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Apresentacao

A “qualidade do leite” obtido a partir de diferenciados sistemas de
producao é um dos indicadores determinantes da eficiéncia ou do equilibrio
desses sistemas e envolve tanto fatores ligados a genética como fatores
ligados ao ambiente, como o0 manejo dos animais, instalacoes, alimentacao,
gestao, entre outros.

Muitos fatores interferem na qualidade do leite, representada por sua
composicao quimica, fisica e microbiolégica o que determina sua maior ou
menor estabilidade.

A instabilidade do leite apresenta algumas caracteristicas peculiares, como
acidez titulavel normal, pH normal, ser negativo ao teste da fervura e
apresentar resultado positivo ao teste do alcool. Este leite foi denominado
de LINA - leite instavel ndo acido — pela equipe de pesquisadores da
Embrapa Clima Temperado e do curso de pés-graduacao em zootecnia da
Universidade Federal de Pelotas.

Vérios fatores vém sendo correlacionados ao LINA, como desequilibrio
nutricional dos animais, extensao do periodo de lactacao, forca iénica ou
balanco de sais e, em especial, a concentracao de calcio ibnico e de
fosfatos no leite.



Esta publicacdo tem como objetivos a contextualizacdo do tema, de
relevante importancia para a cadeia produtiva do leite, bem como discutir
os métodos de armazenamento e horérios de analises para a determinacao
do teor de calcio idnico no leite bovino.

Waldyr Stumpf Junior
Chefe-Geral
Embrapa Clima Temperado
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Introducao

O célcio idnico (Ca**) tem funcdo importante na determinacao das
propriedades funcionais e fisico-quimicas das proteinas do leite. A
influéncia do célcio i6bnico na estabilidade térmica e nas caracteristicas
superficiais e reoldgicas das proteinas do leite foi citada por Walstra e
Jenness (1984).

Com relacdo aos mecanismos envolvidos na precipitacdo do leite pelo
alcool, Horne e Parker (1981) descrevem que as micelas de caseina, em
pH normal (6,6 - 6,8), apresentam-se negativamente carregadas; essas
cargas sao fundamentais para sua estabilizacdo em solucao. As cargas das
micelas sao controladas pela quantidade de célcio ligado e,
consequentemente, pelo nivel de célcio livre no sistema. Aumentando o
célcio total, aumenta a quantidade de célcio ligado e reduzem as cargas
negativas das micelas, diminuindo assim a barreira energética para a
coagulacao. Inversamente, reduzindo o nivel de célcio, aumentam as
cargas negativas das micelas, aumentando a repulsao entre elas,
dificultando a coagulacao.

O teor de célcio ionizado esta diretamente relacionado com a positividade
da prova do alcool, encontrando-se também variacbes com relacao a
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outros componentes do leite (BARROS, 2001). Barros et al. (2000),
durante dois anos, avaliaram atributos lacteos de vacas, com leite positivo
ao teste do alcool, de uma propriedade leiteira, no Uruguai. Determinaram
célcio ibnico e pH imediatamente apds a ordenha e encontraram
diferencas significativas no teor de calcio idnico (p <0,001) entre leite
positivo e negativo na prova do alcool com valores de 0,118 +0,030 e
0,103 +£0,026 (g/L") (p<0,0004), respectivamente. Concluiram que o
calcio ibnico esta relacionado positivamente com a prova do alcool e nao
com o pH natural. LIN et al. (2006) constataram que amostras instaveis ao
etanol 75 GL apresentavam niveis de calcio idbnico mais altos do que as
amostras estaveis. A estabilidade do etanol apresentou maior relacdo com
a concentracao de calcio ibnico do que com estagios de lactacao ou
valores do pH.

Muitos pesquisadores vém associando a concentracao de calcio ibnico com
a instabilidade do leite ao teste do alcool (BARROS et al., 1999; CHAVEZ
et al., 2004; LIN et al., 2006; TSIOULPAS et al., 2007). A instabilidade
foi caracterizada por Ponce e Hernandez (2001) como um conjunto de
alteracOes nas propriedades fisico-quimicas do leite que apresenta acidez
titulavel abaixo de 14 °D, mas ndo é mastitico e apresenta precipitacao
positiva no teste do alcool 70 °GL. Entretanto, a instabilidade do leite
possui algumas caracteristicas regionais, como resultado positivo ao teste
do dlcool, auséncia de acidez titulavel elevada (acima de 18 °D),
permanéncia de pH normal (6,6-6,8) e resultado negativo no teste da
fervura. Este tipo de leite foi denominado LINA (Leite Instavel Nao Acido),
pela equipe de pesquisadores da Embrapa Clima Temperado e Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Este problema vem sendo estudado desde
2002 e atualmente ha parceria com a Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS) e outras unidades da Embrapa (MARQUES et al., 2007;
ZANELA et al., 2009; MACHADO, 2010).

Segundo Ribeiro et al. (2008), para a maior seguranca nos resultados das
andlises do teste do alcool, acidez titulavel em graus dornic, pH e fervura,
para diagnéstico do LINA, recomenda-se que as amostras de leite apds a
coleta sejam acondicionadas em geladeira com frascos destampados, para
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a volatilizacao do gés carbonico, e analisadas em torno de 6 horas apés a
ordenha. Essas recomendacdes servem tanto para amostras individuais
como para as amostras de tanque de resfriamento. Entretanto, para
Barros et al. (1998, 1999) a determinacao de calcio i6bnico deve ser
realizada imediatamente apds a ordenha, pois os autores observaram que
ha diferencas significativas no célcio idbnico do leite, no primeiro estudo,
com resultados de 46% mais alto no valor médio das amostras analisadas
8 horas apds a ordenha, comparados a medicdao aos 5 minutos apés a
ordenha. Em outro estudo, os valores obtidos imediatamente e 8 horas
apos a ordenha foram respectivamente: 0,0974+0,0148 e
0,1273+0,0087 g/L", observando-se um aumento de 30% nas 8 horas,
enquanto que manteve-se estavel nas 24 horas. Segundo Lin et al. (2003)
o célcio do leite de vaca distribui-se em trés fases. Aproximadamente
70% apresentam-se na fase coloidal, associados com fésforo na formacao
do fosfato de célcio, ligados as micelas de caseina do leite. Cerca de 20%
estdo na fase solavel, formando sais de célcio; e os 10% restantes, na
fase ibnica, ou seja, ions de célcio livre. O equilibrio entre as trés fases de
célcio no leite é muito importante para a estabilidade do leite. Lin et al.
(2006) concluiram que o calcio e outros minerais podem realizar trocas
entre as micelas e a fase aquosa para restabelecer o equilibrio abalado por
certos distlrbios, mas elas podem ocorrer muito rapidamente e muitas sao
reversiveis.

Com o objetivo de definir o melhor método de armazenamento e horério de
andlise para determinacao do teor de caélcio idbnico no leite bovino, foi
realizado um experimento com vinte e seis animais, no Sistema de
Pesquisa e Desenvolvimento em Pecudria Leiteira (SISPEL), da Embrapa
Clima Temperado

DESCRICAO DA METODOLOGIA

Para determinacéao do célcio i6nico, foi realizado um experimento com 26
animais, no Sistema de Pesquisa e Desenvolvimento em Pecudria Leiteira

(SISPEL), da Embrapa Clima Temperado, no periodo de agosto a setembro
de 2005. As vacas foram avaliadas quanto a ocorréncia de mastite clinica
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pelo teste da caneca e mastite subclinica pelo CMT (Califérnia Mastitis
Test) durante o periodo experimental e houve descarte em caso de
positividade. As determinacdes foram realizadas nos seguintes horarios de
andlise: O, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48. Apd6s a ordenha, foi coletado leite,
individualmente, e armazenado em trés formas: primeira (Figura 1) em
frasco plastico com tampa de rosca sem vacuo, com leite suficiente para
todos horérios de dosagem (SVU), sendo aberto a cada horério de
medicao. A segunda (Figura 2), em 9 frascos plasticos com tampa de
rosca sem vacuo, com leite suficiente para apenas uma dosagem (SVI), e a
terceira (Figura 3), em 9 tubos com véacuo (CV); para estas duas Ultimas,
cada tubo foi aberto no seu respectivo tempo de medicdo. O célcio iGnico
foi determinado por potenciometria (Barros et al., 1999). O potencidmetro
contou com eletrodo de ion seletivo para calcio e outro eletrodo de
referéncia, da marca Orion, com leitura diretaem g L.

Para a sensibilizacao dos eletrodos mergulhou-se por no minimo 4 horas
em solucdo de Ca** padronizada (102 M ou 100 ppm). Para calibracédo
dos eletrodos utilizaram-se solucdes padronizadas, preparadas nas
seguintes concentracdes, a partir de: 0,1 M Ca = 4 gL' Ca; 0,01M Ca
=0,4gL"Cae0,001MCa = 0,04 gL' Ca. Em 10mL de cada solucdo
acima foi adicionado 0,2 mL de ISA (ionic strenght adjustor) — solucao de
ajuste ionico de KCI. A técnica para determinacao do teor de célcio iGnico
no leite bovino consta de: 10mL de leite e 0,2 ml de ISA, homogeneizacao
e, posteriormente, imersao dos eletrodos na amostra (Figura 4).

Foto: Rosangela Silveira Barbosa

Figura 1. Método de armazenamento: SVU
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Foto: Rosangela Silveira Barbosa

Foto: Rosangela Silveira Barbosa
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Apbs a utilizacao, os tubos de plastico com tampa foram lavados com
agua e sabao nao ibnico, depois permaneceram mergulhados em agua
deionizada por um periodo minimo de 4 horas e, apds, secos em estufa de
ar forcado, fechados e armazenados para serem reaproveitados, para
evitar possivel interferéncia de residuos de cargas i6nicas. Quando
possivel, sugere-se que se utilizem frascos novos esterilizados.

O delineamento experimental adotado para melhor método de
armazenamento e horério de anélise para determinacao do calcio i6nico foi
o completamente casualizado em parcelas divididas no tempo, onde cada
animal representou uma repeticao dentro de cada horario. Foi atribuida a
varidvel método de armazenamento (trés niveis) as parcelas e hora de
andlise do teor de célcio ibnico (9 niveis), e as subparcelas, com oito
repeticoes cada. Os dados foram analisados pelo programa estatistico -
SAS (2001), sendo submetidos a andlise de variancia, considerando-se os
efeitos de método, hora e interacao método *hora; a comparacao das
médias foi realizada segundo o teste DMS de Fischer em nivel de 5% de
significancia, para a comparacao dos métodos dentro de cada horario e
analise de regressao a fim de verificar o efeito simples do horario dentro
de cada método de armazenamento.

Com relacéo ao efeito do horério de andlise dentro de cada método de
armazenamento, observou-se diferenca significativa somente no método
de armazenamento SVU. O leite armazenado pelo método SVU apresentou
0s maiores teores de calcio ibnico na maioria dos horarios de analise,
diferindo significativamente dos demais métodos, exceto nas 8 h e 48 pés-
ordenha. Esses resultados indicam a possibilidade de maior exposicao do
leite armazenado pelo método SVU com o ar, podendo ter modificacdo na
distribuicao das cargas positivas e negativas (Tabela 1).
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Tabela 1. Teores médios de calcio ibnico nos métodos de armazenamento
em cada horério de andlise apds ordenha no SISPEL, da Embrapa Clima
Temperado de agosto a setembro de 2005.

METODO DE HORARIO DE ANALISE
ARMAZENAMENTO 0 2 4 6
cv 0,0833° 0,0846° | 0,0934° 0,0716°
SVI 0,0803° 0,0862° | 0,0948° 0,0972°
SVuU 0,1023° 0,1076° | 0,1142° 10,1255 °
10 12 24 48
CcVv 0,0863° 0,0668° | 0,0956° 0,0968°"
SVI 0,0991° 0,0992° | 0,1099° 0,1035°"
SvVuU 0,1236°* 0,1195° | 0,1446° 0,1625"

'"Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, néo diferiram significativamente
(DMS Fischer = > 0,005).

Comparando os métodos CV e SVI, verificou-se que o leite armazenado
pelo método CV apresentou os menores valores numéricos de célcio idnico
em praticamente todos os horarios de anélise, exceto no horario medido
logo apds a ordenha. Isso sugere que, no caso do SVI, mesmo sendo
aberto somente no momento de realizacao de analise, na coleta e
armazenamento do leite, o frasco, ao ser fechado, pode ter ficado com ar
por dentro o que pode ter ocasionado trocas ibnicas. Entretanto, os valores
médios do célcio iénico do método CV diferiram estatisticamente do SVI
apenas nas 6h e 12 apés a ordenha.

A variacao significativa (P = 0,0445 e P = 0,0146) atribuivel ao tempo
de armazenamento, para os métodos CV e SVI, é eminentemente cubica e
quadratica, respectivamente. Entretanto, observa-se uma variacao linear
no método SVU, indicando que, a medida que o tempo de armazenamento
pds-ordenha progrediu, o nivel de calcio ibnico aumentou
significativamente (P < 0,0001). A variacao do teor de calcio idbnico em
funcao dos horarios de analise foi representada pelas equacdes y = 0,09 -
0,0025 h + 0,00017 h2- 0,00000239 h®, y = 0,083 + 0,002 h -
0,000031 h%2ey = 0,11 + 0,0011 h, respectivamente, para os métodos
CvV, SVI, SVU.
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Possivelmente essa variacao linear observada no método SVU seja devida
ao maior contato do leite com o ar e a consequente troca entre as formas
quimicas do calcio: ionizavel, coloidal e soltvel. O método SVU proporciona
maior exposicao ao ar, pela vedacao menos eficiente do frasco e por sua
abertura em todos os horarios de analise.

CONSIDERACOES FINAIS

Concluiu-se que o método de armazenamento e o horério de andlise
influenciam os niveis do célcio idnico do leite bovino. Na impossibilidade de
realizar andlise imediatamente apds a ordenha, sugere-se a utilizacao de
tubos com vacuo ou frascos com tampas bem fechadas.
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