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BRSUMO

0 método da cristalizagac sensitiva
€ utilizado na distingac de tipos de
leite, Foram estudadas treés concen-
tracoes de cloreto de cobre (0,1
0,25 e 0,5 g/placa) combinadas a tres
de leite (0,01, 0,025 e 0,05 g/pla-
ca) de trés tipos {(cru, B e C), com
trés repeticoes. Para as 27 combina
coes possiveis, observou-se nitida
influéncia do leite como modificador
do modelo de cristalizacao do clore-
to de cobre. 0 metodo mostrou sensi
bilidade suficiente para distincac
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de tipos de leite, principalmente nas
concentracoes 0,05:0,5¢0,025:0,5.

INTRODUGCAD

0s cristais de cloreto de cobre CuClz . 2H20 que se
obtém por evaporagao assumem uma disposicao que € funcgao
de substancias presentes na solugao. A configuracao dos
cristais, obtidos em placas especiais e sob condigoes
controladas, € chamada modelo de cristalizagac. A base
do metodo € que, dada a extrema sensibilidade e versati-
lidade do sal na sua maneira de cristalizar, cada subs-
tancia imprime um modelo de cristalizacao especifico.

Desde a descoberta dessa propriedade do cloreto de
cobre, o metodo, desenvolvido por Pfeiffer, passou a ser
utilizado na distingao, por via cristalogenetica, de so-
lugoes as mais variadas. Numerosos trabalhos foram pu-
blicados envolvendo substancias quimicamente bem defini-
das como acidos e bases, aminoacidos, vitaminas e medica
mentos. A aplicacao do método se estendeu a extratos de
orgaos de plantas e animais e acabou por se constituirem
um metodo de diagnose de molestias com a utilizagao de
sangue. Estabelecido o método de diagnose por cristali-
zacao, muitos trabalhos foram desenvolvidos, visando a
estabelecer os modelos de cristalizagao para varias mo-
lestias.

0 presente trabalho trata do emprego do metodo a
tipos de leite. A hipotese basica do trabalho € que o
leite e capaz de modificar a cristalizagao do cloreto de
cobre de maneira especifica e que a sensibilidade do me-
todo e suficiente para distinguir os tipos através de
seus modelos de cristalizacao.
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2. REVISAO DA LITERATURA

0 fenomeno de modificacao do habito de cristaliza-
¢ao de sais por substancias presentes na solucao € conhe
cido deste 1783, quando Rome de Lisle obteve octaedros
de NaCl pela adigao de ureia a solugoes que, quando pu-
ras, davam origem a cristais cubicos. A partir de entao,
numerosos trabalhos foram desenvelvidos nessa area de
pesquisa.

A primeira referéncia a grande tendencia a ramifi-
cacac e encurvamento de cristais aciculares de cloreto
de cobre deve-se a Lehman, citado por GROTH (1906), rela
cionada a cristais obtidos de solugoes acidas. E a PFEIF
FER (1930), entretanto, que se deve o primeiro trabalho
no sentido de utilizar a variabilidade do habito de cris
talizacao do cloreto de cobre no sentido de caracterizar
solugcoes e detectar propriedades utilizaveis na diagnose
de moléstias.

0s surpreendentes resultados obtidos. por Pfeiffer
deram origem a uma série de trabalhos posteriores que
utilizaram as mais variadas substancias como modificado-
res do modelo de cristalizacao. Muitos exitos na diagno
se de moléstias pela cristalizacdo sensitiva tém sido re
latados. Assim, TRUMPP & RASCHER (1936) trabalharam com
hormonios e na detecgao de gravidez atraves de urina,
bem como na diagnose de cancer {1938). BEGOUIN (1938),
em comunicagao a Academia de Medicina de Paris, relata a
aplicacao do metodo na diagnose de molestias, com exce-
lentes resultados na detecgao de tumores malignos e be-
nignos e de tuberculose, mencionando 'éxitos terapeuti-
cos impressionantes' na determinacao, pelo método, do me
dicamento mais indicado no tratamento de moléstias diag-
nosticadas pela mesma via. 0 proprio PFEIFFER (1938),
PFEIFFER & MILEY (1939), GRUNER (1940) e KREBS (1945)
apresentaram resultados do metodo na diagnose de cancer,
obtendo de 80 a 97% de precisac. PHILIPSBORN (1954,
1955} propoe Biocristalografia e Biomineralogia como dis
ciplinas cientificas. -
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Muitos autores procuraram aplicar o metodo a plan-
tas. MORRIS & MORRIS (1938) usaram a cristalizagao sen-
sitiva em cereais. PFEIFFER (1940) utilizou o método em
diferentes orgaos de plantas sas e atacadas por fungos,
observando significativas diferengas nos modelos de cris
talizacao. KRUGER {1949, 1950} trabalhou com plantas e
orgaos animais, detectando que a hora de coleta do mate-
rial afeta o modelo de cristalizagao.

SELAWRY & SELAWRY (1957) publicaram excelente 1li-
vro sobre a crnstalazagao do cloreto de cobre e suas apli
cagoes, relatando experiéncias anteriores e seus pro-
prios resultados de pesquisa, baseados em 21.000 series
de cristalizagao, Os autores discutem exaustivamente o
metodo e a téecnica de cristal izagao, estabelecendo a me-
todologia atual. Embora trabalhando com substancias bem
definidas, com extratos de plantas e orgaos animais, a
maior parte da obra € consagrada ao metodo da  diagnose
por cristalizagao, utilizando sangue.

ABRAHAD {1965) introduziu o metodo em nosso meio,
aplicando-o a extratos aquosos de diferentes orgaos (rai
zes, caules, folhas, flores, frutos e sementes) de tres
variedades de feijoeiro, em diferentes estagios de desen
volvimento. Mostrou que os modelos de cristalizacao va-
riam especificamente em funcao de variedade, oOrgao e ida
de da planta. Posteriormente (1971, 1975, 1976) o mesmo
autor estudou a morfologia dos modelos de cristalizagao
na presencga de extratos de feijoeiro e a possibilidade
de distingcao de cultivares da especie. ABRAHAO et alii
{1976) estudaram o metodo da cristalizacao sensitiva a-
plicada a lisina, a qualidade de bebida de café e na dis
tingao de cultivares de mandioca.

Com relagao a aplicagao do método a leite, apenas
duas mencoes ocorrem na literatura. PFEIFFER (i1940) en-
controu modelos de apenas um centro de cristalizacao pa-
ra leite fresco e multicentrado para leite fervido por
20 minutos, procurando relacionar os resultados ao teor
vitaminico e sua perda parcial ou total, em fungao do
tempo de fervura. SELAWRY & SELAWRY (1957) descrevem al
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guns pormenores do modelo de cristal izagao, sob diversas
concentragoes, utilizando leite cru. Nenhum dos traba-
lhos faz mengac a tipos de leite.

3. MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS
Leite

Foram utilizados trés tipos de leite: cru, produzi
do pelo Departamento de Zootecnia, ESALQ/USP, leite tipo
B e leite tipo C (pasteurizado), comerciais.

Placas de cristalizacao

Sdo placas especialmente montadas, constituidas de
um vidro circular plano, tipo cristal temperado, sobre o
qual € colado anel de vidro de 9 cm de diametro el cm de
attura.

Camara de cristalizacao

Trata-se de cdmaras especial, construida sequndo
especificagoes de SELAWRY. & SELAWRY (1957). Tem 1,60 m x
x 1,60 m x 2,00 m, paredes duplas, adiabaticas, lavaveis
do lado interno. 0 aquecimento se cobtém por irradiagao
de resisténcias de 36, 72 e 145 ohm, localizadas na base
da camara. Dlspoe de uma mesa de vidro, suspensa do te-
to, de 0,70 m x 1,50 m x 0,01 m, regulavel em altura e
perfeitamente nivelada. Para o nivelamente, empregou-se
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nivel com precisao de 0,01 mm/m. Acima da mesa e sobrve
seu centro esta o bulpo de um termorregulador, que permi
te contrule de temperaturas ate 500°C, com precisao de
0,1ecC.

Cloreto de cobre e material fotografico

Usou-se cloreto de cobre p.a. Malinkrodt e filmes
de 35 mm Panatomic-X.

METODOS
Preparo das solugoes

Cada placa de cristalizagao recebe, ja sobre a me-
sa de vidro, 6 ml de uma solugao conjunta de cloreto de
cobre e leite, contendo as quantidades especificadas no
delineamento. As solugoes de cloreto e de leite sao pre
paradas separadamente, de tal forma que cada 3 ml conte-
nham a quantidade desejada do sal e de leite. De cada
uma dessas solugcoes sao pipetados 3 mt em um tubo de en-
saio, obtendo-se a solugao conjunta.

Concentracoes

Adotaram-se trés concentragoes para cloreto de co-
bre {0,1; 0,25; 0,5) e tres para leite (0,01; 0,025;
0,05), sempre expressas em g/placa. Obtiveram-se, assim,
27 concentragoes diferentes, que foram estudadas com
tres repeticoes.

Tipo de N Concentracao de N {oncentracao « Repeticoes
leite cloreto de cobre de leite : coes
Cru 0,1 0,01 3

B 0,25 0,025

c 0,5 6,05
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Foram obtidos, Lambem, us nodelos de testemunhas,
isto e, (lurtcto de cobre puro, nas concentragoes de 0,1,
0,25 ¢ 0,5 g/placa. Introduziram-se, posteriormente, al

guns tesles ¢OmM @ concentracao de 0,75 g de cloreto de
cobre, com us trés tipos de leite na concentragao de
0,025 g/placa.

As concentracoes foram adotadas de maneira a co-
brir uma faixa ja testada em trabalhos anteriores (SE-
LAWRY & SELAWRY, 1957).

Limpeza das placas

Em face da sensibilidade do clereto de cobre, pro-
cedeu-se a rigorosa lavagem das placas, segundo especifi
cacbes de SELAWRY & SELAWRY (1957). Foram lavadas ini-
cialmente com agua quente e, em sequida, com soda morna
a 5%. Lavadas novamente em agua corrente, as placas re-
ceberam, sucessivamente, e por 10 minutos, solugoes de
HC1 3%, NaF 10% e HpS04 3%. Em seguida, sao lavadas su-
cessivas vezes com agua destilada e bidestilada, secas
ao ar, numeradas e levadas a camara de cristalizacgao.

Decurso da cristalizacao

A solucaoc conjunta de cloreto de cobre e leite e
transferida para as placas ja sob a temperatura deseja-
da. Adotou-se o nivel de 30°9C, fornecido por aquecimen-
to pela resistencia de 72 ohm, As placas sao . dispostas
em posi¢ao casualizada, de maneira que repetigoes nao fi
guem em posigoes contiguas. Para assegurar a duracao de
10-12 horas para a cristalicacao se completar, usaram-se
bande jas contendo silicagel, na proporcao de 50 g/placa
(Figura 1}.
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Figura 1.
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Exame, descrigao e protocolo das séries

0 exame dos modelos de cristalizacao foi feito pa-
ra cada uma das 27 series atraves da comparagao simulta-
nea das trés repetigoes de cada série. Anotadas as ca-
racteristicas morfologicas mais caracteristicas, descar-
taram-se eventuais repetigoes discrepantes, escolhendo-
-se uma placa como representante da série. Cada placa re
presentante de série foi fotografada inteira e na regiao
mais caracterfstica do modelo de cristalizacao.

RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSQES

A conclusao geral do trabalho e a confirmacao das
duas hipoteses inicialmente formuladas: o leite € um mo-
dificador especifico do modelo de cristalizagao e o méto
do & sensivel para distingao de tipos de leite. B

A primeira observagao que se destaca da comparagao
das series de cristalizagao € a nitida influéncia do lei
te como modificador do modelo de cristalizacdo. Para as
27 concentracoes estudadas, as solugoes de leite imprimi
ram fortes modificacoes em relacao aos modelos obtidos
das trés concentracoes de cloreto de cobre puro. Isto
significa que mesmo a menor concentragao de leite, 0,01
g/placa tem influéncia caracteristica, sugerindo que tes
tes futuros sejam efetuados com concentragoes menoresT
como 0,005 ou 0,001 g/placa.

0s modelos de cristalizagao obtidos para cloreto
de cobre puro sao precisamente os ja relatados na litera
tura (Figuras 2, 3 e 4), mostrando que a tecnica geral
de cristalizacao feoi satisfatoria, nenhum desvio ocorren
do em relagao ao modelo previsto. Trata-se de cristali-
zacao fina, com muitos centros de cristalizacao, de pe-
quena cobertura na cristalizacao central, borda nao dife
renciada e total auséncia de aneis concéntricos e formas
vazias (vacldolos).
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Figura 3. Cloreto de cobre, 0,25 g/placa.
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Figura 4. Cloreto de cobre, 0,5 g/placa (x2).

0s modelos de cristalizagao obtidos na presenga de
leite sao especificos. De um modo geral, para as concen
tracoes mais baixas de cloreto de cobre, a tendéncia e
para ramificacao intensa, cristalizagao mais fina, menor
cobertura na cristalizagao central, tendéncia para dife-
renciacao da borda e presenga de anéis concentricos, A
medida que aumenta a concentracao de cloreto e para os
trés tipos de leite, em todas as concentragoes, aumenta
a cobertura, diminui a diferenciacao da borda, desapare-
cem 0s aneis concentricos, os centros de cristalizagao
tornam-se muito nitidos, com irradiagao retilinea em di-
recac a borda e configura-se a presenga de vacuolos. Es
sas formas vazias sao muito bem delimitadas, variaveis
em numero e disposigao em funcao do tipo de leite, com
carater frequentemente poligonal e apresentando deposi-
coes em quantidade proporcional a concentragac do leite.

Para efeitode distincao de tipos de leite, as con-
centracgoes 0,025 :0,5 e 0,05 : 0,5 mostraram-se mais ade-
quadas. 0Os modelos de cristalizacao obtidos para essas
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concentragoes mostram caracterislicas morfologicas que
permitem a distingao. Para a concentracac 0,25 : 0,5,

por exemplo, como ilustram as figuras 5 a 10 mostram que
a presenca de vacuolos € constante. Para leite tipo B,
apenas um centro de cristalizagao ocorre, ao qual asso-
ciam-se dois vaclUolos grandes (Figuras 7 e B). Para lei
te cru e tipo C, ocorrem varios vacuolos. 0s centros de
cristalizacao a que esses vacuolos estao associados sao
em maior numero, de menor area e mais bem delimitados pa
ra leite C (Figuras 9 e 10} do que para leite cru (Figu-
ras 5 e 6). Observe-se, ainda, que, embora os modelos
sejam bem centrados nos trés casos, apenas para leite ti
po C ocorrem anéis concéntricos bem diferenciados e a bor
da exibe diferenciacgao. -

As observacoes efetuadas sobre concentragoes levou
a inclusao de series adicionais, em que a  concentracao
0,025 g/placa de leite, foi empregada com 0,75 g/placa
de cloreto. Essa concentragac mostrou-se excessiva pa-
ra cloreto, nao havendo diferenciacao de modelos para ti
pos de leite e mostrando o acerto das concentracoes escE
lhidas.

SUMMARY

The method known as sensitive crystallization was
utilized to distinguish between types of milk. Three con
centration of copper chloride were studied (0,1; 0,25and
0,5 g/plate} in combination with three types of milk (raw,
B and C) each in three concentrations (0,01; 0,025 and
0,05 g/plate). All combinations for each milk type were
prepared in triplicate.

It was observed in these 27 possible combinations
that milk had a definite modifying effect in the mode of
formation of copper chloride crystals.
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Figura 5. Leite cru, 0,025 : 0,5.

Figura 6. Leite cru, 0,025 : 0,5 (x2).
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Figura 7. Leite B, 0,025 : 0,5,

Figura 8. teite B, 0,025 : 0,5 (x2).
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Figura 9. Leite C, 0,025 : 0,5.

Figura 10. Leite C, 0,025 : 0,5 (x2) .
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The method was found to be sufficiently sensitive
to distinguish between the types of milk studied parti-
cularly at the concentrations 0,05:0,5 and 0,025 :0,5,
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