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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a variacdo do perfil proteico e do célcio solUvel na coagulagdo do leite
pelo etanol nas temperaturas de 4°C, 10°C, 15°C e 20°C. Amostras de leite de 61 animais foram avaliadas
quanto & estabilidade ao etanol nas concentracdes de 66 a 92% (v/v) nas temperaturas de 4°C, 10°C, 15°C e
20°C. Trés amostras, apés 24 horas de armazenamento a 4°C, foram ultracentrifugadas em quadruplicata
(40.000 x g) a 4°C e a 20°C, respectivamente, por 60 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e
submetido a andlise do calcio solivel pela técnica via Umida (digestdo nitroperclorica) e leitura em
espectrofotdmetro de absorcdo atdmica. O perfil proteico foi analisado pela técnica de eletroforese capilar
empregando kit especifico para determinacdo proteica. Os resultados mostraram uma correlacdo positiva entre
0 aumento da temperatura das amostras e a estabilidade do leite frente as diferentes concentracdes de etanol. A
porcentagem de calcio soltvel no sobrenadante ap6s ultracentrifugacdo foi maior nas amostras tratadas a 4°C
(P<0,05). As amostras ultracentrifugadas na temperatura de 4°C apresentaram quantidades superiores de -
caseina no sobrenadante em comparacdo com as amostras tratadas a 20°C. O abaixamento da temperatura
favoreceu a migragdo da B-caseina e do célcio coloidal para a fase sollvel do leite, o que possivelmente
favoreceu 0 aumento da instabilidade das amostras no teste do etanol. Os resultados sugerem que a temperatura
ideal para a realizagio de teste de estabilidade do leite frente ao etanol deveria ser de 21°C.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the variation in protein profile and soluble calcium in milk coagulation
by ethanol at 4°C, 10°C, 15°C and 20°C. Milk samples from 61 dairy cows were evaluated for stability of
ethanol concentrations from 66 to 92% (v/v) at temperatures of 4°C, 10°C, 15°C and 20°C. Three samples
were ultracentrifuged (40,000 x g) after 24 hours of storage at 4°C and 20°C, respectively, for 60 minutes.
Their supernatants were removed and subjected to analyses of soluble calcium through nitro-perchloric
digestion and atomic absorption spectrophotometry. The protein profiles were determined by capillary
electrophoresis using a specific kit for protein determination. The results showed a positive correlation
between the increase in temperature of the samples and the stability of milk against various concentrations of
ethanol. The percentage of soluble calcium in the supernatant after centrifugation was higher in samples
treated at 4°C (P<0.05). The samples ultracentrifuged at 4°C showed higher amounts of g-casein in the
supernatant compared with samples stored at 20°C. The lowering of the temperature favored the migration of
pS-casein and colloidal calcium to the soluble phase of milk, which may also have favored the instability of milk
in the ethanol test. According to the results, the milk sample temperature for the ethanol stability test should be
21°C.
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INTRODUCAO

O teste da estabilidade do leite ao alcool (etanol)
foi introduzido por volta de 1890, na Alemanha,
para avaliar a presenca de acidez desenvolvida
por contaminacdo bacteriana, quando néo era
comum o uso de refrigeragdo para a conservagdo
do leite (Ayers e Johnson, 1915). Posteriormente,
a aplicacdo desse teste com essa finalidade foi
abandonada, devido a melhora na qualidade
microbiolégica e porque problemas na
estabilidade do leite associados a estacdo do ano,
dieta e estagio da lactacdo e salde da glandula
mamaria foram reconhecidos (Horne, 2003).

Os estudos pioneiros sobre as variacbes da
estabilidade do leite bovino no teste do alcool,
em pH normal, foram feitos com amostras
de leite de diversos rebanhos leiteiros (Davies e
White, 1958; Donnely e Horne, 1986).
Verificou-se que amostras de leite de
vacas individuais apresentaram coagulacdo em
solucdes de etanol variando em concentragdes de
66 a 90% (v/v). Os fatores que mais contribuiram
para a variacdo da estabilidade ao etanol foram
os altos balangos de sais soliveis no final da
lactacdo e o baixo pH natural do leite no inicio
da lactacdo. Demonstrou-se que as amostras de
leite com alta concentragdo de célcio ibnico
foram menos estaveis ao teste do etanol (Davies
e White, 1958). Posteriormente, foi comprovado
que a coagulacdo do leite pelo &lcool é afetada
pela concentracdo dos sais minerais (Horne e
Muir, 1990). A adicdo de pequenas quantidades
de cloreto de célcio e magnésio torna o leite
menos estavel, coagulando em concentracGes
alcodlicas mais baixas, enquanto sais de citrato
de sodio e de fosfato de sodio causam o efeito
oposto (Turnier e De Kruif, 2002; Horne, 2003;
Tsioulpas et al., 2007).

Diversos estudos (Creamer et al., 1977; Ali et
al., 1980; Davies e Law, 1983; O’Connell et al.,
2001; Huppertz e De Kruif, 2007) mostraram que
ocorrem variagBes nas propriedades fisico-
quimicas do leite em funcéo da temperatura, do
pH e da concentracdo de sais. Entre as
modifica¢fes que acontecem durante 0 processo
de resfriamento do leite, estdo incluidas a
dissociagdo das caseinas, especificamente a f-
caseina, solubilizacdo do fosfato de célcio
coloidal e diminuicdo no tamanho das micelas
(Walstra e Van Vliet, 1986; Horne, 2003).
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De maneira geral, ndo ha recomendacédo sobre a
temperatura do leite para a realizacdo do teste do
etanol, que vem sendo utilizado como uma
medida alternativa da estabilidade térmica do
leite mesmo na auséncia de comprovacdo
cientifica para esse fim (Chavez et al., 2004).
Apbs pesquisa em diversas fontes, foram
encontradas somente as recomendacdes de 15 e
25°C (Mur, 1966) ou a 21°C (Revilla, 1982). No
Brasil, o teste do etanol (alizarol) é realizado, em
geral, imediatamente antes da coleta do leite nas
propriedades rurais, quando a temperatura de
manutencdo do leite estd na faixa de 3 a 7°C.
Considerando as alteraces do complexo
caseinato do leite relacionadas a temperatura de
refrigeracdo, em especial a dissolucéo do fosfato
de célcio associado as caseinas, 0 objetivo deste
trabalho foi avaliar a variagdo do perfil proteico e
do caélcio solivel na coagulagdo do leite pelo
etanol nas temperaturas de 4°C, 10°C, 15°C e
20°C.

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de 500mL de leite de
61 animais individuais da raca Holandesa
oriundos de um rebanho com histérico de
contagem de células sométicas <400.000/mL e
contagem total de bactérias <100.000ufc/mL. Os
animais encontravam-se em diferentes estagios
de lactacdo, e foram escolhidos aleatoriamente.
Coletaram-se  as amostras em  frascos
estéreis e, imediatamente apdés a coleta, foram
acondicionadas em caixas isotérmicas com
gelo e encaminhadas ao laboratério para
processamento. No laborat6rio, cada amostra foi
dividida em quatro partes de cerca de 100mL
cada e mantidas a 4°C por ndo mais de 24 horas.
Imediatamente antes da realizacdo do teste do
alcool, as amostras foram incubadas nas
temperaturas de 4°C, 10°C, 15°C e 20°C. Ap6s a
estabilizacdo da temperatura, cada amostra foi
testada frente a concentracbes de etanol,
variando de 66 a 96%, com intervalos de 2%
(v/v) (Brasil, 1981).

Amostras de leite  de trés  animais
foram submetidas a ultracentrifugacdo em
quadruplicata (40.000 x g) a 4°C e a 20°C
por 60 minutos utilizando ultracentrifuga Sorvall
(EUA) acoplada ao rotor A-841. Apé6s a
ultracentrifugacdo, o sobrenadante foi separado
para analise do perfil proteico e do célcio
sollvel, realizadas em triplicata, totalizando 12
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analises por amostra. O perfil proteico foi
determinado pela técnica de eletroforese capilar
utilizando o0 equipamento  Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies GmbH,
Germany) e kit especifico para determinacéo
proteica (Protein 230 LabChip kit, Germany)
(Anema, 2009). A determinacdo do calcio
solivel foi feita pela técnica de via Umida
(digestdo nitroperclorica) e leitura através de
espectrofotdbmetro de absorcdo atémica (Spectra
AA 800, Varian, EUA) para determinacdo do
calcio sollvel (Bataglia et al., 1983; Salinas e
Garcia, 1985; Moraes e Rabelo, 1986).

Foi usado o teste t para determinar a
significancia das diferencas entre os tratamentos,
empregando o programa Sisvar 4.3 (Ferreira,
1999) e utilizando-se planilha eletronica Excel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da variacdo da temperatura das
amostras de leite na estabilidade ao etanol sdo

apresentados na Tab. 1. Verificou-se que, quando
a temperatura das 61 amostras de leite foi de 4°C,
a concentracdo média da solugdo alcodlica
necessaria para causar a coagulacdo das amostras
foi de 82,59%. Quando a temperatura das
mesmas amostras foi de 10°C, 15°C e 20°C, as
concentragdes médias da solucdo de etanol que
causaram a coagulacdo das amostras foi de
83,67%, 85,67% e 87,44%, respectivamente.
Esses resultados mostraram que, a medida que a
temperatura das amostras foi aumentada, a
estabilidade ao etanol foi maior (P<0,001). A
distribuicdo de frequéncia da estabilidade
das amostras ao etanol, para concentracdes
maiores e menores que 80% (v/v), mostrou que,
quando as amostras foram mantidas a 4°C,
27,9% coagularam em concentrag6es alcoolicas
menores que 80% (v/v) (Tab. 1). A medida que a
temperatura das amostras de leite aumentou, foi
maior o nimero de amostras que coagularam em
concentragBes de etanol superiores a 80% (v/v).

Tabela 1. Efeito da variacdo da temperatura de 61 amostras de leite de animais individuais na estabilidade
ao teste do etanol e porcentagem das amostras coaguladas na concentracdo do etanol maior e menor que

80% (v/v)
Temperatura
Amostras C 10°C 15°C 20°C
% (v/v) etanol 82,59 83,67b 85,67¢ 87,44d
Desvio padréo 5,07 4,81 4,13 3,90
Coagulagdo < 80% 27,9 23,0 9,8 49
Coagulagdo > 80% 72,1 77,0 90,2 95,1

*Médias com letras diferentes sdo diferentes estatisticamente (P < 0,001) ao Teste t para amostras pareadas.

A reacdo de coagulacdo induzida pelo etanol é
um processo de precipitacdo isoelétrica
dependente da quantidade de cargas existentes
nas camadas externas das proteinas que
compBem as micelas de caseina (Mezdour et al.,
2006). A precipitacdo das micelas de caseina é
dependente do perfil de pH, dos componentes
ibnicos, como metais bivalentes, especialmente
fons célcio que interferem na estabilizacdo
estérica do meio, e da constante dielétrica
(Tsioulpas et al., 2007). A reducdo da
temperatura causa diminuicdo da solubilizacdo
dos ions de calcio presentes nos nanoclusters de
fosfato de céalcio coloidal, os quais sdo
responsaveis pela estabilizacdo das proteinas no
meio coloidal (Horne, 2003). Apesar das
escassas recomendacgdes sobre a temperatura de
realizacdo do teste do alcool (Mur, 1966; Revilla,
1982), Tsioulpas et al. (2007), no estudo sobre
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estabilidade da micela de caseina do leite bovino,
recomendaram a realizacdo desse teste a 20+1°C,
pois a temperatura é um fator que influencia no
resultado.

A variagdo da temperatura na estabilidade das
micelas de caseina tem sido constantemente
investigada por diversos autores (O’Connell et
al., 2001; Tunier e De Kruif, 2002; Huppertz e
De Kruif, 2007; Le et al., 2008). Entretanto, o
principal foco dessas investigacbes tem sido
sobre os efeitos que o aumento da temperatura
causa nas micelas de caseina, para maior
entendimento da estabilidade térmica do leite.

Na Tab. 2, sdo apresentadas as concentracdes de
calcio solivel (%) das amostras de leite
submetidas a ultracentrifugacdo nas temperaturas
de 4°C e 20°C, respectivamente. Nas amostras
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ultracentrifugadas a 4°C, a concentracdo de
calcio solavel (0,042%) foi maior (P<0,05)
que a concentracdo presente nas amostras
ultracentrifugadas a 20°C (0,036%). Essa
diferenga foi confirmada nas trés amostras e nas
quatro repeticBes realizadas de cada amostra.
Esses resultados estdo de acordo com outros
citados na literatura, que mostram que, quando se
abaixa a temperatura, ha alteracdo do equilibrio
entre o céalcio coloidal, presente nas micelas de
caseinas, e o célcio sollvel, em decorréncia da
dissolucdo do fosfato de calcio coloidal
(Gaucheron, 2005; Anema, 2009). De acordo

com Horne (2003), a adicdo de ions calcio ao
leite reduz a carga elétrica da proteina
aumentando o ponto isoelétrico. No caso do
sistema micelar, a ligacdo do célcio e a redugdo
das cargas elétricas contribuem para a
diminuicdo da camada de estabilizagdo estérica,
e esses efeitos sdo dependentes da variagdo da
temperatura (Costa et al., 2008; Trejo e Harte,
2010). O aumento do calcio soliavel na
temperatura de 4°C evidenciou seu envolvimento
na reducdo do ponto de coagulacdo pelo alcool
nas amostras mantidas nessa temperatura.

Tabela 2. Concentracdo do célcio solGvel nas amostras de leite submetidas & ultracentrifugacéo nas

temperaturas de 4°C e 20°C

Temperatura Porcentagem do célcio idnico nas amostras de leite
(°C) A C Média Geral
4 0,050a 0,042a 0,036a 0,0422
20 0,039 0,035b 0,029b 0,034b

*Na coluna, médias com letras diferentes sdo diferentes estatisticamente (P < 0,05) ao teste t.

O fato de a temperatura da amostra de leite
interferir no resultado do teste do alcool pode
impactar ~ economicamente  produtores e
inddstrias que empregam esse teste para selecéo
do leite destinado ao processamento. Esse fato
poderd ser mais evidente em amostras que
estejam no limite classificatério determinado
pela inddstria.

Na Tabela 3, sdo apresentados os resultados da
porcentagem total das fragdes proteicas presentes
nas trés amostras de leite submetidas a
ultracentrifugacéo. A ordem de eluicdo (Fig. 1)
foi: o-lactalbumina (pico 1), B-lactoglobulina
(pico 2), B-caseina (pico 3), as-caseina (pico 4) e
k-caseina (pico 5). Comparando o0s picos
detectados nas amostras de leite submetidas as
temperaturas de 4°C e 20°C, respectivamente, foi
possivel observar uma variagdo na quantificagdo
das proteinas das trés amostras de leite, sendo

que a p-caseina (Fig. 1, pico 3) apresentou maior
variagdo em quantidade.

A diferenca de migracdo da B-caseina da forma
micelar agregada para a forma molecular
dispersa na fase soltvel do leite, de acordo com a
variacdo da temperatura, foi relatada por Pierre e
Brule (1981), Costa et al. (2008) e Trejo e Harte
(2010). E possivel que esse comportamento da -
caseina também contribua para a maior
instabilidade das amostras de leite ao etanol nas
temperaturas de refrigeragdo. Com essa migragdo
da p-caseina, as micelas diminuem de tamanho,
liberando 4gua e ions célcio para a fase aquosa
do leite (Dickinson et al., 2001). Esse fato pode
causar alteracdo nas cargas micelares totais, o
que ocasionaria maior capacidade de agregagéo
entre as micelas e, dessa forma, influenciaria
também no ponto de coagulacdo do leite frente
ao etanol.

Tabela 3. Porcentagem de proteinas presentes no sobrenadante ap6s ultracentrifugacdo a 4 °C e 20°C

Temperatura Picos eletroforéticos (% das proteinas)
(°C) a-La (1) B-Lg (2) B-Cas (3) as-Cas (4) k-Cas (5)
4 9,2a 142a 54,2a 16,2a 0,87a
20 11,2a 17,5a 49,3b 136b 0,83a

*Na coluna, médias com letras diferentes sdo diferentes estatisticamente (P<0,05) ao teste t.
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Figura 1. Eletroferograma do sobrenadante das amostras de leite submetidas a ultracentrifugacdo nas
temperaturas de 4°C (linha em vermelho) e 20°C (linha em azul). Identificagéo dos picos: a-lactalbumina
(pico 1), B-lactoglobulina (pico 2), B-caseina (pico 3), as-caseina (pico 4) e k-caseina (pico 5).

CONCLUSOES

Os resultados mostraram que a temperatura tem
efeito importante sobre a concentragdo de célcio
total e de B-caseina na fase soltvel no leite, e
esse efeito foi mais evidente a 4°C. Esses dois
fendmenos podem estar relacionados a maior
instabilidade do leite frente ao etanol em baixas
temperaturas. Considerando que muitas vezes o
teste do é&lcool é realizado no Brasil em
temperaturas que variam de 3 a 7°C, ¢é
recomendavel, em casos duvidosos, a repeti¢do
do teste a 21°C. Esses casos sdo aqueles de
amostras de leite de boa qualidade higiénica, isto
é, contagem bacteriana total menor de
100.000ufc/mL e contagem de células somaticas
menor de 400.000 células/mL, e que falharam no
teste do alcool.
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