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SUMARIO

A estabilidade térmica do leite, avaliada através da prova do alcool ou do alizarol, é
afetada por diversos fatores, sendo o principal a acidificagdo do leite. No entanto, hidrélise
enzimatica, alta contagem de células somaticas (CCS), excesso de ions calcio e adi¢do de
etanol, também afetam sua estabilidade ao alcool, reduzindo sua correlagdo com a estabilidade
térmica. O objetivo deste trabalho foi pesquisar a ocorréncia de leite instavel ndo acido
(LINA) no municipio de Sapopema-PR, avaliar a estabilidade térmica do LINA e sua relagdo
com CCS e contagem bacteriana total (CBT) e, além disso, a influéncia da concentragdo
alcodlica utilizada para a prova do alcool na estabilidade do leite. Foram avaliadas 85
amostras por meio da prova do alcool a 68, 72, 75 e 78%, determinagdo da acidez Dornic,
prova da fervura, CCS e CBT. Observou-se elevada ocorréncia de LINA. A maior frequéncia
de LINA 65,88% ocorreu frente a graduagdo alcodlica de 78% v/v e a menor 15,29% a 68%
v/v. Com uma exceg¢do, as amostras de LINA foram estaveis a prova da fervura, demonstrando
que sua rejeicdo pela industria produtora de leite pasteurizado e derivados seria desnecessaria.
As médias obtidas para CCS e CBT foram elevadas tanto nas amostras que apresentaram

LINA como nas amostras instaveis com acidez adquirida.
Termos para indexaciio: leite; caseina; estabilidade térmica; prova do alcool; alizarol.

1 INTRODUCAO

A primeira prova do controle de qualidade
do leite ¢ o alizarol, as vezes substituida pela prova
do alcool. Deve ser realizada sempre que ocorrer
a mistura de leites durante toda a cadeia produtiva,
como nos resfriadores comunitarios, na coleta
pelos caminhdes tanque e na recep¢do pela indus-
tria (BRASIL, 2002). O objetivo desta prova ¢
verificar a estabilidade da caseina, criando uma
situagdo de estresse a proteina por meio de uma
solugdo alcoolica que simula o efeito do aqueci-
mento provocado pela pasteurizacdo (O’CONNELL
et al., 2001).

De acordo com a Instrugdo Normativa 51
(IN 51), o leite instavel ao alizarol ¢ rejeitado
pelo laticinio (BRASIL, 2002), pois sendo a ca-
seina instavel, o aumento da temperatura durante
a pasteurizacdo pode promover a coagulagido do
leite, trazendo grandes transtornos a industria.
No Brasil, segundo a legislacdo anterior a prova
do 4lcool deveria ser realizada utilizando a gra-
duagdo de 68% (v/v) (BRASIL, 1981), atualmente
a graduagdo minima obrigatoéria ¢ de 72% (v/v)
BRASIL, 2002), no entanto, graduagdes de 76,
78 e até 80% tém sido praticadas por diversas
industrias, na expectativa de selecionar leite de
melhor qualidade.
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Varios fatores podem promover a insta-
bilidade da caseina, sendo o principal a acidificagdo
causada pela fermentagdo da lactose por
microrganismos incorporados ao leite, quando na
ordenha ocorrem falhas de higiene. No entanto,
a acidificacdo do leite ndo ¢ o Unico fator que
promove instabilidade da caseina (OLIVEIRA e
TIMM, 2006). Outras variantes como a hidrolise
enzimatica da caseina, tratamento térmico,
excesso de ions calcio, altas contagens de células
somaticas e adigdo de etanol também provocam a
instabilidade da caseina, mesmo na auséncia de
acidez (O’CONNELL et al., 2006).

A ocorréncia de leite instavel sem acidez
tém sido frequentemente relatada por pes-
quisadores no Brasil (LOPES, 2008; MARQUES
et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007; OLIVEIRA
et al.,2011; ZANELA et al., 2006) e outros paises,
como Uruguai (BARROs et al., 1999) e Argentina
(CHAVEZ et al., 2004; NEGRI, 2002). O leite
com estas caracteristicas tem sido denominado
LINA, leite instavel ndo acido. Existe ainda uma
discuss@o acerca da real capacidade da prova do
alcool em determinar a estabilidade térmica do
leite. Falhas nessa correlagdo ja foram apontadas
por diferentes autores (CHAVEZ et al., 2004;
HORNE e MUIR, 1990; MOLINA et al., 2001).

A ocorréncia de leite sem acidez adquirida,
com baixa contagem bacteriana, instavel a prova
do alcool pode levar ao descarte de leite com boa
qualidade (MOLINA et al., 2001), trazendo pre-
juizo ao produtor.

Assim, o objetivo deste trabalho foi deter-
minar a ocorréncia de leite instavel ndo acido
no municipio de Sapopema-PR, avaliar a inter-
feréncia da concentrag@o alcoodlica utilizada para
a realizag@o da prova do alcool na estabilidade
da caseina e, além disso, relacionar a estabilidade
térmica da caseina com a estabilidade ao alcool,
a contagem de células somaticas e a contagem
bacteriana total.

2 MATERIAL E METODOS

Esse trabalho faz parte do Projeto “Leite
do Parana” do programa Universidade Sem
Fronteiras, da Secretaria de Estado da Ciéncia,
Tecnologia e Ensino Superior do Parana. O projeto
tem como foco principal o desenvolvimento sus-
tentado da pecuaria leiteira, a melhoria tecno-
logica dos processos produtivos e a melhoria da
qualidade do leite e derivados principalmente em
pequenas propriedades leiteiras.

Foram coletadas, entre os meses de junho e
julho de 2009, 85 amostras de leite cru de pro-
priedades leiteiras do municipio de Sapopema, na
regido do Norte Pioneiro do Parana. As amostras
foram colhidas em bags estéreis e mantidas em

caixas isotérmicas com gelo reciclavel até a che-
gada no Laboratorio de Inspe¢do de Produtos de
Origem Animal da Universidade Estadual de Lon-
drina. Todas as amostras foram analisadas no
momento da sua chegada no laboratério.

As amostras foram inicialmente avaliadas
quanto a sua estabilidade, pela prova do alcool
nas graduagdes de 68, 72, 76 e 78% (v/v). Em
seguida, foram realizadas as provas de acidez
Dornic e prova da fervura, de acordo com a Ins-
tru¢do Normativa 68 (BRASIL, 2006).

A contagem bacteriana total (CBT) ¢ a
contagem de células somaticas (CCS) foram
realizadas por citometria de fluxo pela Associagdo
Paranaense de Criadores de Bovinos da Raga
Holandesa (APCBRH), laboratorio de referéncia
do Parana.

Os resultados das analises de amostras consi-
deradas instaveis ao alizarol sem acidez adquirida
(LINA) foram entdo comparados com os resulta-
dos das amostras estaveis ao alizarol.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um grande nimero de amostras de leite
instavel sem acidez adquirida foi detectado nesse
estudo (Figura 1). Das 53 amostras instaveis ao
alizarol 72% (v/v) apenas 16 (30,19%) possuiam
acidez acima de 18° Dornic, o restante das 37
(69,81%) amostras apresentou acidez Dornic entre
14 ¢ 18°D (Tabela 1).
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Figura 1 — Frequéncia de amostras de leite instavel
ndo acido em diferentes concentra-
¢oes alcodlicas (68, 72, 75 e 78% v/v),
em 85 amostras de leite cru do muni-
cipio de Sapopema-PR, analisadas
entre de junho e julho de 2009.

Neste estudo o aumento da graduagdo al-
coolica intensificou a instabilidade da caseina,



Rev. Inst. Latic. “Céandido Tostes”, Jan/Fev, n° 384, 67: 55-60, 2012

Pag. 57

resultando num maior nimero de amostras de leite
instavel ndo acido (LINA) (Figura 1). Foi eviden-
ciado que ao alizarol 68% (v/v) a maioria das
amostras era estavel e, conforme a graduagio
alcoolica aumentou, as mesmas amostras se tor-
naram gradativamente instaveis. Esses resultados
sdo semelhantes aqueles encontrados por Molina
et al. (2001), que analisaram 96 amostras de leite
cru sem acidez adquirida e encontraram que o
aumento progressivo da graduacdo alcoodlica de
75% para 80% e posteriormente para 85%
resultou no aumento da instabilidade do leite,
sendo respectivamente 8,3%, 61,5% ¢ 94,8%.

Na prova do alcool, o etanol reduz a
estabilidade coloidal da micela de caseina e provoca
coagulagdo dessa fragdo protéica (O’CONNELL
et al., 2001), consequentemente, quanto maior a
concentragdo de alcool utilizada, menor serad a
estabilidade caseina.

Ao utilizar uma maior concentragdo de al-
cool nessa prova, uma maior desestabiliza¢do das
proteinas ocorrera pela alteragdo na constante
dielétrica do meio que reduzird a repulsdo entre
cargas iguais das proteinas, fazendo com que estas
se aproximem e coagulem (ZADOW, 1993).

Enquanto no Brasil a graduagdo alcodlica
tende a aumentar, em diversos paises como os da
Unido Européia, EUA e Canadé, o teste foi aban-
donado devido a melhora na qualidade micro-
bioldgica do leite. Além disso, outros fatores foram
relacionados a instabilidade do leite ao alcool como
a estagdo do ano, dieta e estagio da lactagdo
(BRITO et al., 2009).

A industria busca utilizar graduagdes
alcodlicas cada vez mais elevadas na triagem do
leite na tentativa de obter a matéria-prima de
melhor qualidade e garantir um leite estavel a tem-
peraturas mais elevadas de beneficiamento,
principalmente para produgdo de leite UHT. A
correlagdo entre o aumento da graduagdo alcodlica
€ 0 aumento na resisténcia térmica, contudo, nao
¢ verdadeira (MOLINA et al., 2001). Alguns

estudos apontam que a prova do alcool ndo ¢ capaz
de fornecer uma boa previsdo da estabilidade
térmica (CHAVEZ et al., 2004; HORNE ¢ MUIR,
1990; MOLINA et al., 2001).

Neste estudo, apenas 1 amostra de LINA
(nas graduagdes de 75% e 78%) foi instavel a
prova da fervura (Tabela 1), porém, essa amostra
apresentava fraude por aguagem com crioscopia
de -0,504°H, e acidez de 14°D. A adi¢do de agua
melhora a estabilidade e reduz a acidez. Isso
demonstra que o LINA ¢ estavel ao tratamento
térmico e que poderia ser pasteurizado, mostrando
ser desnecessaria a rejeicdo desse leite pela
industria. Donatele et al.(2003) analisaram 847
amostras de leite cru, no Rio de Janeiro, € en-
contraram 257 (30,34%) das amostras instaveis
ao alizarol a 72% e sem acidez adquirida, porém
estaveis termicamente.

As concentragdes de 68 e 72% deixaram de
detectar 1 amostra que foi instavel a prova da
fervura (Tabela 1). Por outro lado as concen-
tragdes de 75 e 78% descartariam indevidamente
o leite de 44 e 56 produtores, respectivamente.

Altas contagens de microrganismos psi-
crotroficos podem estar relacionadas a ocorréncia
de instabilidade da caseina, devido a produgdo de
enzimas proteoliticas que atuam sobre a caseina
(SANTANA et al., 2004). Do mesmo modo, altas
contagens de células somaticas (CCS) podem estar
relacionadas a instabilidade da caseina (SANTOS
e FONSECA, 2006). Em relagdo a CCS e a conta-
gem bacteriana total (CBT) as médias para o
LINA foram de 2,86 x 10° CCS/mL ¢ 4,49 x 10°
CBT/mL; para o leite instavel com acidez
adquirida acima de 18°D as médias foram de 3,61
x 10° CCS/mL e 4,32 x 10° CBT/mL.

Néao foi observada relagdo entre aumento
da graduagdo alcodlica e melhoria da qualidade
microbioldgica do leite, demonstrando que a prova
do alcool ndo deve ser utilizada para realizar essa
avaliagdo. A tabela 2 demonstra a relagdo entre a

Tabela 1 — Comparagdo entre os resultados obtidos na prova do alcool utilizando diferentes concentragdes
(68, 72, 75 ¢ 78% v/v) e a prova da fervura, em amostras de leite instavel acido — LIA (com
acidez maior que 18°D) e de leite instavel ndo acido — LINA, oriundas de 85 propriedades
leiteiras de Sapopema-PR, analisadas entre junho e julho de 2009.

Instabilidade a Prova do Alcool

Instabilidade a Prova da Fervura

Estaveis LINA LIA Estaveis LINA LIA
68% 63 13 9 2 0 3
72% 32 37 16 2 0 3
75% 22 44 19 0 1* 4
78% 8 56 21 0 1* 4

* esta amostra apresentou fraude por aguagem (-0,504°H) e acidez de 14°D.
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ocorréncia de LINA, CCS ¢ CBT. Pode-se obser-
var que das 6 amostras que apresentaram CCS
acima de 750 mil/mL 4 foram detectadas como
instaveis quando se utilizou graduagdes de 68 ¢
72% e todas foram instaveis nas graduacdes de
75 e 78%. Entretanto, essas ultimas graduagdes
também descartaram diversas amostras com CCS
abaixo de 750 mil/mL, 59 e 71, respectivamente
a75 e 78%.

A mesma situagdo pode ser observada em
relacdo a CBT (Tabela 2), a graduagdo de 68%
detectou 12 das 43 amostras com CBT acima de
750mil/mL enquanto a graduagdo de 78% detec-
tou 38, contudo na prova do alcool a 68% foram
descartadas apenas 10 amostras com CBT dentro
do limites da legislacdo (BRASIL, 2002), ja a
graduagdo de 78% descartou indevidamente 39
amostras. Esses resultados demonstram que a
prova do alcool ndo ¢é adequada para avaliar a
qualidade do leite, e que inferéncias ndo devem
ser realizadas baseadas nos resultados desta prova.

Uma das amostras, por exemplo, apresentou
acidez de 17°D, CBT de 4,02 x 10mL e CCS de
9,9 x 10*/mL. Essa amostra permaneceu estavel
em todas as graduagdes alcodlicas, ja outra amostra
com acidez de 18°D, CBT de 5,0 x 10/mL e CCS
de 3,4 x 10*/mL se mostrou instadvel nas quatro
graduagdes. Neste caso o leite de qualidade superior
seria descartado enquanto o leite com qualidade
inferior seria aceito. Isso indica que a interacdo
de diversos fatores ¢ que deve determinar a
estabilidade da caseina ao alcool. Quanto maior a
graduacdo alcoodlica acima de 68%, maior a
importancia desses outros fatores, contudo, na
graduagdo 68%, a acidez parece ser o principal
determinante da instabilidade.

4 CONCLUSOES

A ocorréncia de leite instavel ndo acido
no municipio de Sapopema-PR ¢ elevada. Outros
fatores além da acidez reduzem a estabilidade da
caseina quando se utilizam graduacdes alcodlicas
maiores na prova do alcool ou do alizarol.

O aumento da graduag@o alcodlica na prova
do alcool leva ao descarte desnecessario de leite
pela industria.

Nao foi observada relagdo entre o aumento
da graduacdo alcodlica e melhoria na qualidade
microbioldgica do leite.

A prova do alcool na graduagdo de 68% (v/v)
se mostrou eficiente na avaliagdo da estabilidade
térmica do leite. Contudo, para avaliar a qualidade
do leite outras provas sdo necessarias como CCS,
CBT, acidez Dornic entre outras.

SUMMARY

Milk heat stability, evaluated through
alcohol or alizarol test, is affected by several
factors, the main one is milk acidification.
However, enzymatic hydrolysis, high somatic
cells counts (SCC), excess of calcium ions and
ethanol addition also affect its stability to
alcohol, reducing its correlation with heat
stability. The objective of this work was to
determine the occurrence of instable non acid
milk (LINA) in Sapopema-PR, evaluate heat
stability of LINA and its relation with SCC and
total bacteria count (TBC) and also evaluate
the interference of alcohol concentration, used
to perform alcohol test, on milk stability. A
total of 85 samples were submit to alcohol test

Tabela 2 — Acidez Dornic, contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS) de
amostras de leite cru submetidas a prova do alcool em diferentes concentragdes alcodlicas
(68, 72, 75 e 78% v/v) colhidas no municipio de Sapopema-PR, entre junho e julho de 2009.

Acidez Dornic CBT CcCS
n >14°D e >18°D <750 <750 <750 <750
<18°D mil/mL mil/mL mil/mL mil/mL
Total 85 63 22 42 43 79 6
3 instavel 22 13 9 10 12 18 4
alcool 68%
estavel 63 50 13 32 31 61 2
; instavel 53 37 16 28 25 49 4
alcool 72%
estavel 32 26 6 14 18 30 2
3 instavel 63 44 19 32 31 59 4
alcool 75%
estavel 22 19 3 10 12 20 2
; instavel 77 56 21 39 38 71 6
alcool 78%
estavel 8 7 1 3 5 8 0
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at 68, 72, 75 e 78%, determination of Dornic
acidity, boiling test, SCC and TBC. High
occurrence of LINA was observed. The highest
frequency of LINA 65,88% occurred at alcohol
concentration of 78% v/v and the lowest
15,29% at 68% v/v. With one exception, LINA
samples were stable to boiling test, showing that
its rejection by industry that produces
pasteurized milk and dairy products would be
unnecessary. The means obtained to SCC and
TBC were elevated in both LINA samples and
instable samples with acquired acidity.

Index terms: milk, casein; heat stability;
alcohol test; alizarol.
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