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Resumo

As provas de estabilidade alcoolica e acidez Dornic ainda sdo amplamente utilizadas em diversos
paises, mensurando indiretamente a qualidade microbioldgica do leite. Porém, outros fatores além da
contagem de micro-organismos alteram essa relacao, causando um efeito confundidor nesses testes
de triagem. O objetivo deste estudo foi relacionar o pH, a contagem bacteriana total, a acidez Dornic
e a porcentagem de lactose em leites estaveis e instaveis ao alcool. Foram analisadas 322 amostras de
leite, sendo classificadas em acidas, normais ou instaveis ndo acidas, segundo os testes de resisténcia
alcoolica e acidez titulavel. Diferentemente de leites normais ou acidos, ndo existe relacao entre pH,
CBT e acidez Dornic em amostras de leite que possuem instabilidade alcoolica sem acidez adquirida.
Nesse tipo de leite, valores de pH entre 6,6 e 6,8 sao acompanhados de contagens bacterianas mais
baixas, de até 10° bac.mL!, e porcentagens de lactose mais altas, de até 4,5%. Conforme a CBT
aumenta, a porcentagem de lactose ou o pH tendem a diminuir, porém nao necessariamente juntos.
Esse comportamento faz com que o teste do alcool nao seja um indicador confiavel para a qualidade
do leite, devendo ser aplicado sempre em conjunto com outras provas que auxiliem no diagnostico de
acidez bacteriana e/ou resisténcia térmica, como titulagdo do acido latico, mensuragao de pH e teste
da fervura.
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Abstract

The alcoholic stability of milk is a current problem in many countries that still use the alcohol test to
measure the microbiological quality of milk. Beyond microbiological acidity, many factors can also
affect the alcoholic stability of milk, leading to a confounding effect in alcohol test and industrial
losses. The present study aimed to evaluate the relationship between pH, bacterial count, Dornic
acidity, lactose percentage and ethanol stability of milk. The samples comprised fresh raw milk
from 322 dairy farms from Parana state. According to the results of the 72° ethanol test and the
Dornic acidity test, the samples received the following classification: stable milk, acidic milk, or
unstable milk to ethanol. There was no relationship among pH, Dornic acidity and microbiological
count in samples of milk that were unstable to alcohol test. Unstable milk to ethanol has pH values
ranging between 6.6-6.8 with low microbiological count (less than 10° cell.mL') and higher lactose
percentages (up to 4.5%). As bacterial count increase, the lactose percent tends to decrease, but not
necessarily together. This feature makes the alcohol test unreliable, and the use of other parameters
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is strongly recommended such as thermal stability, lactic acid titration, pH, and clot-on-boiling test.
Keywords: alizarol; ethanol; instability.
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Introducao

Arelagdo entre pH, 4cido latico e nimero de micro-organismos foi completamente elucidada durante
a década de 1920 e até hoje ¢ explorada pela tecnologia de alimentos'”. Essa relagdo ainda serve de
base legal para provas que mensuram a acidez do leite brasileiro, como a acidez na escala Dornic,
um parametro indireto para pH e contagem de micro-organismos®. Outras provas indiretas da acidez
também sdo utilizadas para mensurar a qualidade do leite brasileiro, como a prova do alcool/alizarol.

Entretanto, alguns fatores podem interferir na relagdo entre pH, acido latico e nimero de micro-
organismos. Um deles ¢ a presenga de psicrotroficos, que ndo metabolizam lactose em acido latico,
fazendo com que altas contagens bacterianas nem sempre sejam acompanhadas de acidez®. Outro
fator que também interfere nessa relagdo ¢ o fendmeno do leite instavel ndo 4cido (LINA), que
apresenta instabilidade na prova do alcool sem possuir acidez de origem microbiologica®?.

Oscilagdoes em alguns componentes lacteos, como o balango salino, lactose, ureia e célcio livre
podem estar relacionadas a estabilidade alcodlica. Isso faz com que outras varidveis, além da acidez
microbioldgica, influenciem a prova do alcool/alizarol, podendo haver descarte desnecessario de leite
cru, no momento da sua coleta ou recep¢ao pela industria.

O LINA ¢ um problema atual em muitos paises que ainda utilizam a prova do alcool para mensurar
a qualidade do leite, como Brasil, Uruguai, Cuba e Argentina®. A instabilidade do leite ao alcool
também gera problemas tecnoldgicos na fabricagdo de licores cremosos, como o fat-plug, € menor
vida de prateleira devido a instabilidade da emulsao”.

As interagdes entre contagem bacteriana total e acidez podem diferir em leites instaveis ao alcool e
sem acidez microbiologica. Assim, estudos que relacionam acidez e contagem de micro-organismos
em LINA podem gerar dados para industrias e produtores, auxiliando-os a prever alguns fatores que
afetam a qualidade do leite, otimizando a producdo e o beneficiamento de produtos lacteos.

O objetivo deste estudo foi relacionar o pH, a contagem bacteriana total, a acidez Dornic e a
porcentagem de lactose do leite instavel ndo acido, comparando-o com o leite normal e o leite 4cido.

Material e Métodos

O estudo foi conduzido no Centro Mesorregional de Exceléncia e Tecnologia do Leite do Parana -
Norte Central, na Universidade Estadual de Londrina, de maio a julho de 2012. Nesse periodo, foram
analisadas 322 amostras de leite cru coletadas diretamente de latdes em seis municipios da regido
norte do estado do Parana.

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

As bolsas plasticas estéreis foram encaminhadas para o laboratério, onde foram realizadas a prova do
alcool 72° (v/v), titula¢ao de acidez pelo método Dornic® e determinacdo do pH, utilizando-se pH-
metro portatil HANNA HI8424.

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

Os frascos de polietileno continham bronopol para a determinagdo da composicdo centesimal pela
metodologia de infravermelho® e azidiol para a contagem total de bactérias por citometria de fluxo!?.
Os frascos foram encaminhados ao laboratério da Associagao dos Produtores e Criadores de Bovinos
da Raca Holandesa (APCBRH), Curitiba-PR, onde a porcentagem de lactose e contagem bacteriana
total (CBT) foram mensuradas.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso e as varidveis analisadas foram pH,
porcentagem de lactose e contagem bacteriana total (CBT). A CBT que ndo apresentou distribui¢do
normal pelo teste de Lilliefors foi normalizada por transformacgdo logaritmica. Os dados foram
submetidos a correlagdo de Spearman para cada comportamento do leite (normal, acido e LINA) no
software Statistica versdo 7.0.

Resultados e Discussao

Das amostras analisadas, 92 (28,6%) foram classificadas como normal, 138 (42,8%) como LINA e
92 (28,6%) como leite acido. Essa ocorréncia foi semelhante a encontrada por Battaglini et al.©) e
Zanella et al."Y, com ocorréncia variando entre 30 e 40%.

A ocorréncia de LINA costuma sofrer influéncia da sazonalidade. A maioria dos autores relata
frequéncias mais elevadas no outono, apontando a restricdo alimentar associada a rebrota de
pastagens como possivel causa’?. Dependendo da estagdo do ano, a composigdo fisico-quimica
e microbiolédgica do leite normal pode diferir da composi¢do do LINA; no entanto, essa diferenca
ndo estd necessariamente associada ao fendmeno da instabilidade sem acidez adquirida, uma vez
que somente as estagdes do ano ja sao suficientes para causarem diferengas nesses componentes®.
Outros fatores se relacionam com as causas do LINA, como a sanidade da glandula mamaria, que tem
sua permeabilidade alterada em patologias ou estagios da lactacdo. Os desequilibrios acido-base dos
animais também podem promover a instabilidade'?.

Vacas com alcalose respiratoria tém alta probabilidade de produzir leite com instabilidade alcodlica?.
Para compensar esse distirbio, o organismo do animal aumenta a excre¢ao de bicarbonato no sangue.
Esse excesso acaba sendo excretado pelo leite, promovendo o aumento da instabilidade alcodlica
por dois mecanismos: o primeiro ¢ o aumento do pH, que faz a solubilidade dos sais diminuirem,
aumentando as chances de precipitagdo na prova do alcool. O segundo fator € que maiores quantidades
de HCO, aumentam a concentragdo de CO,*, possibilitando a formagdo de sais carbonatados com
cations (Ca*", K*, Na*), levando a precipitagdo de sais e, consequentemente, a maiores chances de
precipitarem na prova do alcool!”.

As médias, desvio e erro padrao da lactose, CBT, acidez Dornic e pH para cada comportamento do
leite estdo na Tabela 1. No teste de Fisher, ndo houve diferenga de médias ( p>0,05) entre os grupos
“normal” e “LINA” para nenhum componente analisado. Contudo, no grupo classificado como
“acido”, as médias de todos os componentes diferiram (p<0,05) dos demais grupos, exceto para a
porcentagem de lactose.

Para o leite normal houve uma fraca porém significativa (p<0,05) correlagdo entre a CBT e a
porcentagem de lactose, com coeficiente de correlacdo de Spearman r= -0,20 (Figura 1), ou seja,
para cada ciclo logaritmico na CBT houve um decréscimo de 0,05% na lactose. As demais variaveis
do leite normal ndo se correlacionaram (p>0,05) entre si. Nessa faixa entre 14 e 18 graus Dornic, as
variagoes da CBT e do pH ndo acompanharam a acidez titulavel, mesmo com contagens bacterianas
superiores a 107 bac.mL".
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Tabelal: Média, desvio e erro padrio de acidez Dornic, pH, porcentagem de lactose e
contagem bacteriana total (CBT) para leites normais, acidos e instaveis nio acidos (LINA) da
regifio norte do Parana

Classificacio do leite (n)
Normal (92) LINA (138) Acido(92) Total (322)
Meédia 16.47a 16.64a 21.13b 17.87
Dornic Desv. P. 1.27 1.11 3.08 2,81
Erro P. 0.13 0,09 0,32 0.16
Media 6.74a 6.71a 6.58b 6,68
pH Desv P 0.11 0,09 0.21 0.16
Ermo P 0.01 0,01 0.02 0.01
Media 4.51a 4.44a 4.50a 448
% Lactose Desv. P. 0.33 0,23 0.23 0,27
Erro P. 0,03 0,02 0,02 0,02
Meédia 5.7%a 5.77a 6.33b 3.93
log CBT Desv P 0,93 1.00 1.02 1,01
Erro P. 0.10 0,08 0.11 0.06

Meédias seguidas de letras iguais ndo diferiram (p=0,03) pelo teste de Fisher.
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Figura 1: Correlacio entre contagem bacteriana total (log CBT) e porcentagem de lactose em
02 amostras de leite estavels ao teste do alcool 72° e sem acidez de onigem microbiologica.

Micro-organismos psicrotroficos nao degradam a lactose e ndo produzem acidez titulavel no leite,
porém sdo incluidos na contagem bacteriana total pela citometria de fluxo. Neste estudo, apenas os
leites que ndo eram refrigerados foram analisados, tentando descartar esse elemento confundidor.
Mesmo assim, como se trata de um estudo de campo, ¢ possivel que o produtor tenha misturado e/ou
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congelado o leite amostral e ndo informou o fato a equipe no momento da coleta.

O leite acido se comportou de maneira oposta. Todas as varidveis se correlacionaram (p<0,05) entre
si (Tabela 2). Assim, acima de 15 graus Dornic, as relagdes entre a acidez titulavel, o pH,a CBT e a
porcentagem de lactose sdo mais evidentes quando comparadas ao leite normal. O pH apresentou uma
forte correlagdo negativa com os valores da acidez Dornic (r=-0,54) e com a CBT (1= -0,42), ou seja,
quanto maior a acidez Dornic menores foram os valores do pH e maiores as contagens bacterianas
(Figura 2). A porcentagem de lactose ainda se correlacionou fracamente com a CBT; entretanto, essa
correlacdo foi mais forte que a correlagao encontrada no leite normal, com r=-0,26, ou seja, para cada
ciclo logaritmico de CBT houve um decréscimo em 0,06% na lactose (Figura 3).

Tabela 2: Valores dos coeficientes de correlagio de Spearman (r) para acidez Dornic, pH,
lactose e contagem bacteriana total (log CBT) de leite acido da regifio do norte do Parana

Dornic pH % Lactose log CBT
Dornic - -0.54* 0.06* 0.23*
pH -0.54* - 0.06* -0.42*
% Lactose 0.06* 0.06* - -0.26*
log CBT 0.23* -0.42* -0.26* -
* p=0,05
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Figura 2: Relacdo entre a contagem bacteriana (CBTieg), porcentagem de lactose e valores de
pH em 92 amostras de leite com acidez de origem microbiologica da regifio norte do Parana.
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Figura 3: Correlacio entre a lactose e contagem bacteriana total (log CBT) em 92 amostras

de leite com acidez de origem microbiologica da regido norte do Parana.

A relacdo entre contagem bacteriana e acidez Dornic foi amplamente estudada em leites de todas as
espécies, inclusive em humanos''®. Essa escala serve como parametro para a qualidade uma vez que
a principal causa de acidez ¢ proveniente da metabolizagao da lactose em acido latico por micro-
organismos aerobios mesofilos!”.

Dessa forma, ao analisar leites normais e acidos, a presente pesquisa encontrou a mesma tendéncia
que diversos autores, ou seja, uma estreita correlagdo entre acidez Dornic, pH e nimero de micro-
organismos'®, Mesmo com novos métodos de determinacdo de acidez em leite, a titulagdo de acido
latico ainda é um método valido para quantificar indiretamente a qualidade do leite!"?.

No entanto, ao analisar a relagao entre pH, CBT e acidez Dornic nas amostras classificadas como
LINA, o presente estudo nao encontrou correlacao significativa em nenhuma das varidveis analisadas.
Nesse tipo de leite, valores de pH entre 6,6 e 6,8 sao acompanhados de contagens bacterianas mais
baixas, de até 10° bac.mL!, e porcentagens de lactose mais altas, de até 4,5%. Conforme a CBT
aumenta, a porcentagem de lactose ou o pH tendem a diminuir, porém nao necessariamente juntos,
como no caso do leite dcido. Esse comportamento da a forma de canaleta ao grafico tridimensional
(Figura 4).

Algumas pesquisas divergiram ao analisar diferengas no pH entre leites estaveis e instaveis ao alcool.
Barros et al.?? associou LINA a pH’s variando em torno de 6,45, atribuindo o fato a rela¢do inversa
entre calcio i6nico e pH. Por sua vez, Chavez et al.'® encontraram instabilidade em pH’s que variaram
em torno de 6,68. Analisando novamente a Figura 4, ¢ possivel compreender melhor a divergéncia
entre autores.

Battaglini et al.® concluiram que o intervalo de pH do LINA e do leite normal sdo semelhantes,
independente da estabilidade na prova da fervura, evidenciando que a acidez ndo € o Unico fator
relacionado a termo-estabilidade do leite.
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Figura 4: Relacdo entre a contagem bacteriana (CBTl.g), porcentagem de lactose e valores de

pH em 132 amostras de leite instavel ao dlcool 72° sem acidez adquirida da regifio norte do
Parana.

Em relacdo a quantidade de lactose, esse aglicar costuma aparecer em menores concentragdes médias
no LINA quando comparado ao leite normal. Oliveira e Timm®", Zanela et al.*® ¢ Marques et al.*
encontraram porcentagem de lactose inferior no leite instavel mesmo sendo um dos componentes
mais estaveis do leite. Esses autores consideraram que a variagao da lactose poderia estar associada a
energia da dieta e a sanidade da glandula mamaria.

A lactose atua no equilibrio osmotico na passagem dos componentes do sangue para o leite, em
conjunto com outros minerais (sodio, potassio e cloro). Assim, com a redugdo desse agucar, pode
haver maior transporte de minerais para o leite, os quais aumentam a forca idnica, reduzem o pH,
aumentam a solubilizag@o de calcio i0nico e, por fim, desestabilizam as micelas caseicas®. A mastite
e 0 estresse também promovem esse mecanismo, mas por diminuirem a for¢a de juncdo das células
epiteliais da glandula mamaria®.

Nem sempre a estabilidade alcoolica depende exclusivamente do pH e as variaveis que promovem a
instabilidade ao alcool nem sempre sdao as mesmas que promovem a acidificagao®®. Assim, o teste do
alcool isoladamente pode ndo ser um indicador confiavel para a qualidade do leite®.

Conclusoes

Diferentemente de leites normais ou acidos, nao existe relacdo entre pH, CBT e acidez Dornic em
amostras de leite que possuem instabilidade alcodlica sem acidez adquirida. Esse comportamento
faz com que o teste do alcool nao seja um indicador confiavel para a qualidade do leite, devendo ser
aplicado sempre em conjunto com outras provas que auxiliem no diagnostico de acidez bacteriana e/ou
resisténcia térmica, como titulagao do acido latico, mensuracao de pH e teste da fervura.
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