste ao etanol (72°C)  instavel estavel instavel estavel
Acidez Dornic (°D) 15,86+ 0,35 15,28+0,41 15,00+0,44 15,60+0,49
pH 6,82+0,0: 6,81+0,0: 6,7510,0: 6,77+0,0:
Gordur: 4,81+0,2# 4,49+0,5% 3,35+0,1! 3,19+0,1(
Protein 3,59+0,1¢ 3,7840,1¢ 3,16+0,1( 2,94+0,0«
Lactost 4,23b+0,0! 4,42+0,1: 4,36+0,0t 4,7840,0«
Solidos Totai 13,71+0,3 13,78+0,5! 11,68+0,2 11,45+0,1!
CCS(cel/mL x 1C®) 350,26+90,1 359,85+107,0  270,10+60,0 258,300, 3
CBT (Log) 4,41+0,1- 4,72+0,3: 4,37+0,1t 5,19+0,9¢
Dias/Lactacé 291,60+33,8* 185,78+40,9  337,80+43,1*  220,30+11,7
Producéo/Dia/ 9,70£33,8: 11,72+11,7 14,02+0,7 13,60+0,4-

* Significativo a 5% de probabilidade pelo tesentre tipos de leite dentro de cada raga.
# Significativo a 5% de probabilidade pelo testatre racas independente do tipo de leite.

Zanelaet al (2009) e Oliveiraet al (2011) encontraram porcentagens menores de
proteina bruta para o LINA em relacdo ao leite vettéenquanto Barros (2001) verificou
resultado contrario, mostrando ampla divergénciteneomponente do leite. De um modo
geral, auséncia de diferencas significativas camai os trabalhos previamente realizados
(Negri et al, 2001; Fruscalso, 2008; Abreu, 2008;; Lopes, 2@#bosa, 2010; Machado,
2010; Marx, 2011; Wernecke, 2012).

Visando verificar se a auséncia de variacdo noecolot proteico ndo era apenas
metodoldgica, nove amostras de leite estavel e deudNA de vacas Jersey foram avaliados
utiizando o método de Bradford. Os resultados daisti foram compativeis com o0s

encontrados por espectrofotometria por radiacdavafmelha e confirmaram a auséncia de
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variacao significativa entre os dois tipos de leite
4.3 Relacdo da Producédo de Leite e Periode Lactagdo em Leite Estavel e

LINA de Vacas da Raca Jersey e Holandés.

O leite estavel foi oriundo de vacas com menor eronde dias de lactacdo do que o
LINA para ambas racas estudadas (Tabela 11). @Gaisaltar que todas as amostras avaliadas
corresponderam a animais em periodo avancado @edac Relacdo entre periodo de lactagdo
e LINA foi encontrada por Barrcat al (2000), que identificaram maior prevaléncia dslAl
em animais com periodo de lactacdo acima de 280 dia

Os resultados obtidos no presente trabalho (TabBlando mostraram diferencas
significativas de producédo entre animais com legivel e LINA, e uma tendéncia de maior
producdo em animais da raca Holandés, quando cadgpas raca Jersey. No entanto,
acréscimos na producdo sdo acompanhados por dewgésca concentracdo de gordura e
proteina do leite, assim como os teores de gorglymateina sdo maiores no inicio e final da
lactacdo e menores no pico de produgéo (Hurley§)200

Stumpf Jr.et al (2000) relatam que a producao de leite represemtsposta da vaca
leiteira a alimentacdo adequada e ao manejo rdcdwsa recursos forrageiros disponiveis,
sendo esses fatores primordiais para a rentab@idadim sistema de producédo de leite.

A producao leiteira dos animais da raca Jersey rgrazta neste trabalho, pode ser
explicada pela magnitude de dietas deficientesragifio do equilibrio entre nutrientes, estagio
de lactacéo, potencial produtivo, entre outros.

Fischeret al. (2012) detectaram reducdo média de 35,6% na piiodde leite dos
animais, durante restricdo alimentar, confirmandelacdo da dieta com a producao leiteira.
Por outro lado, as suplementa¢cfes de dietas, eleds em energia e proteina, promoveram

aumento da producdo leiteira, da concentracaoliws@ da estabilidade da caseina.
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Barbosa (2011) realizou um experimento com tr@artrantos: controle (sem atender as
necessidades nutricionais dos animais), 100% daliatento das exigéncias energéticas e
100% de atendimento das exigéncias energéticoipastéusando 12 vacas da raca Jersey e
Holandés, no primeiro e segundo estadio de lactagéificou que as dietas ajustadas foram

suficientes para reverter o quadro de LINA e, caugléncia na producédo do leite.

4.4 Avaliacao do Perfil Eletroforétic das Caseinas de Leite Estavel e LINA

O uso da metodologia de eletroforese em gel dagthmida na area de lacticinios
vem sendo utilizadas com bastante sucesso, confaode-se constatar em trabalhos
publicados por Egitet al (2001; 2002; 2006; 2007).

Os perfis representativos das proteinas dedei@mostras de vacas da raga Jersey e de
raca Holandés sédo apresentados nas Figuras 8esp@ctivamente. A analise eletroforética
permitiu visualizar as distintas proteinas do |eiteas ndo foram evidenciadas diferencas
qualitativas ou quantitativas consistentes na coagda entre leite estavel e LINA. Mesmo
amostras pareadas (leite estavel e LINA) obtidondsmo animal (10 animais) em periodos
distintos ndo exibiram diferencas consistentes.

Concordando com este estudo, Lopéal (2008) analisou as fracdes de caseina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) erificou que o cromatograma de uma
amostra de LINA ndo apresenta diferencas nos piass fracbes de caseina quando
comparado com 0s cromatogramas apresentados patrame@staveis ou pela amostra
padrédo. Botar@t al (2007, 2009) ndo observaram diferencas entrédeitestavel e estavel
quanto ao polimorfismo dglactoglobulina e da-caseina. Oliveirat al (2013) analisaram
77 amostras de leite quanto as fracdes proteicagoeforam encontradas diferencas nos

percentuais de. e B caseinas dos leites estaveis e instaveis. Par ado, Barros (2001)
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constatou em seus estudos que o LINA apresenteiga nas fracbes proteicas em relacéo
ao leite estavel, e Barbostal (2012) encontrou nas amostras de LINA menor aurnagio

dek-caseina e maiores concentracdeB-daseina.

Figura 8- Perfil eletroforético das fracdes proteicas de arassndividuais de leite estavel
(N) e LINA (L) de vacas da raca Jersey.
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Figura 9- Perfil eletroforético das fracdes proteicas de drasge leite estavel (N) e LINA
(L) de vacas da raca Holandés.
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Resumo

Nos ultimos anos, tem se observado a positividadieites ndo acidos (LINA) ao teste
do etanol. Neste trabalho foi estudada a estad@id&rmica e a estabilidade ao etanol
utilizando leite estavel, acidificado e leite in&Bn&o acido (LINA), na busca de informacdes
sobre os fendmenos envolvidos no mecanismo debilidtale da micela de caseina frente a
adicdo de etanol. Determinaram-se pH, acidez viélil&stabilidade ao etanol e estabilidade
térmica. O perfil da curva sigmoidal encontradadgrara acidez tutulavel e estabilidade ao
etanol pode estar relacionada a mudanca de meaansnetanol, devido ao seu carater
anfotérico. O etanol em leite 4cido pode estarratoale forma semelhante ao calcio, uma
vez que se encontra como ROHPor outro lado, em pH mais alto, o ion dissociRdd
contribui com a carga negativa da proteina, aumedotaa instabilidade do leite. Neste
sentido, pode-se sugerir queetanol exerce influéncia significativa no comportamo do
leite em relagéo a desestabilizacdo da micela deira nos testes de acidez tutulavel e
estabilidade ao etanol. O leite estavel e o LINAeapntaram comportamentos semelhantes
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nos testes realizados. Contudo, a instabilidadéINé e do leite acido é evidenciada na
realizac@o dos testes de estabilidade térmicamertte com a estabilidade ao etanol, devido
a potencializacdo dos mecanismos que levam a ildéale da caseina. Com relacdo a
proteina, a histidina apresenta valor de: ital a 6,0, proximo ao pH do leite e pode estar
atuando como principal responsavel pelo seu tampentn. O teste do etanol tem se
mostrado eficiente para avaliar a estabilidade deelm de caseina por alterar
simultaneamente propriedades térmicas, fisicasmicas, porém pode ser considerado muito
rigoroso quando aplicado ao LINA, uma vez que wari@acdes podem ocorrer

independentemente ou de forma inter-relacionadaanto a sua desestabilizacéo.

Palavras-chave: Teste de etanol; Leite instavel ndo &cido; micedacdseina; fosfato de

calcio; calcio ibnico.
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1. Introducéo

O teste do etanol € comumente utilizado pela inddgctea para avaliar a qualidade do
leite. Esse teste tem sido utilizado em variosgsaientre 0s quais o Brasil, como método
rapido e barato para determinar a estabilidadeaftdd leite. O resultado deste teste define seu
aceite ou rejeicao pela industria no momento detaaias propriedades rurais no Brasil e nos
paises da América Latina.

Atualmente a graduacdo minima obrigatouie 2% (v/v), estabelecido pela legislacédo
vigente (Brasil, 2002). Gradua¢des mais elevadassido utilizada (Silva et al. 2012), na
expectativa de selecionar leite de melhor estaubkdérmica, quando submetidos ao processo
UHT (Chavez et al. 2004; Backes et al. 2012;). Pesdiécada de 1920, tem se observado
com certa frequéncia a positividade de leites ré@doa ao teste do etanol sem, entretanto,
haver acidez elevada, isto €, acima de 18°D (Zatedh 2009; Stumpf, 2012). Esse tipo de
leite, denominado de leite instavel ndo acido (LJN#e caracteriza por apresentar proteina
instavel sem acidez adquirida, diminuicdo do temicdseina e aumento da concentracédo de
ions calcio (Oliveira & Timm, 2007).

O LINA esta principalmente relacionado ao manejtiicional inadequado em épocas
de caréncia alimentar ou dietas deficitarias (@iv& Timm, 2007). Este tipo de leite, com
baixas contagens bacterianas e de células somama&senta resultado positivo ao teste do
etanol e tem levado a rejeicéo de leite com boédaae (Donatele et al. 2003; Backes et al.
2012; Fischer et al. 2012, acarretando perdas etoné ao produtor e para a industria de
laticinios. Resultados positivos ao teste do etanoLINA tem sido relatado em varios paises

tais como Ird (Sobhani et al. 1998), Uruguai (Bsred al. 2000), Argentina (Negri, 2002),
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Cuba (Ponce Ceballo & Hernandez, 2001) e Brasihéiaet al. 2009 e Fischer et al. 2012).
A Unido Europeia, bem como os Estados Unidos, alyardm o teste do etanol e investiram
na melhoria do manejo da cadeia produtiva do leite.

A estabilidade do leite € mantida pelas proteidaegeas em equilibrio com o fosfato de
calcio coloidal, formando estruturas denominadaselas de caseina. A molécula de caseina
possui grupos fosfatos covalentes que estdo eneslvina ligagdo com o célcio. Apés a
caseina ser fosforilada, o calcio se liga ao fogfara iniciar a polimerizacdo das particulas
de micela. Esta estrutura (caseina - P@&* - PQy — caseina) é chamada de micela em
formacdao (Tronco, 1997). A atividade anfipaticacdaeina é dada por regides hidrofébicas e
hidrofilicas, sendo os filamentos daaseina na superficie da micela os responsavesipo
estabilidade estérica (Holt & Horne, 1996; Walst!@90).

Varios fatores afetam a estabilidade coloidal daselas de caseina, resultando na
coalescéncia. Os principais sdo: acidez, temperatancentracdo de fonsCa hidrélise
enzimatica.

A acidez titulavel do leite, expressa em graus ido(fD), esta relacionada a altas
contagens de bactérias lacticas, as quais atuansarnente pela fermentacdo da lactose,
produzindo &cido lactico. O aumento da concentradgicacido lactico contribui para a
producdo de ion hidrogénio, o qual neutraliza agasanegativas das micelas, promovendo a
coagulacéao.

O tratamento térmico altera o ambiente em tornomilzela de caseina, devido a
alteracdes no equilibrio de dissociagdo dos a@dis fosfato de célcio. Com o resfriamento,
a solubilidade do fosfato de calcio micelar aumemégrando para a fragdo soluvel,
promovendo a quebra das ligacbes mediadas pelatdodke calcio. Como consequéncia,
ocorre a hidratacdo da-caseina e liberacdo df-caseina para a fracdo sollvel,

desestabilizando a conformacgéo estéricac-daseina. O aumento da temperatura também
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promove modificacdo na estabilizacdo estérica daelmi devido ao decréscimo da
solubilidade do fosfato de célcio. Nesta situagésal promove a migracdo deste para dentro
da micela, podendo ocorrer formacdo de cristaifogfato dep-tricalcio ou hidroxiapatita
(Gaucheron, 2005). A quebra das ligacdes permimigracdo dax-caseina para a fase
soluvel, na qual se encontra palactoglobulina, formando ligacGes intermoleculadks
dissulfeto do tipo —SH/SS, bem como intera¢cdesofdthicas, resultando na desnaturacdo das
proteinas do sorp-lactoglobulinad-lactoalbumina).

A distribuicdo dos sais entre a fase sollvel esa faicelar € importante na estabilidade
da micela de caseina onde o fosfato de calcioitradocde calcio sdo considerados como 0s
principais responsaveis por este equilibrio. O aumela concentracdo de ions calcio
promove modifica¢cdes do balanco salino do leitesrahdo a forga idbnica do mesmo. Como
0s ions calcio sao preferentemente atraidos pelogog carregados negativamente da
proteina, por ser um ion comum, pode diminuir allsfo eletrostatica entre as micelas e
promover a auto-associacdo. O efeito da adicdomedalcio também pode estar associado
ao efeitosalting out(Oliveira & Timm, 2007) uma vez que a solubilidade das micelas de
proteina diminui. Esta observacao estéa relacioaadéae interacdo de cargas entre 0 excesso
de ions calcio e o solvente agua, desidratando calanie promovendo a sua agregacao
(Sgarbieri, 2005).

A hidrodlise enzimatica da-caseina pode ser promovida pela adicdo de enaniaar
Oou quimosina, enzimas proteoliticas dos lisossatagscelulas somaticas em leite mastitico,
ou protedlise resultante das bactérias psicroasfim leite (Fox et al., 2000).

Neste trabalho foi estudada a estabilide&ienica e a estabilidade ao etanol em
diferentes concentracbes etandlicas, utilizande th@os de leite (estavel, acidificado e
LINA), com o objetivo de buscar informacfes quetdboam para o entendimento dos

fendbmenos envolvidos no mecanismo de instabilidedmicela de caseina frente a adicédo de
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etanol.

2. Materiais e Métodos

2.1 Analises de Amostras de Leite
Foram selecionadas sete amostras de LINA e, o mesimero de amostras de leite
estavel, da ordenha individual de 98 vacas daHhatandés em Caxias do Sul, RS/Brasil. As
amostras foram padronizadas em volumes iguais, param utilizadas nos ensaios.
Realizaram-se as seguintes determinacdes: pH,zaid@vel, teste do etanol e avaliagdo do
tempo de estabilidade térmica. Todas as avalidpias realizadas em leite estavel com pH

6,8 € 6,5, LINA com pH 6,6 e, leite acidificadant pH 6,3 e pH 6,0.

2.2 Determinacao do pH
Utilizou-se peagametro devidamente calibrado catrado especifico para medicdo de

pH da marca Orion 2012® (Brasil, 1981).

2.3 Determinacao da Acidez Titulavel em Graudornic (°D)

Utilizou-se acidimetro de Dornic (°D) (Brasil, 1981

2.4 Estabilidade ao Etanol de Leite Normal, Adificado e LINA
Para a determinacdo da estabilidade ao etanolit@o ¢ diferentes valores de pH,
foram utilizadas amostras de LINA com pH 6,6, lagavel com pH 6,8 e 6,5 e, ajustadas
com HCI 0,1 mol/lL a pH 6,3 e 6,0.Volumes iguaisamiaostra e de solucdo de etanol nas
concentracdes 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, %%, 68, 70, 72, 75, 78 e 80% (v/v) foram

homogeneizadas durante alguns segundos, e apasVJertidos para placas de petri, a fim de
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identificar o inicio da desestabilizacdo da micééacaseina do leite. Os resultados foram
classificados numa escala de estabilidade de umca,segundo a metodologia adaptada de
Zanelaet al (2006), sendo explanada de acordo com o modeldougara interpretacao da

coagulacao da micela de caseina, conforme a Figura

Figura 1.Subclasses de estabilidade da caseina do leiést@odo etanol dgcordo com
a intensidade de coagulacédo, classificadas comp:inténsidade 1 (caseina estavel sem
coagulacao); (B) intensidade 2 (coagulacédo frg€g)intensidade 3 (coagulacdo média); (D)
intensidade 4 (coagulacao intensa); (E) intensi@a@eagulacdo muito intensa).

2.5 Interacéo pH, Etanol e Temperatura na Estabilidde do Leite.
Volumes iguais da amostra e de etanol nas concéesdls, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 68, 70, 72, 75, 78 e 80% (v/v), foramiocados em banho Maria a 100°C (CT-248
Cientec®) durante 100 minutos. Foi acompanhado mpde necessario para iniciar a
geleificacdo, a separacao do leite em duas fasddvés e coloidal) e a intensidade da

coagulacao, classificada em graus |, Il e lll denéiza do coagulo. O autor (2015).

3. Resultados

Entre os testes utilizados para avaliar a qualidbaléeite, os principais s&o: acidez
titulavel em graus dornic (°D), estabilidade amela estabilidade térmica. Neste trabalho,

estes testes foram realizados em diferentes caacérts de etanol, para obter informacdes a

70



respeito do comportamento nos trés tipos de latalg, LINA e estavel). Serdo abordados
cinco fatores que estao relacionados a estabilidadricela de caseina em leite bovino frente
ao etanol: acidez, temperatura, precipitacdo ddatimsde calcio coloidal, desequilibrio

eletrostatico e colapso #ecaseina por acdo desidratante ao etanol ou dibelemzimatica.

3.1 Intensidade de Coagulagéo da Caseina em RelagéBstabilidade ao Etanol
Geralmente a estabilidade ao etanol € definida cmancentragdo minima da solugéo
de etanol necessaria para induzir a precipitac@madp adicionado no leite (Horne, 1987).
Neste trabalho foram definidos niveis de agregalgioicela de caseina de acordo com a
Figura 1, com o objetivo de estabelecer critériog germitam comparar as diferentes
intensidades de coagulacdo de acordo com o teetagel. Os resultados da intensidade de
coagulacédo da micela de caseina em relacéo ad etarieite estavel, acido e LINA, podem

ser visualizados através da Figura 2.

Coagulacio
w

35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Etanol (% v/v)

—e®—60 —@—63 —O0O—65 —O—6.8 ---Lc--LINA

Figura 2. Classificacdo em subclasses de estabilidade a@daneado leite ao teste do

etanol dos leites estavel, acidificado e LINA
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Para o leite estavel com pH 6,8 a desestabilizalgi@aseina iniciou quando foi
adicionado etanol a 78% (v/v), mantendo-se o gmauntknsidade 2 para a concentracao
subsequente. Em uma concentracao de 65% (v/viadeleibserva-se o inicio de geleificacéo
para o LINA e, esse tipo de leite segue 0 mesm@odamento do leite estavel em relacao
ao grau de intensidade 2 de inicio da precipitaggmém com etanol a 70% (v/v). As
subsequentes adi¢des de etanol aumentaram a d@desie coagulacao para 3 até 5. No leite
com pH 6,5 a desestabilizagdo iniciou com adicacetd®ol a 75% (v/v), com grau de
intensidade 2. A medida que foi adicionado etamolo®ncentraces de 78 e 80% (v/v) o
processo de desestabilizacdo foi acentuado, pasgaen@é 0 grau de intensidade 3 e 5
respectivamente, que é a coagulacdo completa ddante caseina. O leite acidificado com
pH 6,3 iniciou a desestabilizacdo em grau de imdadse 3 com 50% (v/v) de etanol e
manteve-se até 60% (v/v) etanol. O grau 4 foi olzsky para 65 a 72 % ( v/v) de etanol e
grau 5 para 75 a 80% (v/v) de etanol. Para o éaitdificado com pH 6,0 com concentracdes
etandlicas de 40 e 45% (v/v) de etanol obteve-gasgde coagulacdo 2 e 3 respectivamente.
Para adicdo de etanol a 60% (v/v) o grau é 4 ecadicdo-se mais solvente a solugdo em
concentracdes de 65 a 80% (v/v), ocorreu a intadsidnaxima de coagulacdo da proteina.
Os resultados mostram que o leite estavel aprasemt@a maior resisténcia a coagulacao

induzida pelo solvente, quando comparado com o LéNAleite acidificado.

3.2 Desestabilizac&o térmica da caseina em ditds concentracdes de etanol
A estabilidade térmica é o tempo necessario pasaearca coagulacdo em condi¢fes de
temperatura padrédo, usualmente 140 °C (Horne &,M9i90). Neste trabalho acompanhou-
se 0 comportamento dos trés tipos de leite em&elacestabilidade térmica a 100 °C em
diferentes tempos e concentracdes de etanol, ddcacom a Figura 3. O objetivo desse

experimento foi verificar como os testes de estiile térmica e ao etanol contribuem
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simultaneamente para a desestabilizacdo de diésrdipos de leite. Comparando os dados
nos primeiros cinco minutos, pode-se verificar qudeite estavel (pH6,8) possui maior

resisténcia em relacdo aos demais, sendo que iteaeds 23% a menos de etanol (60% v/v)
para desestabilizar quando comparado com o resuttadontrado para a estabilidade ao
etanol (78% v/v). A instabilidade do LINA foi potgalizada pelos dois efeitos, sendo

necessarios 50% a menos de etanol (35% v/v) padereiar a desestabilizacdo no teste
anterior (70% v/v) de etanol. Resultados semelisafdeam encontrados para os leites

acidificados.

73



pH Tempo Concentragdo de Etanol (%)
0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 68 70 72 75 78 80

Figura 3. Interag&o pH, tratamento térmico e concentrac&iat®l na estabilidade de leite.

Intensidade de coagulagd |  sem coaguld_Jogeleificacdo[[]]  separac&o do soro;

I coagulacio grau lll  coagulacso gralll; coagulagdo grau Il
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Interacdo Acidez, Etanol e pH na Estabilidade do Liee
Os resultados da avaliagdo da acidez em relacdferardes concentracdes etandlicas
em leite estavel (pH 6,8 e 6,5), e LINA (pH 6,6dstiam uma tipica curva sigmoidal,

caracteristica para mudanca de declividade de acom a Figura 4.
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Figura 4. Acidez em graus Dornic (°D) em diferentes conceia de etanol em leite bovino.
Nota: LINA ¢), leite estavel com pH 6,8), leite estavel com pH 6,3).

Observa-se uma transicdo entre os dois niveisreswiy em um estreito intervalo de
acidez dornic, indicando a regido onde deve estarrendo algum tipo de alteracdo
relacionada a acidez do meio. A mudanca de comperted pode estar relacionada a
mudanca de mecanismo, que ocorre com 0 incremenétatiol, isto €, 0 meio aquoso passa
para etanolico, bem como ao carater anfotéricotdook O etanol atua como base em pH
baixo, formando alcodis protonados R —"@&lem valores mais elevados de pH, pode atuar
como &cido, perdendo*Hormando ion alcoxido RO Para leite estavel em pH 6,8 a acidez
aferida foi de 18°D. A adicao de etanol 15% (vAduziu a acidez dornic para a metade (9°D)
e manteve até 60% (v/v) de etanol, indicando géesta faixa de concentracéo o etanol pode
estar se comportando como uma base. A partir de G4% de etanol a acidez dornic
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aumentou (10°D), confirmando uma mudanca de compamnto, onde o etanol pode estar se

comportando como um acido (Figura 4 e Tabela 1).

Tabela 1.Interacdo acidez, etanol e pH na estabilidadeit® ¢stdvel com pH 6,8; 6,5 e leite
acidificado com pH 6.3; 6,0 e LINA

Leite Estavel Leite Acido Leite Acido Leite Acido LINA

Concentragdo de 6,8 6,5 6,3 6,0 6,6
Etanol viv (%)

Acidez°D pH Acidez°D pH Acidez°D pH Acidez°D pH Acidez°D pH

0 18 6,8 18 6,5 19 6,3 24 6,0 17 6,6
15 9 6,7 10 6,5 11 6,6 15 6,2 8 6,6
20 9 6,7 10 6,5 11 6,5 14 6,1 8 6,6
25 9 6,7 10 6,5 11 6,5 13 6,1 8 6,6
30 9 6,7 10 6,5 11 6,5 13 6,1 8 6,7
35 9 6,6 10 6,5 11 6,5 12 6,1 8 6,7
40 9 6,6 11 6,5 11 6,5 11 6,1 8 6,7
45 9 6,6 11 6,4 11 6,5 9 6,1 8 6,6
50 9 6,6 11 6,4 11 6,4 9 6,1 8 6,6
55 9 6,6 11 6,4 11 6,4 9 6,1 8 6,6
60 9 6,6 11 6,4 11 6,4 9 6,1 8 6,6
65 10 6,5 11 6,4 10 6,4 9 6,0 9 6,6
68 10 6,5 11 6,3 10 6,4 9 6,0 9 6,6
70 10 6,5 11 6,3 10 6,4 9 6,0 9 6,7
72 10 6,5 11 6,3 10 6,3 9 6,0 10 6,7
75 10 6,5 11 6,3 10 6,4 9 6,0 10 6,7
78 10 6,5 11 6,3 10 6,5 9 6,0 10 6,7
80 10 6,5 11 6,3 10 6,5 9 6,0 10 6,7

Para evidenciar o ponto de inflexdo que caragtaimudanca de comportamento na
curva sigmoidal, foi sobreposta a curva de estiilie ao etanol em funcédo do pH (Figura
5A) com o ponto maximo da curva da derivada prienéir concentracdo de EtOM/pH),
(Figura 5 B). Pode-se observar que a estabilidagienma ficou em pH abaixo de 6,3 e
méxima em pH acima de 6,5 e, apresenta uma transitée os dois niveis, ocorrendo em um
estreito intervalo de pH, indicando a regido onder® a mudanca de comportamento do
etanol. O ponto no qual ocorre a mudanca de comperito € considerado onde a inclinacao

da curva € méxima, isto €, em aproximadamente 62Wode etanol.
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Figura 5. Curva de estabilidade ao etanol em fun¢éo do phe#enestavel com pH 6,8
e 6,5, leite acidificado com pH 6,0 e 6,3
Notas: (A) Perfil da curva sigmoidal ingiclo a transicdo entre os dois niveis de pH.
Ponto de corte para a precipitacdo da micela ddr@ag).
(B). Inclinacdo da curva derivada prirae{h concentracdo de EtOM/pH)
indicando o ponto no qual ocorre a mudanca de cdaarpento.

O LINA apresentou uma curva com o mesmo perfil@lte lestavel (Figura 4). Porém
pode-se observar que a curva sigmoidal para orfete acido com pH 6,5 foi deslocada para
uma faixa de concentracao de etanol mais baixeglmmrando com a hipétese de que o etanol
€ o responsavel pela mudanca de comportamentosgepaaa acido, uma vez que a maior
concentracdo de ions*Ho leite necessitou de uma menor concentracacadelg#5% v/v)

para a deteccao desse efeito.
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A Tabela 1 mostra que adi¢des sucessivas de bametela titulacdo praticamente néo
alteraram o pH, sendo que o valor ficou na faix&,6e- 6,7. Este comportamento é tipico de
meios tamponados e considerando que o pH de seluadgponadas € calculado com a
equacao de Handerson-Hasselbach (H-H) (equacaol):

pH = pK + logo [Prot]/[HPro]

Onde: pH = potencial hidrogenibnico; pK = Logaritmegativo da constante de acidez;
[HPro] = concentracdo do acido fraco; [Pre= concentracdo da base conjugada do &cido
fraco.

A equacdo H-H mostra que o pH de uma solucéo taag@ofica em torno do pKdo
acido responsavel pelo tamponamento. A capaci@dadpéo do leite deve-se ao seu conteudo
de citrato, fosfato, bicarbonato e proteinas. Aoag@njunta de todos estes sistemas tampéao
mantém a concentracdo de ions hidrogénio do ledtdmpo a um pH de 6,6 (Gonzélez et al.,
2001).

Consultando os valores de pHa acido fosférico e dos aminoacidos que compdem as
proteinas do leite, verifica-se que somente admisti apresenta valor de pKgual a 6,0,
proximo ao pH do leite. Portanto, sugere-se quistadima exerce grande influéncia, atuando
como principal responséavel pelo tamponamento de &eique os demais acidos do leite ndo
podem ser responsaveis pelo tamponamento, umaueezeqis pKa diferem da faixa de pH
observada.

De acordo com os resultados de acidez dornic e Talela 1) e, considerando a
concentracdo de proteina bruta do leite estaveliornt®d que o LINA, sugere-se que a
histidina é um dos aminoacidos que mais contrilawa tamponamento do leite bovino,
além do citrato do fosfato.Sugere-se que a muddegomportamento do etanol, observado
na Figura 4 para o leite estavel, esta deslocada adores mais elevados de etanol (78%

v/v), enquanto que para o LINA, que possui menarcentracdo de histidina e, portanto
78



menor capacidade tamponante, a mudanca de comgotaocorreu em menor concentracao
de etanol (70% v/v). Neste sentido, sugere-se gemmol exerce influéncia importante no
comportamento do leite em relagéo ao teste deaeitegraus dornic.

A Figura 6 mostra que o comportamento dos leitedifmados, com pH 6,0 e 6,3 é 0
oposto daquele observado para o leite estavel & LMNmudanca de comportamento pode

ser explicada considerando que a acidez dornidbeeca maior contribuicdo da acidez do

leite.
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Figura 6. Acidez em graus Dornic (°D) em diferentes conceidga de etanol em leite bovino
Notas: Leite acido com pH 6,0 leite acido com pH 6,3 (e)

Nos leites acidificados, & medida que predominaet netandlico, a dissociagdo do

alcool diminui, passando a se comportar como ursa framando alcodis protonadRDHEL,
diminuindo a acidez dornic. Pode-se observar gleite menos acido (pH 6,3) apresenta
menor disponibilidade de ions*Hhecessitando de maior concentracdo de etanol pze a
como base. Os resultados mostram que para o leitficado com pH 6,0 e 6,3, até
concentracdo de 50% (v/v) de solucdo de etananportamento observado foi de uma base

e apos 50% (v/v) de etanol, ocorre uma inversasgralo para acido.
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4. Discussao

A adicéo de solugbes de etanol em concentra¢gOesaleiadas acentua o processo de
desestabilizacdo da micela de caseina devido drd&sjao, favorecendo a coalescéncia das
proteinas do leite (Mikheeva et al. 2003). O mesrani € complexo, uma vez que pode
ocorrer sinergismo e potencializar o processo eosrefendmenos que estdo ocorrendo,
favorecendo ainda mais o processo de coagulac@oiatda de caseina do leite devido: (1)
desequilibrio eletrostatico devido a menor forcareulsdo neutralizando as cargas das
micelas de caseina e subsequente reducédo do pbtestel, ocasionando colapsoxdeaseina
por acdo desidratante do etanol ; (2) orplOs aminoacidos glutamato e aspartato €
aumentado, enquanto os aminodcidos alcalinos Jisignina e histidina ndo séo alterados,
facilitando a agregacéo da proteina devido a dilgéiouda carga negativa na superficie da
micela de caseina; (3) o etanol reduz a solubiidiml fosfato de célcio coloidal, formando
cristais de célcio tricélcico; (4) desagregacao mi&elas de caseina; (5) por ultimo a sua
associagdo com proteinas do soro formando o compléctoglobulina/k-caseina. A adicdo
de etanol ao leite induz a varias alteracfes, @am&mos de agregacdo da caseina pela acéao

do etanol sédo apresentados na Figura 7.
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Mecanismo de instabilidade da micela de caseina ped¢do do etanol
MICELA DE GEINA

FozfstodeCa
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Figura 7. Modelo esquematico da instabilidade da micela akeina, mostrando os
efeitos do etanol sobre a associacao e precipitiagdosfato de calcio coloidal

A diferenca observada em relacéo a resisténcieedesthbilizacdo da caseina do leite
estavel para os demais leites deve estar assogéiadabilidade coloidal das micelas de
caseina, que dependem de varios fatores tais coongposicao e estrutura da caseina, pH,
forca ibnica, balanco de sais e principalmente eotmacdes de ions calcio e fosfato (Guo et
al. 1998). Ha de se considerar que a diferencacdamntre a estabilidade térmica e a
estabilidade ao etanol esta relacionada a despaturdas proteinas do soro do leite,
principalmente pela formacédo do complgkbg/x-CN, enquanto que o pH interfere sobre a
composicao do célcio entre as fases soluvel edadloi

Horne & Parker (1981) e Horne & Muir (1990), em seexperimentos sobre a
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estabilidade ao etanol de acordo com o pH do leitepntraram uma curva que caracteriza-se
por apresentar quatro regides: os dois lados dea @igmoide, estabelecidos pelos valores de
minima estabilidade em baixo pH e pela maxima éstale em alto pH; um valor de pKa
que denota a posicdo do perfil ao longo do eixgldee um gradiente ou parametro de
inclinacdo. Este mesmo perfil foi observado palate estavel e LINA (Figura 4) e invertido
para o leite acido (Figura 6). A Figura 5 foi congla a partir dos dados da regido a direita da
curva, isto €, a regido de minima estabilidade @nmaor de etanol, pode-se atribuir a
inflexdo da curva a uma mudanca de comportamemosi@erando que o etanol exerce uma
grande influéncia na mudanca do mecanismo, podersgderar que em valores de pH mais
acidos, devido ao ambiente rico enf Bl etanol pode estar se comportando como base
formando ROH* Este mesmo comportamento foi observado na Figpard® leite acido. Por
outro lado, em valores de pH mais elevados, o ktdissocia comportando-se como um
acido, assim como foi observado na Figura 4 pata éstavel e LINA. Portanto, pode-se
sugerir que a inflexdo da curva estd intimamen&acionada com a mudanca de
comportamento acido- basedo etanol.

Aparentemente, o comportamento basico do etanohdira estabilidade, enquanto que
0 comportamento acido aumenta a estabilidade t®m Begundo Horne & Parker (1981), a
maior concentracdo de ions?Ctrma mais ligacdes Ca-Proteina por unidade deirease
que diminui a carga liquida negativa, tornando eefai menos estavel. O etanol em leite
acido pode estar atuando de forma semelhante am,cdma vez que se encontra como
ROH;* . Por outro lado, na faixa de pH mais alta, se acdtatua como um acido, o ion
dissociado ROcontribui com a carga negativa da proteina, auaneiot a estabilidade do
leite. Esta mesma suposi¢cao pode explicar o comperito observado para o LINA, que &
semelhante ao leite ndo acido na acidez dorni&npatesestabiliza em uma concentracao

menor de etanol, em funcdo da maior concentrac&arg@s positivas devido aos ions célcio.
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Neste sentido, Horne (1992) verificou que quantéoma quantidade do cation divalente,
menor a concentracao etanodlica necessaria paragaoa coagulacdo da micela de caseina e
existe uma forte relacdo inversamente proporcientie o calcio iénico e a concentracao de

etanol no leite.

5. Conclusodes

O perfil da curva sigmoidal encontrada tanto paiidez em graus dornic, bem como
para a estabilidade ao etanol, pode estar relatdoaamudanca de mecanismo do etanol,
devido ao seu carater anfotérico. Adi¢cdes sucessigaetanol mudam gradativamente o meio
aquoso para etandlico, O etanol em leite acido mstier atuando de forma semelhante ao
calcio, uma vez que se encontra RQHPor outro lado, na faixa de pH mais alta, seaoat
atua como um &cido, o ion dissociado R@ontribui com a carga negativa da proteina,
aumentando a instabilidade do leite. Neste senfidole-se sugerir que o0 etanol exerce
influéncia importante no comportamento do leiterefacdo a desestabilizacdo da micela de
caseina nos testes de acidez em graus dornic stal@lidade ao etanol e, o ponto no qual
ocorre a mudanca de comportamento € de aproximad@rse % (v/v) de etanol. O leite
estavel e o LINA apresentaram o mesmo comportamergdestes realizados, ao contrario
do comportamento do leite acido, evidenciando alaiilade entre estes dois tipos de leite.
Contudo, a instabilidade do LINA é evidenciada malizacdo dos testes de estabilidade
térmica juntamente com a estabilidade ao etaneiddea potencializardo dos mecanismos
que levam a instabilidade da caseina. Nestes testeEINA apresentou 0 mesmo
comportamento do leite acido evidenciando a su@biislade proteica, mesmo nao sendo
acido.

Com relacéo a proteina, somente a histidina apigeseator de plkigual a 6,0, proximo
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ao pH do leite. Sugere-se que a histidina exerca grande influéncia no pH do leite,
atuando como principal responsavel pelo seu tampento, além do citrato e do fosfato.

A instabilidade da caseina é uma propriedade fuedtah e desejavel para a
manufatura do queijo e iogurte e uma vez que o LHypfesenta esta propriedade e segue o
mesmo comportamento do leite estavel, pode-seisuger o LINA seja processado junto a
indUstria lactea, evitando-se assim o descarteitiede 6tima qualidade nutricional e segura
sob o ponto de vista higiénico-sanitario. O tesieethnol tem se mostrado eficiente para
avaliar rapidamente a estabilidade da micela deircasio leite, por alterar simultaneamente
propriedades térmicas, fisicas e quimicas. Poroola#do, o teste do etanol pode ser
considerado muito rigoroso quando aplicado ao LINfa vez que varias reacbes podem

ocorrer independentemente ou de forma inter-ratacias levando a sua desestabilizagéo.
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RESUMO

Neste estudo, objetivou-se abordar o perfil eletéifco, a importancia da estrutura,
aspectos fisico-quimicos e os fatores que contre@lanterferem na estabilidade das micelas
de caseina mediadas pelo calcio. Os resultadostperooncluir que a concentracao ideal de
etanol para diferenciar a caseina instavel presentdNA da caseina estavel em leite normal
€ igual a etanol 72% (v/v). Ja que 100% das anwfiram positivas ao teste para o LINA e
zero para o leite estavel. Com a adicdo de etan@% (v/v), 50% das amostras de leite
estavel precipitaram a caseina. Esse resultado rd#raca rigidez do teste do etanol. Em
relacdo ao teste de estabilidade térmica, o lestavel e o LINA obtiveram o mesmo
comportamento para o teste de etanol a 72% (v/@stnando que os dois testes ndo estao
correlacionados. Quanto a caracterizagéo fisicotigai CCS e CBT, os dados do LINA
mostraram que estdo dentro dos padrdes legaise Mestido, o LINA e o leite normal
apresentam composi¢des semelhantes. No entaegaragesta semelhanca, o teste do etanol
evidenciou a maior instabilidade do LINA. Procurangima explicagdo para elucidar os
mecanismos que levam a desestabilizagdo da miaelaadeina, fica evidente que a

concentracdo de ions calcio exerce um papel imgertaas reacdes quimicas entre o calcio
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ligado (coloidal) e o calcio na camada difusa. Qslérios mediados por ions célcio incluem
o equilibrio de precipitagdo de fosfato de caldesestabilizacdo da ligagdo fosfoserina e
quelacdo com o citrato, portanto se ocorrer qualglteracao na distribuicdo de calcio idnico
pode-se prever que todos estes equilibrios sofrelt@éoacdes para restabelecer um novo
estado de equilibrio. No entanto, de acordo coatagdo molar Ca/P, os equilibrios podem se
manter estaveis ou desestabilizar a micela. Pagtagdo ideal, sugere-se que concentracées
proximas ou superiores a 1,5/ 1 para Ca/P aumeatpossibilidade de desestabilizacdo da
caseina, e consequente resultado positivo ao thstetanol, nesse sentido a relagéo
calcio/fosforo exerce importante efeito na insidbhile da micela de caseina ao teste do
etanol. O perfil eletroforético das proteinas ddNAIndo foi o fator responsavel pela
desestabilizacdo da micela. Portanto o ioff €20 principal responsavel pelo processo de
desestabilizacdo da micela de caseina, uma vepaytieipa dos diversos mecanismos que

levam a agregacédo da micela.

Palavras-chave:Estabilidade ao etanol, leite bovino, calcio, nracdt caseina
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1. Introducao

O leite apresenta em sua composicado uma combirtc&arias substancias dispersas
em fase aquosa. O sistema coloidal do leite c@nsist micelas de caseina ligadas pela
presenca de fosfato de célcio coloidal (Sgarb200)5), emulsdo de globulos de gordura,
solucéo de lactose, proteinas solUveis em sors,saierais e vitaminas, constituindo um
sistema complexo (Hurley, 2006).

As proteinas do leite bovino sdo compostas @tactoalbumina eB-lactoglobulina
(proteinas do soro lacteo), e caseings, (@s2, p e k-caseina) (De Kruif & Grinberg, 2002).
As caseinas correspondem a aproximadamente 80%taodfa proteina do leite bovino
(Cheftel, Cuq & Lorient, 1989) e apresentam pesteoudar distinto ¢s-1 - 23 KDa,as2 - 25
KDa, B-caseina - 24 KDa e k-caseina - 19 KDa) sendo itwitsts por 199, 207, 209 e 169
residuos de aminoacidos respectivamente (Goff, )2@Xas proteinas sdo sintetizadas nas
células epiteliais da glandula mamaria e secretadasorma de micela de caseina. No
processo de maturacdo as caseinas sao fosfordaalpds a fosforilacdo o célcio se liga ao
fosfato para iniciar a polimerizacdo das particalas micelas, sendo a estrutura (caseina —
POy 3 - Ca*™ - POr3 — caseina) chamada de micela em formacéo (Trd9€3,). O célcio tem
duas associacdes: (1) fosfato inorganico ou sol{®)efosfato organico ou coloidal ligado a
fosfoserina (residuos de caseina). E dificil qfiaati exatamente a relacdo Ca e P existente
no leite, no entanto a estequiometria indica unecé® Ca/P = 1,5 (Gaucheron, 2005). O
fosfato de célcio ligado as fracoesp e k-caseina € responsavel pela estrutura e estalglidad
das micelas, desempenhando um papel fundamentairmacédo “cross-linking”. O calcio
atua como um agente neutralizador de residuos sfeskrina positivamente carregados,
ligando-se aos sitios negativos das moléculas skdrea (Gaucheron, 2005).

As micelas de caseina tém sido extensivamente agfad quanto a estrutura, forca
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ibnica e, estabilidade térmica (Holt, 1992; De Kr&i Holt, 2003; Horne, 2006; Fox &
Brodkorb, 2008). No entanto, apesar das divergéragaopinides, a grande maioria sugere
que sua estrutura é formada por “self- associatergfe caseinas, forcas eletrostaticas de
repulsédo e atracdo hidrofébica e interacdes meslipda calcio (Horne 1998). Phadungath
(2005) apresenta uma revisdo mostrando a diversidadnodelos de estrutura propostas nas
ultimas décadas. O modelo mais aceito esta repeekena Figura 1.

Existem dois tipos de instabilidade do leite: dlinstabilidade, devida a alta contagem
bacteriana, levando a formacdo de acidos organecaxidez. (2) aquela de etiologia
desconhecida, designada como leite instavel n@o &§cINA), cuja acidez € normal.

O LINA caracteriza-se pela perda da estabilidadeasgaina do leite ao teste do etanol,
sem apresentar acidez acima de 18 graus Dornic(Zdhela et al. 2009; Stumpf, 2012). As
causas do LINA ainda estdo sendo estudas, mas l@nsenso entre os pesquisadores de
que seja multifatorial principalmente relacionada desequilibrio metabdlico nutricional,
resultado de uma dieta deficiente (Fischer etCil2}

A estabilidade do leite ao etanol, definida comooacentragdo minima de etanol em
solucéo aquosa que promove a coagulacao do ketesitdo utilizada em alguns paises como
método rapido para determinar a estabilidade owabiglade adquirida do leite (Horne &
Parker, 1981). O teste do etanol é realizado nprigaade rural e deve apresentar resultado
negativo, isto é, ndo deve precipitar a caseindeit®. Ao contrario, se o teste apresentar
resulta do positivo, a instabilidade da fracéo icase do leite é visivel pela formacéo de
coagulos ou precipitacdes. O teste do etanol eeveimistura de igual volume de solugéo de
etanol, geralmente 72% (v/v), mas concentracOestaeol superiores a esta também sao
utilizadas pela industria lactea, como forma decehar um leite de maior estabilidade
térmica (Brasil, 2002; Molina et al., 2001; Chawzal., Negri, Taverna & Cuatrin, 2004).

Resultados positivos do teste do etanol em LINA $&fo relatado em varios paises tais como
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Ird (Sobhani, Valizadeh & Grandison, 1998), Urugigarros et al., 2000), Argentina (Negri,
2002), Cuba, (Ponce Ceballo & Hernandez, 2001)siB(Zanela, Ribeiro & Fischer, 2009;
Fischer et al., 2012). A ocorréncia de LINA negz@ises € elevada e tem levado a rejeicao de
leite com boa qualidade, com baixas contagens Hatss e de células somaticas (Backes,
Stefani & Pasetti, 2012; Fischer, et al., 2012).

Varios fatores afetam a estabilidade coloidal daselas de caseina resultando na
coalescéncia. Os principais sdo a temperaturagpeétsso de Ca, hidrélise enzimatica e
mudanca do meio quando da adicdo de etanol (O'doeteal., 2006). A teoria da
instabilidade proposta por Horne & Parker (1981)gese que as micelas de caseina sao
carregadas negativamente na faixa de pH normal eite. [Esta carga € controlada
grandemente pela quantidade de célcio ligado &imat, consequentemente, pelo equilibrio
entre este e o nivel de calcio livre e o fosfato cdécio ndo dissociado no sistema.
Aumentando o nivel de calcio livre, diminui a cargagativa liquida da micela e,
consequentemente diminui a barreira energéticaagutacdo. Ao contrario, diminuindo o
nivel de calcio livre, aumenta a carga negativgeeaipitacdo se torna mais dificil (Horne &
Parker, 1983).

Neste estudo sugere-se que o iorf*@ao principal responsavel pelo processo de
desestabilizacdo da micela de caseina, uma vepaytieipa dos diversos mecanismos que
levam a agregacédo da micela.

Tsioulpas et al, (2007) mostraram que a concentracdo de célcio uen papel
importante nas rela¢des entre o célcio ligado epira (coloidal) e o calcio na camada difusa
(célcio ibnico). Qualquer alteracdo de temperatwrgpH promove trocas de calcio entre a
fase difusa e a micela para restabelecer o eqailibr

A reacdo quimica que mostra o equilibrio entrelgia i6nico e o fosfato de célcio

pode ser representada pela equacao 1:



3Ca* +2HPOs? ¢ Cas(POs): (5) +2H' Equagéo (1)

Excesso de calcio diminui as repulsGes eletrogktie possivelmente altera a
conformacéo da-caseina (Singh, 2004). k-caseina localiza-se na superficie da micela, com
a zona hidrofobica da molécula ligada a micelapantp a porcéo hidrofilica forma uma capa
de filamentos altamente hidratados que se proj@@ma a fase aquosa, sendo responsaveis
pela estabilidade estérica (Holt & Horne, 1996).i@s calcio estabilizam a k-caseina através
das ligagcdes com o grupo fosfoserina (Dalgleis®81Walstra, 1990), formando fosfato de
calcio, que atua como cimentante. Consequentenggertedo as ligacbes calcio-fosfoserina
sdo reduzidas, ocasionara problemas de conformesi@oica desta fracdo, resultando na
agregacao das micelas e formacéo de um gel (WalS©98).

A estabilidade térmica do leite é o tempo necesgaia originar coagulacéo visivel a
uma dada temperatura e um dado pH (Horne & Mui®0)190 importante para a ciéncia e
tecnologia do leite € determinar quais reacfesuenftiam a velocidade de coagulacdo
térmica. O tratamento térmico altera o ambienta@no da micela de caseina (soro lacteo),
pH e solubilidade de minerais solUveis {P&x)2). O fosfato de célcio diminui a sua
solubilidade com o aumento da temperatura, cardegaalcio ibnico durante a precipitacao.
Para restabelecer o equilibrio a micela perde icdisio (Dalgleish & Law, 1988),
favorecendo a desfosforilacdo e a desagregacamidatas de caseina (Sawyer, 1969). Ao
mesmo tempo - lactoglobulina §-LG) proteina termossensivel, perde sua conformacéo
globular compacta, (Palazolo, Rodriguez, Farrugiep & Delorenzi, 2000; Photchanachai &
Kitabatake, 2001), formando polimeros em formaateas (Sgarbieri, 2005) que se associam
a k-caseinaK-CN) através de interacOes hidrofobicas e ligagdalidsulfeto, formando o

complexop- lactoglobulina/k-caseina (Sawyer 1969, Haque &sklla, 1988, Singh, Sohi &
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Dhaka, 1995). Neste estudo, objetivou-se abordperél eletroforético, a importancia da
estrutura, aspectos fisico-quimicos e os fatorescqatrolam e interferem na estabilidade das
micelas de caseina mediadas pelo calcio, pretendeontribuir para o entendimento do

comportamento funcional das proteinas e estabdidadeite.

MICELA DE CASEINA

30 a 300nm

HA

Submicela @ KCN ¢ gp @ GrupoFosfate . Fosfato de cileio
s g f-CH

Figura 1. Estrutura da molécula de caseina ligada ao Fodéat@lcio

2. Material e Métodos

Foram coletadas 500 mL de 58 amostras de leitatura de vacas individuais da raca
Jersey na regido sul do RS/Brasil. Foram realizadaseguintes analises: teste do etanol,
estabilidade térmica, pH, acidez titulavel, candazégdo da composicdo quimica (teores de
proteina bruta, lactose, gordura e extrato sead)tabntagem bacteriana total (CBT), CCS e
determinacdo de célcio e fosforo totais. As amslikam realizadas no laboratorio de
qualidade do leite da EMBRAPA/cpact, Pelotas, R&Br A composicdo quimica foi

analisada por espectrofotometria por radiacdovefraelha no equipamento Bentley 2000®.
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A CCS foi realizada por contagem em contador etetd pela citometria de fluxo

(Somacount 300® da Bentley Instruments, Inc). Atagem bacteriana foi realizada em
equipamento Somacout 300®, da marca Bentley Instintsninc seguindo o protocolo de
Fonseca & Santos (2000). Na Central de Ensaiosaéisés e no laboratério de Biotecnologia
Vegetal e Microbiologia Aplicada da Universidade @axias do Sul, RS. Brasil, foram

realizadas a determinacédo de célcio total (ibniatsr ligado a micela de caseina) e fésforo
total, adotando o método de espectrometria de @ls@tdomica com chama Varian AAplus

250 e, o perfil eletroforético das proteinas doAl&ldo leite estavel, respectivamente.

2.1 Estabilidade ao Etanol de Leite Estavel elNA
Para a determinacgdo da estabilidade ao etandi@odstavel e LINA, volumes iguais
da amostra e de solucéo de etanol nas concentré8pes, 72, 74, 76, 78 e 80% (v/v) foram
homogeneizadas durante alguns segundos, e apasVertidos para placas de petri, a fim de
identificar o inicio da desestabilizacdo da micdecaseina do leite.
Os resultados foram classificados numa escalatdbil$ade de um a cinco, segundo a
metodologia adaptada de Zanefaal (2006),sendo explanada de acordo com o modelo

usado para interpretacdo da coagulacdo da micelasééna, conforme a Figura 2.

Figura 2. Subclasses de estabilidade da caseina do leitesw do etanol dacordo
com a intensidade da coagulacao, classificadas :cgiantensidade 1 (caseina estavel sem
precipitacdo); (B) intensidade 2 (coagulacéo fra@) intensidade 3 (coagulacdo média); (D)
intensidade 4 (coagulacao intensa); (E) intensida@eagulacdo muito intensa).
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2.2 Estabilidade Térmica de Leite Estavel e LINA
Aliguotas das amostras de leite foram submetidateste de fervura (100°C) para
determinacdo da estabilidade da micela de cast@nga de observacdo visual da formacao

de coagulos.

2.3 Determinacao do pH
Utilizou-se um peagametro devidamente calibrado celetrodo especifico para

medicao de pH da marca Digimed DM-20.

2.4 Determinacgdo da Acidez Titulavel em Graus Dori(°D)

Utilizou-se acidimetro de Dornic (°D) (Brasil, 1981

2.5 Determinacao de Calcio e Fosforo

Para a determinacao de calcio e fésforo totaldbiga micela de caseina e soluvel) nas
amostras de LINA e Leite estavel, 10 mL foram altqdos e, adicionados 50 mL de agua
Milli-Q, e 5 mL de acido nitrico concentrado P. Aeguido por aquecimento em chapa até
reduzir o volume para 5 mL. As solucdes digerigaarh filtradas, transferidas para baldes
volumétricos de 50 mL e avolumadas com solucaocitio &itrico a 10% (APHA, 2012).
Para a precipitacdo das proteinas nas amostraiNdeutilizou-se etanol 72 % (v/v) para a
precipitacdo da caseina, e para leite estavelplef@% (v/v). Por diferenca calculou-se as
proteinas do soro do leite. O sobrenadante foiadtzsio e os precipitados foram secos
durante uma hora em estufa a 100°C. O precipit@igpdésado em balanca analitica e
calcinado em forno mufla por 2 horas a 550°C. Ause@s cinzas obtidas foram dissolvidas
com 1 mL de solucdo de acido nitrico (HN@ 10%, foram transferidas para um baldo

volumétrico de 50 mL e avolumadas com soluc¢do doadtrico. Todas as amostras foram
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preparadas em triplicata e as solu¢cdes foram adaksquanto a concentracdo de célcio e

fésforo (AOAC, 2007).

2.6 Determinacédo de Fosforo Total Adotando o Métodde Acido Ascérbico

A determinacao do fésforo total atraves do Métod@cido ascorbico consiste em duas
etapas: conversdo das formas de fosforo presemteamostra (fosfatos condensados e
fosfatos organicos) em ortofosfato soltuvel, segudadesenvolvimento de cor e leitura da
absorcéo molecular em 880 nm (AOAC, 2007).

No ensaio, a amostra foi submetida a um tratamprdgio, que consistiu em uma
digestéo acida, para a oxidacado da matéria orgé@niiteracédo do fésforo como ortofosfato,
reagindo com molibdato de amodnio e tartarato denémio e potassio, produzindo o acido
fosfomolibdico. Para o desenvolvimento de cor, iddascorbico atua como agente redutor,
reduzindo o acido fosfomolibdico para formar o aiimolibdénio. A intensidade da cor do
azul de molibdénio € proporcional a concentracaortigfosfato total. Apés no minimo 10
min e no maximo 30 min, a absorvancia foi detergénao espectrofotbmetro Micronal

modelo 8582, ajustado com um comprimento de onga &880 nm.

2.7 Avaliacdo dos Perfis Eletroforéticos de Caseiad@resentes em Leite Estavel
e LINA
Foram utilizadas para a avaliacédo eletroforéticaptateinas presentes em leite estavel
e LINA através do método SDS-PAGE cinquenta amespara os dois tipos de leite,
oriundas de vacas individuais da raca Jersey @itdeamostras de leite oriundas de vacas
individuais da raca Holandes. A SDS-PAGE foi read& mediante géis de poliacrilamida
com concentracao de 10% em 125 mM de tampao TR, dH 6,8 e com géis de separacao

com 15,4 % de poliacrilamida em 380 mM de tampasTRCI, pH 8,8, contendo 0,1% de
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SDS (Laemmli, & Favre, 1973) . As amostras (2mg/sei)ao dissolvidas em tampao TRis-
HCI, pH 6,8, na presenca de 0,1% de SDS e 5%-uhercaptoetanol. Em seguida foram
aquecidas a 100°C por 3min, e volume de 20 pl fatepositados nos géis de acordo com o

meétodo descrito por (Egito et al. 2001).

3. Resultados e Discussao

3.1 Avaliacéo da Estabilidade da Caseina do it® ao Teste do Etanol

Neste estudo o aumento da concentragcédo etandi@ssificou a instabilidade da micela
de caseina, resultando num maior nimero de amgsisits/as ao teste do etanol (Tabela 1).
Os resultados mostram que a concentracao de 72ydesktanol é efetiva para diferenciar o
LINA do leite estavel, ja que 100% das amostraanfopositivas ao teste para o LINA e (0%)
para o leite estavel. Com a adicdo de etanol a % 50% das amostras de leite estavel
precipitaram a caseina. Esse resultado demonsigidaz do teste do etanol, por afetar as
caracteristicas térmicas, fisicas e quimicas de.l& mecanismo é complexo, uma vez que
pode ocorrer sinergismo e potencializar o processie 0s fendmenos que estdo ocorrendo,
favorecendo ainda mais o processo de coagulacaenidala de caseina. Resultados
semelhantes foram encontrados por Silva et al.22te analisaram amostras de leite cru
sem acidez adquirida, e obtiveram 15,29% e 65,88%mndostras positivas para adicbes de
etanol a 68% (v/v) e 78% (v/v), respectivamenterr@mrando esses estudos, Molina et al,
Gonzalez, Brito, Carrillo & Pinto, (2001) analisaraeamostras de leite cru e, utilizaram
concentracdes de etanol de 75%, 80% e 85% (v/ultaeslo no aumento da instabilidade do
leite em 8,3%, 61,5% e 94,8% respectivamente. ¥aiuperimentos relatados por Fischer et
al. (2012) confirmam que as industrias tém acresoimdis etanol ao teste, passando de 72

para 78 e 80%, resultando no aumento de resultpdsisivos para o LINA, levando ao
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descarte de leite de forma injustificada.

Tabela 1-Porcentagem de resultados positivos ao testeatioletm diferentes concentracoes

etandlicas em amostras de leite bovino estavelNALI

Tipo de N°de
Leite Amostras Teste do Etanol % (v/v)
68 70 72 74 76 78 8C
LINA 22 87% 87% 100% 100% 100% 100% 100%
Leite Estave 36 0% 0% 0% 50% 86% 86% 86%

A estabilidade da micela de caseina de &ialiada através do teste do etanol é afetada
por diversos fatores, sendo o principal a acidepiaidla e o equilibrio entre os sais de calcio
na camada difusa e micelar. O aumento de céalcioddor adicdo de ions calcio ou acidez,
ou reducdo deste por simulacdo do processo de iagpréo ao leite, far4 o calcio migrar
entre a fase difusa e micelar a fim de restauraquilibrio (Tsioulpaset al, 2007). Os
equilibrios envolvidos estdo apresentados na Figuoade os ions céalcio sdo compartilhados
com o equilibrio de precipitacdo de fosfato deioaltesestabilizacdo da ligacao fosfoserina e
quelagcédo com o citrato, portanto se ocorrer qualglteracao na distribuicdo de calcio idnico
pode-se prever que todos estes equilibrios sofrelt@oacdes para restabelecer um novo

estado de equilibrio.
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Figura 3. Equilibrios mediados pelo calcio na estabilidadenicela de caseina

O desequilibrio de ions calcio promove a desestabdo da micela por diferentes
mecanismos: (1) aumento da atracao eletrostatita as micelas de caseina por reducdo de
suas cargas em funcdo da reducdo do potencial aztsionando colapso dacaseina por
acado desidratante do etanol. (O’connell et al.,620®) A adicdo de solucdes de etanol
acentua o processo de desidratacdo, reduzindaibilgtdde do fosfato de calcio, no efeito
salting out, removendo ions das ligacbes Ca-fosfoserina, indozia coalescéncia das
proteinas do leite (Horne, 1987; Mikheeva, Grinb&unberg, Khokhlov & De Kruif, 2003);
(3) o pKr dos aminoacidos glutamato e aspartato é aumentsidmianto os aminoacidos
alcalinos lisina, arginina e histidina ndo saoralles, facilitando a agregacdo da proteina
devido a diminuicdo da carga negativa na supertigienicela de caseina. A precipitacdo do
fosfato de célcio leva a reducéao do pH segundagirequimica 1.

Silva & Almeida (1998) em seus estudos consideraenagliberacdo de ions hidrogénio
contribui para a positividade ao teste do etanofuanto para Gaucheron (2005) a menor
dissociacdo dos aminoacidos em meio etandlico aianmepH. Em nossos estudos anteriores
(dados néo publicados) os resultados indicaranagqagacidade tamponante do leite regula o
pH, portanto este ndo € um fator que contribuivefeiente para a instabilidade da micela de

caseina no teste do etanol.
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3.2 Estabilidade Térmica

Com o objetivo de verificar a relacdo entre o tekiestanol e a estabilidade térmica,
acompanhou-se o comportamento dos dois tipos tedei relacdo a estabilidade térmica ao
teste de fervura. As amostras de LINA e leite edtfwram negativas ao teste de fervura.
Portanto, pode-se verificar que o leite estavelldNA obtiveram o mesmo comportamento
para o teste de estabilidade térmica, mostrandmsju®is testes (estabilidade térmica e teste
ao etanol a 72 % (v/v)) ndo estdo correlacionadogemperatura utilizada no ensaio, foi
inferior a temperatura utilizada no procesddT (130 a 150°C por dois a cinco segundos), no
entanto é possivel o aproveitamento do LINA papasieurizacdo e elaboracao de derivados
lacteos j& que a temperatura utilizada é de 727@2p®segundos. Resultados semelhantes a
estes foram encontrados por Molina, Gonzélez, B@arrillo & Pinto, (2001), Fruscalso
(2008) e Silva et al., (2012), que verificaram &leidade térmica do leite frente ao teste de
fervura a 100°C e positivo ao teste do etanol.&/{@8008) em seus estudos obteve 18,55% de
amostras positivas ao teste do etanol, e estavdisste de fervura, corroborando com nossos
estudos. A diferenca basica entre a estabilidadeidé e a estabilidade ao etanol esta
relacionada a desnaturacdo das proteinas do sdmteloprincipalmente pela formacao do
complexop-Lg/K-CN, enquanto que o teste do etanol altera a ctrag@o de calcio na fase

difusa.

3.3 pH, Acidez Dornic, Contagem de Células Somatisae Contagem Bacteriana
Total

O potencial hidrogenidnico do leite fica em torr® &6 a 6,8. A Tabela 2 mostra os
resultados encontrados para o pH na faixa de 6(BQ@2tpara o LINA e 6,81 + 0,02 para leite
estavel. Resultados semelhantes foram encontrados/gsios autores (Machado, 2010;

Zanela, 2004; Barbosa, 2011) evidenciando que ALiBo pode ser classificado como leite
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com acidez adquirida.

O teste de acidez Dornic (°D) tem por objetivo deteaumentos na concentracao de
acido latico no leite. Os resultados de acidez Bosemtre os dois tipos de leite ndo
apresentaram diferencas significativas (Tabel®2)dados mostram que o LINA esta dentro
do padréao exigido pelo Ministério da AgriculturargBil, 1981), que considera normal valor

de 14 — 18 °D.

Tabela 2 Média e desvio padréo de acidez titulavel, phitagem de células somaticas e
contagem total de bactérias de vacas da raca Jersey

Caracteristice Jersey / LIN/ Jersey/Leite Estav
NUmero de amostr 22 36
Teste ao etanol 72 °GL 72 °GL
Acidez Dornic (°D) 15,86+ 0,35 15,28+0,41
pH 6,82+0,0: 6,81+0,0:
CCS (cel : 1¢3) 350,26+90,1 359,85+107,0*
CBT (Log) 4,41+0,1- 4,72+0,3¢

* Significativo a 5% deopabilidade pelo teste

Os resultados mostrados na tabela 2, corroboragstados de Negri et al. (2001), que
estudando 85 amostras de leite, ndo detectaramemiies significativas na acidez titulavel,
pH e contagem bacteriana total para os distinpos tile leite. Em relacdo a CCS observou-se
diferencas significativas, o leite positivo ao ¢edb etanol apresentou menor CCS do que o
leite negativo, evidenciando que n&o existe relagdi® a mastite subclinica com o LINA.

Marques et al. (2002) determinaram a variacao ngosicdo do leite de acordo com a
CCS. Esses autores relataram que, conforme aumentas células somaticas, houve
diminuicdo da lactose e aumento dos teores de gomiproteina bruta. Esses resultados
diferem dos encontrados neste trabalho, uma ven@odoi obtida a mesma relacdo desses

atributos com a CCS.
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Para a contagem bacteriana total foram observa@a®res contagens para o LINA
(4,41 £ 0,11) do que para o leite estavel (4,7234)) sendo que ambas as contagens estao

dentro dos parametros exigidos pela legislacaol&iras(Brasil, 2011).

3.4 Composicao Quimica
N&ao foram observadas diferencas significativaseepdgrdois tipos de leite em relacdo a
composicao quimica. Os resultados da composicaoicmido LINA e leite estavel estédo

apresentados na Figura 4

16 - E—13 Lina

14 _ =z | ejte Estavel
12

10

(%)

Gordura Proteina Bruta Lactose Sélidos Totais
Figura 4. Média da composicdo quimica de leite instavel néidoa(LINA) e leite
estavel de amostras de leite bovino individual.

Ponce Ceballo & Hernandez (2001) e Fischer et2811Z) relatam que o LINA é o
resultado de alteracbes nas propriedades fisicoicps do leite, associadas a transtornos
fisioldgicos, metabdlicos e/ou nutricionais com licgcdes nos mecanismos de sintese e
secrec¢do lactea. Neste trabalho, os teores dergoedaontrados para o LINA (4,81 £ 0,24),
apresentaram uma tendéncia superior ao leite ¢étB48 + 0,37), apesar dessas diferencas
nao serem significativas para o teor de gordurargrado. Esses resultados concordam com

os dados encontrados por Chavez, Negri, Tavernau&trid (2004), Ponce Ceballo &
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Hernandez (2001), Roma Jr., Montoya, Martins, das&Machado, (2009) e Sobhani,
Valizadeh & Naserian (1998), o qual ndo encontradifi@rencas significativas no teor de
gordura entre esses dois tipos de leite. VariosresitBarros, Denis, Gonzalez & Galain,
(1999), Barros, (2001); Oliveira, Lopes, Franco &ré&ssin, (2011) e Marques, Zanela,
Ribeiro, Stumpf Junior & Fischer (2007) encontrardeores de gordura superiores
significativos para o LINA em relacdo ao leite gstaJa Fischer, Marques, Zanela, Frucalso
& Ribeiro (2006) obtiveram valores de gordura irdess.

Os teores de proteina bruta ndo apresentaram rijevesignificativas para o leite
estavel (3,78 £ 0,10) e, para o LINA (3,59 + 0,168, quais corroboram os resultados de
Chavez, Negri, Taverna & Cuatrin (2004), Montoyaartvhs, Cassoli, & Machado, (2009),
Sobhani, Valizadeh & Naserian (1998) e, Machadd.@20Varios autores Ponce Ceballo &
Hernandez (2001); Zanela (2004); Fischer, Marqdesiela, Frucalso & Ribeiro (2006),
encontraram valores significativos inferiores det@ina bruta no LINA. No entanto, Barros
(2001) encontrou valores superiores no leite ektBNede se considerar que as diferencas nas
concentracdes médias de gordura e proteina endastreste estudo podem estar associadas
a alteracbes nas concentracdes dos acidos graksis@roduzidos no ramen, causada por
variacbes na ingestdo de volumosos ou devido aa@ites na proporcdo concentrado:
volumoso (Agenas, Dahlborn & Holtenius, 2003). @naato do volumoso leva ao aumento
na concentracao de acido acético, principal precws gordura no leite, e ao decréscimo na
concentracdo de acido propibnico, precursor dadactcuja reducdo é acompanhada pelo
decréscimo dos outros componentes do leite (Coradéachado Coldebella, Cassoli &
Soriano, 2004).

Considerando as concentracbes médias de lactose pdNA (4,23 + 0,05) e, para o
leite estavel (4,42 + 0,11) observa-se uma tendéaeireducdo da concentracédo de lactose

em LINA (Figura 4). Esse fato pode estar assocedmbnutricdo (Sobhani, Valizadeh &
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Naserian, 1998; Barros, Denis, Gonzalez & Gala@®9] Marques, Zanela, Ribeiro, Stumpf
Junior & Fischer (2007). Os resultados encontratkxte estudo sdo semelhantes a outros
estudos (Barros, Denis, Gonzalez & Galain, 19990Mes, Zanela, Ribeiro, Stumpf Junior &
Fischer (2007); Zanela, Ribeiro & Fischer, 2009ivéita & Timm, 2006). Neste contexto,
nao ha justificativa para a rejeicdo do LINA peladistrias lacteas, por aprentar estabilidade
térmica, CCS, CBT e composi¢cdo quimica dentro dénpetros normais de acordo com a

Instrucdo Normativa 62 (Brasil, 2011).

3.5 Calcio e Fosforo de Amostras de LINA e LatEstavel
A distribuic@o de célcio entre a fase difusa e tagdeidal é importante para a estabilidade
da micela de caseina. Avaliou-se a concentracacald® e fosforo total, micelar e sol em

Leite estavel e LINA (Figura 5).
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Figura 5. Valores médios da concentracdo de célcio e fodfued, coloidal e soluvel
em LINA e Leite estavel de amostras de leite boumddvidual

Os resultados indicam que o teor de calcio no LiNAaior quando comparado com o
leite estavel, concordando com (Barros, 2001; Bar2002). Pode-se observar que o teor de
calcio na fracdo soluvel é consideravelmente maaokLINA. O calcio ibnico é considerado o

principal componente de interferéncia na estaldkddo leite (Horne & Muir, 1990; Chavez,
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Negri, Taverna & Cuatrin (2004). Os mecanismos pwam a instabilidade da micela da
caseina podem ser explicados pelas alteragesnoanttacdo de ions célcio, j& citados nesse
trabalho, as quais promovem modificagdes no balaatimo do leite, aumentando a forca
ibnica. O aumento da forca idnica reduz a constdigiétrica do meio diminuindo a barreira
energética que previne a coagulacédo (Chavez, NEgwvgrna & Cuatrin (2004). Os niveis de
calcio no leite sdo afetados pela temperatura,dadde célcio, pH e periodo de lactacao
(Barros, 2001; Barros 2002). Em leite com maioessds de calcio ibnico, observa-se menor
estabilidade da proteina, e consequente menorileidb ao teste do etanol (Fonseca &
Santos, 2007). Existe uma correlacédo negativa enégtabilidade ao etanol e a concentracéo
de calcio ibnico em leiten natura (r = - 0,887 P<0,05), confirmando a sua importanta
estabilidade do leite (Horne & Muir, 1990; Barra802).

O calcio tem sido relatado como possivel fator elsedtabilizacdo da fracdo de caseina
do leite em diversos trabalhos realizados no Uru@Barros, Denis, Gonzéalez & Galain,
1999; Barros et al 2000; Barros, 2001; Barros, 20D#&erencas estatisticas significativas
(p<0.001) do teor de calcio em leites com caseistavel em relacdo a leites com caseina
estavel ao teste do etanol foram evidenciadasaloses foram de 0.110+0.014 e 0.083+0.017
g/L (Barros, Denis, Gonzéalez & Nufez, 1998) redpantente. Esse autor constatou a
presenca do calcio em concentracbes superioresei®s kem acidez adquirida, sendo o
calcio considerado o responsavel pela instabilidizdeicela de caseina no leite.

Chavez, Negri, Taverna & Cuatrin (2004) analisopasametros que interferem com a
estabilidade do leite, e constatou que o Uniconpei® que reduz a estabilidade tanto para o
teste do etanol como para o tratamento térmicdagérade Calcio.

Lin, Lewis, Grandison (2006) relatam que os nivdes C&' sdo afetados pela
temperatura, com o aguecimento do leite, ocorrestodamento do calcio coloidal para a fase

solavel. Isso leva a precipitagdo do fosfato tdicdl, devido a sua pouca solubilidade a altas
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temperaturas. Esses autores constataram que asniostié@/eis ao etanol 75% apresentavam
niveis de célcio idnico mais alto do que as amsststaveis. A estabilidade do etanol
apresentou maior relacdo com a concentracdo dé déltico do que com estagios de

lactacdo ou valores do pH.

As micelas de proteina estdo negativamente calasgaonferindo a estabilidade em
solugéo. Na teoria, a relacdo Ca/P, para que oeoneutralizacdo do fosfato negativamente
carregado é igual a 1,5/1. Os ions calcio no &stéo ligados com caseina, citrato e fosfato.
Neste trabalho encontrou-se uma relacédo Ca/P &udl/1 para o leite estavel. Sugere-se que
esta relacdo pode ser adotada como um modelo waoti o qual permite prever a
estabilidade da caseina mantendo a caseina esSégeindo Cheftel, Cuqg & Larient (1989),
quando a relacdo é igual a 1,5/1, favorece a ptacim do complexo caseina*Cadevido a
fixacdo de duas unidades de célcio para reduargamegativa e a repulsdo eletrostatica. Ao
realizar o teste do etanol, simulando a estabiidadnica do leite, observou-se que a relacéo
Ca/P se manteve em 1,6/1, para o LINA, evidenciaqua® esta relagdo contribui para a
instabilidade da caseina, quando comparada cortecektavel. Portanto, pode-se sugerir que
o0 maior teor de calcio em relacédo ao fosforo noA.ipovavelmente contribuiu para a sua
desestabilizacdo e que quando a relacdo se aprogienad,5/1 aumenta a possibilidade de

resultado positivo ao teste do etanol.

3.6 Avaliacéo do perfil eletroforético das casnas de leite estavel e LINA
O uso da metodologia de eletroforese em gel dagdimida na area de lacticinios
vem sendo utilizadas com bastante sucesso, confpedemos constatar em trabalhos
publicados por Egito et al. (2001, 2002, 2006, 200eéste estudo o perfil eletroforético das
proteinas do LINA demonstra ndo ser o fator respyeigpela desestabilizacdo da micela por

ndo se evidenciar diferencas entre as amostrastdestavel e de LINA (Figura 6).
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Figura 6. Caracterizacdo eletroforética das proteinas de lmwvino estavel e LINA

oriundos de vacas Jersey (A) e Holandés (B)

Concordando com nosso estudo, Lopes (2008), analsofracdes de caseina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),rifieou que o cromatograma de uma
amostra de LINA ndo apresenta diferencas nos piass fracbes de caseina quando
comparado com 0s cromatogramas apresentados patramestaveis ou pela amostra
padrdo. Botaro et al., (2007, 2009) ndo observatiéenencas entre o leite instavel e estavel
quanto ao polimorfismo d& lactoglobulina e da- caseina.

Oliveira, Lopez, Rosim, Fernandes, & Corassin, @@&halisou setenta e sete amostras
de leite, quanto as fracOes proteicas e, ndo eacant diferencas nos percentuaisode 3

caseinas dos leites estaveis e instaveis. Por tadm Barros (2001) constatou em seus
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estudos, que o LINA apresenta diferenca nas frapf@eicas em relacdo ao leite estavel.
Corroborando com esse autor Barbosa et al. (20&®)nérou nas amostras de leite instaveis

ao teste do etanol menor concentracée-daseina e, maiores concentragoeg-dmseina.

4. Conclusoes

Os resultados permitem concluir que a concentr&dga de etanol para distinguir o
LINA do leite normal € igual a etanol 72% (v/v). gdée 100% das amostras foram positivas
ao teste para o LINA e (0%) para o leite estaveim@elacéo ao teste de estabilidade térmica,
o leite estavel e o LINA obtiveram 0 mesmo compudato para o teste de etanol a 72%
(v/v), mostrando que os dois testes ndo estaolacivaados.

Portanto o uso de solucdes de etanol mais condastrado utilizadas de forma
injustificada pela industria levando ao descartéede de boa qualidade nutricional e segura
sob o ponto de vista higiénico-sanitario. No emtanpara o process®JHT, ndo é
recomentado, porem é possivel o seu aproveitanpart a pasteurizacdo e elaboracdo de
derivados lacteos.

Quanto ao pH, acidez titulavel, e a caracterizd{fico-quimica, os dados do LINA
mostraram que estdo dentro dos padrdes exigidas Nglistério da Agricultura (Brasil,
1981). Neste sentido, o LINA e o leite normal apntam composicdes semelhantes. No
entanto, apesar desta semelhanca, o teste do etad@hciou a maior instabilidade do LINA.
Procurando uma explicacdo para elucidar os mecasigue levam a desestabilizacdo da
micela de caseina, fica evidente que a concentidgdions calcio é determinante nas reacdes
quimicas entre o célcio ligado (coloidal) e o aalsia camada difusa. O calcio é
compartilhado com o equilibrio de precipitacdo dsfdto de calcio, desestabilizacdo da

ligacdo fosfoserina e quelacdo com o citrato, ptotese ocorrer qualquer alteracdo na
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distribuicdo de calcio i6nico pode-se prever quidnsoestes equilibrios sofrerdo alteracdes
para restabelecer um novo estado de equilibrioemManto, de acordo com a relagdo molar
Ca/P, os equilibrios podem se manter estaveis sesthbilizar a micela. Para a relacdo ideal,
sugere-se que concentracdes proximas ou superaofgS/1 aumentam a possibilidade de
desestabilizacdo da caseina, e consequente respéisitivo ao teste do etanol.

O perfil eletroforético das proteinas do LINA derstwa ndo ser o fator responsavel

pela desestabilizacdo da micela.
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Relatorio Descritivo de Patente de Invenga

Foram selecionadas sete amostras de LINA e o mesmero de amostras de leite
estavel da ordenha individual de 98 vacas da ragtandés em Caxias do Sul. As amostras
foram padronizadas em volumes iguais, para serdizadfs nos ensaios com cinco repeticoes.
As amostras de leite foram encaminhadas em cas@t®rinicas contendo gelo para o
laboratério de Microbiologia Aplicada, da Univemitt de Caxias do Sul (UCS) para o
desenvolvimento de “Kit"- teste, com o propositodigcriminar o leite com acidez adquirida,

estavel e LINA. Os “Kits”- testes seréo apresergagio forma de patente.
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“Kit” e Método para Identificacéo do Tipo de Leiteeite Estavel e Leite Instavel “Kit-

LELIs" e Sistema Logistico para Coleta de Leite

Lelis Petrini Fortuna

Sergio Echeverrigaray Laguna

Anna Célia Silva Arruda

Luciana Bavaresco Andrade Touguinha

A presente invencao descreve “kits” e métodos mheatificacdo do tipo de leite de
uma amostra de leite, além de um sistema logipaica a coleta de leite. Particularmente, os
kits e métodos da presente invencdo permitem gaensealizados testes em campo que
identificam e diferenciam de forma rapida e efideas amostras de leite estavel, leite
instavel ndo &cido e leite &cido. A presente inienge situa no campo da quimica e
agropecuaria.

Existem trés tipos de leites na propriedade rupdendo ser captados pelo
transportador em caminhdes isotérmicos para a tinai@ptadora de leite nas propriedades
rurais. Os trés tipos de leite que podem ser piddsz transportados até a industria sao:

(1) Leite normal ou estavel: esse leite € o0 desgpaal possuir caseina estavel e
utilizado para processamento UHT, pasteurizacaieatlos lacteos.

(2) Leite instavel ndo &cido (LINA): é um tipo dsté ndo acido com caseina
instavel. Pode ser utilizado para pasteurizac&erigatios lacteos, exceto para processamento
UHT e queijo mussarela (até o presente momento).

(3) Leite acido: € um leite com acidez adquiridaidie a altas contagens
bacterianas, onde o problema esta relacionado aejmahigiénico-sanitario. Por apresentar
altas concentracdes de acido latico e baixa quditiggiénica, este tipo de leite € descartado

pela industria e ndo pode ser utilizado para dirtedidade.
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Nos ultimos anos, tem se observado com certa fnetpé@ positividade de leites néo
acidos ao teste do etanol sem, entretanto, haveezaelevada, isto é, acima de 18°D. A
interpretacdo precipitada do resultado ao testetalool faz com que grandes quantidades de
leite sejam descartadas, ja que o LINA é interperroneamente como sendo leite acido.
Assim, viabiliza-se que o LINA ndo seja descartaddevidamente, devido a falta de
ferramenta para discriminagdo entre LINA e leitéd@c podendo ser aproveitado pelo
produtor rural e pela industria. O leite do tipdA, por possuir caseina instavel, apresenta
um fator positivo para o processamento de queijogw@tes sendo esta caracteristica além de
desejavel, primordial para o processamento defstésols.

O sistema logistico para coleta de leite, tambémpceendido na presente invenc¢do, torna
viavel ao produtor rural a separacdo e comercigiizaanto do leite estavel quanto do LINA.

A invencado apresenta trés “kits” para identificadadipo de leite que compreende pelo
menos um reagente indicativo, podendo ser pelo snenoindicador de pH ou pelo menos
um agente quelante, ou mistura de indicadores dguetHapresentem faixa de pH de variacdo
de cor.

As bases tedricas- cientificas serviram de reféaépara as patentes de invengao, uma
vez que toda pesquisa tem por objetivo dar cortaue e subsidios para novos estudos e
aplicacdes. Neste sentido, os kits de identificagéoLeites Estaveis e Leites Instaveis
denominados de “Kit"de identificacdo de LEt8m uma teoria bem fundamentada por varios
autores, porém nunca foi utilizado para diferenoiardiscriminar LINA de leites acido e
estavel. Dessa forma, a presente invengdo temlpetivm resolver os problemas constantes
no estado da técnica a partir de concretiza¢cfegitsd”e métodos para identificacdo do tipo
de leite de uma amostra, além de um sistema logiptira a coleta de leite, a fim de evitar

desperdicios indevidos e interpretacfes equivocatkasa do tipo de leite.
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A presente invencao apresenta um sistegistico para coleta de leite, que compreende
pelo menos um veiculo de coleta que compreenderpelms um compartimento de coleta
para acondicionar um volume de leite estavel e pelnos um compartimento de coleta para
acondicionar um volume de leite instavel ndo a¢iddA), em que o volume de cada um dos
compartimentos se mantém separados.

Estes e outros objetos da invencéo serdo imediatarwalorizados pelos versados na
arte e pelas empresas com interesses no segmesgicedescritos em detalhes suficientes

para sua reproducao.

“Kit” e Método n° 1: Método de identificacdo do leite instavel ndo &cifldNA)
através de “kit” — substancia A.

A tecnologia baseia-se na utilizacdo de um “K#"identificacéo do leite instavel nao
acido (LINA), utilizando a Substancia A’como agente sequestrador do célcio. Esse “kit"-
test é confirmatdrio do LINA, utiliza-se ap0ds otéedo etanol nas concentragfes estabelecidas
por no minimo 72% (v/v) (BRASIL, 2011). Pode sealimado nas propriedades rurais e
industrias lacteas por diferenciar o leite instam&b acido (LINA) do leite com acidez

adquirida.

“Kit” e Método n°2: Método de identificagéo do leite instavel ndo aciddNA)
através de “Kit” - substancia B.

A metodologia baseia-se na utilizacdo de um “id¢’ identificacdo do leite instavel
nao acido (LINA), utilizando pelo menos uma subsi@indicadora de pH.Esse “Kit” tem
por objetivo detectar aumentos na concentracaaide &tico formado pela fermentacao da
lactose. Dessa forma, apds a obtencdo da amostiaitdeutiliza-se esse “kit”, a qual

diferencia os tipos de leite: estavel, LINA e,daibm acidez adquirida. Contudo o resultado é
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eficaz, ou seja, a solucéo final apresentara coissitas e formacdo de coagulos para o

LINA.

“Kit” e Método n°3: Método diagndstico de identificacdo do leite insthwado acido
(LINA), de leite estavel e, leite &cido através“#@” — substancia C.

A metodologia sugere a utilizacdo de unit™Kue classifica os diferentes leites: leite
estavel, acido e LINA através de substancia indicaudsto de cor.
- As cores obtidas sdo comparadas com um padréorde
- Leite muito acido: verde para pH abaixo de 6,2;
- Leite acido: cinza para faixas de pH entre 66%5a
-Leite Estavel e LINA: roxa para faixas de pH e@a 6,8.
Os dois tipos de leites apresentam coloracao regtaraixa de pH. O LINA pode ser
diferenciado do leite estavel por apresentar fodoale coagulos ou grumos, enquanto que o

leite estavel permanecera uma dispersao homogénea.

Figura 1: (A) leite estavel pH 6,6 a 6,8; (B) leite com faide pH entre 6,2 a 6,5; (C)

leite com pH abaixo de 6,2; (D) LINA
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Sistema Logistico para Coleta de Leite @@®ndendo uso de “Kit” e Método para

Identificagéo do Tipo de Leite de uma Amostra

A coleta de leite pelo transportador nuntappedade rural demanda que seja
identificado qual o tipo de leite que esta sendetado e comercializado. Com a realizacao
somente do teste do etanol antes da coleta do héiteé possivel identificar entre os leites
gue apresentam resultado positivo ao teste deletaml amostra se trata de leite acido de
fato e qual se trata de leite instavel nao acidNAl.

O uso do” kit” e método para identificagdm tipo de leite permite que o LINA possa
também ser comercializado ao invés de ser desogutathmente com o leite acido.

Assim, o transportador de leite realiza o métodm pdentificacdo do tipo de leite que
compreende pelo menos duas etapas selecionadas: deéta de uma aliquota de amostra
de leite; adicdo de “kit “ para identificacdo detdeconforme definido anteriormente;
realizacdo de teste de etanol 72% (v/v).

O leite identificado como normal ou esia armazenado no compartimento especifico
para coleta do veiculo, e destinado para procesgamee altas temperaturas (UHT). O leite
identificado como LINA é armazenado no compartiraeggpecifico para coleta do veiculo, e
destinado para pasteurizagdo e derivados lacteodeit® identificado como acido é
descartado.

Dessa forma, o sistema logistico para coleta tkedempreende:

- pelo menos um veiculo de coleta quepreande pelo menos um compartimento de
coleta para acondicionar um volume de leite estévpklo menos um compartimento de
coleta para acondicionar um volume de leite ingta&ie acido, em que o volume de cada um

dos compartimentos se mantém separado.
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O veiculo de coleta compreende pelo meops sistema de canalizacdo em
comunicacao fluida com cada um dos recipienteoldta; em que os sistemas de canalizagéo
atuam de forma independente entre si e atuam ngpwéae de fluido entre a fonte do leite e 0
recipiente de coleta do veiculo e no transportiduitio entre o recipiente de coleta do veiculo
e o sistema de recepcéao do leite.

Os versados na arte valorizardo os conhecimentasapgesentados e poderéao reproduzir a

invengao nas modalidades apresentadas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Diante dos resultados obtidos nesse estudo sidevando o objetivo proposto, pode-
se concluir que:
. a positividade para LINA ndo implica em alteragdea composicao fisico-quimica,
contagem bacteriana total, mastite e, contagenéldéas somaticas.
. ndo houve variagao significativa para a prodwlgideite em relagéo aos dois tipos de leite
(estavel e LINA).
. 0 perfil eletroforético das proteinas do LINA dmemtra ndo ser o fator responsavel pela
desestabilizacdo da micela de caseina.
. a concentracao ideal de etanol para distingWiiNA do leite estavel € igual a etanol 72%
(VIv).
. com relacdo ao teste de estabilidade térmidaiteestavel e o LINA obtiveram o mesmo
comportamento para o teste de etanol a 72% (v/@stnando que os dois testes nao estao
correlacionados.
. 0 etanol atua como base em pH baixo, formandma@rotonados R — OFl e em valores
mais elevados de pH, pode atuar como acido, peodeihdformando ion alcéxido ROo
ponto no qual ocorre a mudanga de comportamentetatml é em aproximadamente 62%
(v/v) de etanol;
. a concentracao de ions calcio € um fator defar@arcia importante na estabilidade do leite,
0 célcio é compartilhado com o equilibrio de prag@io do fosfato de calcio,
desestabilizac&o da ligacdo fosfoserina e queleméoo citrato;
. de acordo com a relacdo molar Ca/P, os equiibpodem se manter estaveis ou
desestabilizar a micela. Para a relacdo ideal, retgge que concentracdes proximas ou

superiores a 1,5/1 aumentam a possibilidade destddsiéezacdo da caseina, e consequente
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resultado positivo ao teste do etanol;

. 0 presente estudo deu origem a uma patente @agéw designada “Kit” e método para
identifiacdo do tipo de leite: leite estavel edditstavel “Kit Leli” e sistema logistico para
coleta de leite, o qual diferencia de forma ra@ddiciente as amostras de leite estavel, LINA

e acido.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho descreve métodos inéditoowadores para a discriminagdo de
leite normal, acido e LINA através de um ensaibizaido o teste do etanol, indicador misto
de pH e solucdo com ion quelante. Esses métodis @sitegidos pelo Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), com o N° de regidd@ 1020140193405. Os métodos sdo
simples, praticos e de facil aplicacdo na propdedaral no momento da coleta do leite pelo
transportador e na industria de lacteos. Dessaafenitam-se prejuizos ao produtor rural que
tem seu leite rejeitado e ganho econémico pard(@stria lactea, uma vez que o LINA podera
ser canalizado para a pasteurizagdo, producéo elpge de derivados lacteos, agregando
valor socioecondmico na cadeia produtiva do |&tes métodos proporcionam de maneira
segura a utilizacdo do LINA na melhoria da qualedae vida das populacdes rurais e da

agropecuaria familiar de paises em desenvolvimastm o Brasil.
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