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1. Introdugéao

O teste da estabilidade do leite ao alcool (etanol) foi introduzido por volta de
1890, na Alemanha, para avaliar a presenga de acidez desenvolvida por
contaminagéo bacteriana, quando ndo era comum O uso de refrigeracéo para a
conservagao do leite. A aplicagdo desse teste com essa finalidade foi abandonada
nos paises desenvolvidos, devido a melhora na qualidade microbiolégica e porque

‘problemas na estabilidade do leite associados a estagéo do ano, dieta e estagio da

lactacdo e satde da glandula mamaria foram reconhecidos (HORNE, 2003).

Estudos mostraram que ocorrem variagdes nas propriedades fisico-quimicas do
leite em funcdo da temperatura, do pH e da concentragdo de sais. Entre as
modificages que acontecem durante o processo de resfriamento do leite estao
incluidas a dissociagdo das caseinas, especificamente a B-caseina, solubilizagao do
fosfato de calcio coloidal e diminuigdo no tamanho das micelas (ALl et al., 1980;

"HORNE, 2003).

~

De maneira geral, ndo ha recomendagéo sobre a temperatura do leite para a
realizagéo do teste do alcool. Apos pesquisa em diversas fontes, foram encontradas
as recomendagdes da temperatura de 15 e 25°C (MUR, 1966), ou a 21°C (REVILLA,
1982). No Brasil, o teste do alcool (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 alteragdes do
complexo caseinato do leite relacionadas a temperatura de refrigeragdo, em especial
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a dissolugao do fosfato de calcio associado as caseinas, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a variagdo do perfil proteico e do calcio solivel na coagulagéo do leite pelo
etanol nas temperaturas de 4°C, 10 °C, 15 °C e 20 °C.

2. Material e métodos

Amostras de leite de 61 animais individuais da raga Holandesa em diferentes
estagios de lactagdo, escolhidos aleatoriamente, foram coletadas em frascos
estéreis e acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo. Cada amostra foi
dividida em quatro partes de cerca de 100 ml cada e mantidas a 4°C/24 horas. As
amostras foram incubadas nas temperaturas de 4°C, 10°C, 15°C e 20°C. Apos a
estabilizagdo da temperatura, cada amostra foi testada frente a concentragdes de
etanol variando de 66 a 96%, com intervalos de 2% (v/v) (BRASIL, 1981).

Amostras de leite de trés animais foram submetidas a ultracentrifugagéo em
quadruplicata (40.000 x g) a 4°C e a 20°C por 60 minutos. O sobrenadante foi
separado para andlise do perfil protéico e calcio solivel. O perfil proteico foi
determinado pela técnica de eletroforese microfluidica (Agilent 2100 Bioanalyzer;
Agilent Technologies GmbH, Germany). A determinagéo do célcio soluvel foi feita
pela técnica de via Umida e leitura através de espectrofotdmetro de absorgéo
atdbmica (Spectra AA 800, Varian, EUA). Foi usado o teste t para determinar a

significancia das diferengas entre os tratamentos.

3. Resultados e discussao

De acordo com os resultados (Tab.1) verificou-se que quando a temperatura
das amostras de leite foi de 4°C, a concentragdo média da solugdo alcodlica
necessaria para causar a coagulagdo 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 solugdo de etanol que causaram a coagulagdo 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 distribuigdo de frequéncia da estabilidade das amostras ao
etanol, para concentragdes maiores e menores que 80% (v/v) mostrou que, guando
as amostras foram mantidas a 4°C, 27,9% coagularam em concentragdes alcodlicas
menores que 80% (v/v). Os valores percentuais diminuiram a medida que a

temperatura das amostras aumentou.



Tat?e_la 1: Efeito da variagdo da temperatura de 61 amostras de leite de animais
individuais na estabilidade ao teste do etanol e porcentagem das amostras
coaguladas na concentragéo do etanol maior e menor que 80% (v/v).

Afnostias Temperatura

4°C 10°C 15°C 20°C
% (viv) etanol 82,59° 83,67° 85,67° 87 44°
Desvio padréo 5,07 4,81 4,13 3,90
Coagulagéo = 80% 27,9 23,0 9.8 4,9
Coagulagéo > 80% 721 77.0 90.2 95,1

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

Nas amostras ultracentrifugadas a 4°C (Tab. 2), a concentragdo de calcio sollvel
(0,042%) foi maior (P < 0,05) que a concentracdo presente nas amostras
ultracentrifugadas a 20°C (0,036%). Comparando os picos detectados nas amostras
de leite submetidas as temperaturas de 4°C e 20°C respectivamente (Tab. 3), foi
possivel observar uma variagao na quantificagdo das proteinas das trés amostras de

leite sendo que a B-caseina apresentou maior variagdo em quantidade.

Tabela 2. Concentragdo do calcio solivel nas amostras de leite submetidas a
ultracentrifugacédo nas temperaturas de 4°C e 20°C.

Temperatura Porcentagem do cdlcio idnico nas amostras de leite
(°C) A B c Média Geral
4 0,050° 0,0422 0,036? 0,042°
20 0,039° 0,035 0,029" 0,034

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

Tabela 3. Porcentagem de proteinas presentes no sobrenadante apés ultracentrifugagéo a 4
°C e 20°C.

Temperatura Proteinas (%)
(°C) a-La B-Lg B-Cas a - Cas k-Cas
4 9,22 14,28 54,2 16,28 0,872
20 11,22 17,52 49,3° 13,6" 0,837

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

E possivel a diferenga de migragdo da B-caseina da forma micelar agregada
para a forma molecular dispersa na fase solavel do leite bem como a dissolugéo do
fosfato de calcio coloidal contribua para a maior instabilidade das amostras de leite

ao etanol nas temperaturas de refrigeragdo. Com essa migragdo da B-caseina, as
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micelas diminuem de tamanho liberando agua e ions calcio para a fase aquosa do
leite. Esse fato pode causar alteragdo nas cargas micelares totais, o que ocasionaria
maior capacidade de agregagdo entre as micelas e dessa forma, influenciaria o

‘ponto de coagulagéo do leite frente ao etanol (GAUCHERON, 2005: COSTA et al.,
2008).

4. Conclusdes

Os resultados mostraram que a temperatura tem efeito importante sobre a
concentragao de calcio total e de B-caseina na fase sollvel no leite, e esse efeito foi
mais evidente a 4°C. Considerando que muitas vezes o teste do alcool ¢ realizado
no Brasil em temperaturas que variam de 3 a 7°C, é recomendavel a repeticdo do
teste a 21°C, em casos duvidosos.

ABSTRACT

Milk samples from 61 dairy cows were evaluated for stability to 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) at 4°C and 20°C, for 60 minutes.
Their supernatants were removed and subjected to analyses of soluble calcium
through atomic absorption spectrophotometry. The protein profiles were determined
by microfluidic electrophoresis. The results showed a positive correlation between
the increase in temperature of the samples and the stability of milk against 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 B-casein in the supernatant compared with samples stored at
20°C. The lowering of the temperature favored the migration of B-casein and colloidal
calcium to the soluble phase of milk which favored the instability of milk in the test of
ethanol. It is concluded that the milk samples for the alcohol stability test should be at
21°C.
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