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RESUMO

Neste estudo objetivou-se pesquisar a ocorréncia de leite instavel nao acido
(LINA) na regiao de Muriaé. Foram utilizadas nesse estudo um total de 141
vacas girolando e coletados um total de 557 amostras individuais de leite (uma/
teto) e aplicado um questionario com perguntas relacionadas ao manejo dos
alimentar e higiénico-sanitario dos animais e dados relativos a propriedade. Em
todos os animais foi feito o teste de California Mastitis test (CMT) para classificar
os animais com mastite subclinica, e para avaliar a ocorréncia de LINA foram
feitos o teste do alcool-alizarol e o teste de acidez através do teste de °Dornic. A
ocorréncia de LINA no rebanho foi de 15,1%, com maior frequéncia nos quartos
mamarios anteriores direito, em relacao aos outros quartos. A dieta oferecida aos
animais também teve correlagdo com o LINA, onde animais que eram oferecidos
volumosos a base de capim e cana-de-ag¢lcar apresentaram uma ocorréncia
maior. Animais que nao eram suplementados com mineral também ouve uma
maior ocorréncia de LINA. A producao de leite, dias em lactacao (DEL), e a ordem
de lactacdo estiveram correlacao positiva com o LINA. Propriedades em que
nao havia o manejo de ordenha como pré e pds-dipping, e limpeza do ambiente
apresentavam maior porcentagem LINA, porém esses manejos nio parecem ter
uma correlagio direta com LINA, fazendas onde ouve maior nimero de vacas com
mastite subclinica apresentaram maior ocorréncia de LINA.

Palavras-chave: Caseina, Estabilidade térmica, e Teste Alizarol.

ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the occurrence of unstable acid milk (LINA) in
the region of Muriaé. Was used ten dairy farms, where milk from 141 cows Girolando were
collected a total of 557 individual samples (one/teat) and applied onde questionnaire to
correlate with LINA cases. In all animals the California Mastitis test (CMT) was performed
to classify the animals with subclinical mastitis, and to evaluate the occurrence of LINA,
the alcohol-alizarol test and the acid test were performed by the Dornic test. The occurrence
of LINA in the herd was 15.1%, more frequently in the right anterior mammary quarters,
in relation to the other quarters. The diet offered to the animals also had a correlation with
the LINA, where animals that were offered bulky grass and sugarcane showed a higher
occurrence than diets based on other foods. Animals that were not supplemented with
mineral also heard a higher occurrence of LINA. Milk production, lactation days (DEL),
and the order of lactation were positively correlated with LINA. Properties in which there
was no management of milking as pre and post-dipping, and cleaning of the environment
presented higher percentage of LINA, but these management did not seem to have a direct
correlation with LINA, farms where more cows with subclinical mastitis presented a higher
occurrence of LINA.

Keywords: Casein, thermal stability and alizarol test.
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1. INTRODUCAO

A cadeia produtiva do leite no
Brasil apresenta grande importancia
economica e social, pois é uma atividade
que contribui para fixacdo do homem no
campo, o que reduz as pressoes sociais
nas areas urbanas e contribui para
minimizac¢ao do desemprego, exclusao
social e consequentemente melhora o
desenvolvimento das diversas regioes
do pais (RIBEIRO, 2011). Minas
Gerais é o estado com maior produgao
leiteira do pais, sendo responsavel
por 26,1% de todo o leite produzido
no Brasil, cerca de 9.144.957 litros de
leite IBGE, 2015).

Aregiaode Muriaé, se caracteriza
por regido de montanha, apresentando
altitude entre 209 a 1110 metros de
altitude. Apresenta densidade: 118,7
hab./km?, altitude: 209 metros; clima
tropical semiimido e quente; quente,
umido e chuvoso no verao e seco
no inverno e temperaturas médias
anuais entre 23° e 25° C. Em 2009, o
municipio possuia uma populacio de
95.449 habitantes, uma area de 843
km? (IBGE, 2010).

O leite contém propriedades
importantes com alto valor nutritivo,
pois possui carboidrato, acidos graxos,
sals mineiras, vitaminas e agua,
e ser amplamente consumido pela
populacio, mas para manter os niveis
apropriado dos componentes do leite,
¢é fundamental uma racao balanceada,
rica em carboidratos, aminoacidos
essenciais e proteina de alta qualidade.
(Garrido et al., 2001; Goulart et al.,
2003; Silva et al., 2008).

A industria de produtos lacteos
busca recepcao do leite com alta
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estabilidade térmica, uma vez que
tal caracteristica é essencial para
beneficiamento de derivados lacteos,
principalmente para os que sofrem
tratamento térmico severo ou possuem
vida de prateleira longa (LOPES
2008).

Segundo Marques (2007), a
estabilidade coloidal das micelas de
caseina depende de varios fatores,
como a composicao das micelas e sua
estrutura, pH do meio, temperatura,
forga 16nica ou balancgo de sais,
especialmente a concentracao de calcio
16nico e fosfatos. Resultados positivos
podem ser detectados quando houver
acidificacao do leite devido a presenca
de culturas bacterianas, apesar da
acidez promover instabilidade ao
leite, outro fenomeno também pode
ser responsavel por este fator, que é o
caso do leite instavel nao acido (LINA).

LINA é a nomenclatura dada
para o leite de animal sadio que
coagula ao teste do alcool-alizarol, mas
nao apresenta problemas de acidez
(CARVALHO, 2010). O LINA é uma
alteracao cujas causas ainda nao estao
claramente definidas. A presenca de
alteracoes e instabilidade proteica do
leite foram relatadas em diferentes
partes do mundo como Japao, Italia,
Ira, Cuba, Bolivia, Argentina, Uruguai
e também no Brasil (MARQUES,
2007).

O LINA pode ser um problema
multifatorial. Ha indicios de que o
padrao de proteina produzido possa ter
importante influéncia na estabilidade
do leite. Além disso, ha citacoes da
acao de microrganismos como causa
da instabilidade (MARX et al., 2011).
Este fenomeno ainda pode ter varias
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causas que podem estar associadas a
transtornos fisiologicos metabdlicos
e/ou nutricionais, com implicacgoes
nos mecanismos de sintese e secrecao
lacteas (MARQUES et al., 2007;
ZANELA et al., 2009).

Objetivou-se com este trabalho
avaliar a ocorréncia de leite instavel
nao acido (LINA), em propriedades
rurais de Muriaé.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi aprovado no
comité de ética de uso animal (CEUA)
n° 245.2018.01.01.15.03. Foram
utilizadas dez propriedades leiteiras
da regiao de Muriaé (MG). O trabalho
foi realizado nos meses de julho e
agosto de 2018.

Foram utilizadas 141 vacas
leiteiras da raca Girolando, onde
foram coletadas 564 amostras de leite
de quartos mamarios diferentes dos
animais. A coleta do leite foi realizada
em cada quarto mamario dos animais
apos a limpeza de cada teto, descarte
dos primeiros jatos de leite, teste da
caneca fundo preto para detecgio de
mastite clinica e pré-dipping. Em
quartos mamarios acometidos por
mastite clinica nao foram coletadas
amostras de leite.

Aproximadamente 30 a 40 ml
de leite de cada quarto que foram
coletados em frascos de plastico tipo
Pleion. Estes foram acondicionados
em caixa isotérmica contendo
gelo reciclavel, até o memento da
analises.

As analises de acidez titulavel
e estabilidade do leite foram
realizadas de acordo com metodologias
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preconizadas pelo MAPA, por meio da
Instrucdo Normativa n°68 (BRASIL,
2006). Ja a deteccao de mastite
subclinica foi detectada por meio do
teste CMT (California Mastitis Test)
(SANTOS e FONSECA, 2007). A
mastite subclinica foi detectada, pois
considera-se LINA o leite com acidez
normal e ordenhado de animal sadio,
mas que apresenta instabilidade
(CARVALHO, 2010). Portanto, o
LINA foi determinado em leite de
animais sadios, com acidez entre 14
e 18°D (BRASIL, 2011) e instavel ao
teste do alcool-alizarol 76% (BRASIL,
2006).

Para determinar a acidez
titulavel do leite, 10 mL da amostra
de leite foram pipetados e adicionados
em um béquer, em seguida foram
adicionadas ao leite trés gotas de
fenolftaleina 0,5% e realizada a
titulacdo com solucdo Dornic (NaOH
N/9) até a obtencdo de uma solucao
com coloracao résea. A acidez foi
obtida por meio da formula °D =v x f
x 10, pela qual: °D = graus Dornic; v =
volume em mL de solu¢ao Dornic gasto
na titulagao; e f = fator de corregao da
solucao Dornic (BRASIL, 2006).

Para verificar a instabilidade
do leite, 2 mL da amostra de leite
foram pipetados em tubo de ensaio.
Em seguida, 2 mL de solucao alcool-
alizarol 76% foi adicionado e a mistura
foi agitada em um béquer (BRASIL,
2006).

Foi escolhido a concentracao de
76% de etanol na solugao alcodlica, pois
esta é correntemente empregada pelas
industrias de beneficiamento do leite
na regido. Para realizagao do CMT
apés desprezar os trés primeiros jatos,



foram adicionados 2 ml de leite de cada
quarto mamario nos pocos da bandeja
especifica e adicionados 2 mL de
detergente anionico neutro. A mistura
fol homogeneizada por dez segundos e
realizada a interpretacdo em funcao
do grau de gelatinizagcdo e expressos
em cinco escores: negativo, tracos,
uma cruz, duas cruzes e trés cruzes.
Os quartos que apresentarem uma
ou mais cruzes foram considerados
como acometidos de mastite subclinica
(SANTOS e FONSECA, 2007).

Osresultados foram submetidos
a analise, as ocorréncias de LINA foram
submetidas a analise de frequéncia,
utilizando-se o teste de Fisher. Todas
analises foram realizadas utilizando-
se software SigmaPlot 12.0 (Systat
Software Inc., San Jose, USA), ao nivel
de 5% de significancia. A pesquisa foi
aprovada pelo Nucleo de Pesquisa
e Extensao (NUPEX) da Faculdade
Uniao do Ensino Superior de Vigosa
(UNIVICOSA) sob niimero de protocolo
207/2016-1.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

O rebanho leiteiro da regido se
caracteriza por vacas mestigas girolando
e alguns animais sem raca definida,
devido ao clima e relevo da regiao.
Alguns produtores apresentavam
um gado geneticamente melhorado,
com utilizacdo de biotécnicas da
reproduc¢ao, e manejo adequado
contando com assisténcia técnica.
Porem a maior parte dos produtores
nao apresentavam utilizacao de
técnicas para a producao leiteira,
tendo manejo nutricional, manejo de
ordenha, e sanitario rudimentares.
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A dieta dos animais em sua maioria
era produzida na propriedade, com
aquisicao de concentrado e mineral
comercial. Dessa forma observou-se
na maioria das propriedades baixa
qualidade dos alimentos volumosos
utilizados na dieta do rebanho, como
também falta de planejamento de
producao de volumoso, acarretando
em mudancas frequentes da dieta dos
animais.

As amostras de leite foram
coletadas e analisadas no periodo de
julho e agosto de 2018, totalizando
564 amostras de leite, provenientes
de propriedades leiteiras localizadas
no municipio de Muriaé.

Do total das amostras de
leite analisadas, os resultados
mostraram que 428 (75,9%) foram
estaveis a prova do alcool 76% v/v
e 136 (24,1%) apresentaram algum
tipo de coagulacdo. Ao se submeter
as amostras a titulacdo da acidez
utilizando o acidimetro de Dornic,
observou que 107(19%) das amostras
apresentavam abaixo de 14°D o que
significa amostras basicas, 55 (9,7%)
das amostras apresentaram acidez
acima de 18°D, enquanto 402 (71,3%)
das amostras apresentaram acidez
entre 14° e 18°D, e 85 (15,1) amostras
do total foram classificadas como
LINA.

Um dos parametros verificados
foi a idade dos ordenhadores entre 18
a 40 (50%) anos, representam a maior
porcentagem, que representa o publico
de meiaidade. Silva (2011), estudando
perfil dos produtores de leite da regiao
de Presidente Prudente, verificaram
que 65,3% dos produtores de leite
daquela regidao téem mais de 50 anos
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de idade. Essa informagao também
observada na pesquisa demostra o
envelhecimento da populagao rural.

Dos 18 entrevistados, 9 (50%)
possuiam ensino médio, 4 (22,2%)
ensino fundamental, 3 (16,7%) médio
incompleto, 2 (11,1%) fundamental
incompleto, onde o nivel de escolaridade
esta diretamente ligado a indice
de adocao de tecnologia. Segundo
Borsanelli et al. (2014), em um estudo
realizado em 96 municipios do estado
de Sao Paulo, correlacionaram os
riscos na atividade leiteira com o
grau de escolaridade dos produtores,
nele demonstrou que produtores com
escolaridade fundamental tendem
a adotar praticas que colocam em
risco a sua propria saude, e a da sua
familia. Resultados parecidos foram
obtidos por Gomes (2011) estudando
sistemas de producao de leite bovino
no Cariri paraibano, em que 84% dos
representantes da amostra possuiam
apenas ensino fundamental e/ou
meédio.

Em relacao ao uso da
suplementacdao mineral do rebanho
observou que 80% dos produtores
suplementam os animais e 20% nao
realiza. Para um manejo alimentar
eficiente o sal mineral apesar de
constituir apenas 4% no corpo de uma
vaca, ele é importante pois auxilia no
funcionamento do rumen, também
ser uma participar do metabolismo de
carboidratos e proteinas. (Ferreira e
Urbano, 2013),

De acordo com o estudo 70%
das propriedades utilizavam o bezerro
ao pé na hora da ordenha e 30%
realizavam o manejo sem o bezerro,
1sso devido a raca predominante
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dos animais, sendo em sua maioria
Girolando 1/2 e 3/4 holandeses /
gir respectivamente. Um estudo
realizado por Oliveira (2002) fala
que a diferenca entre a producao de
leite total de vacas F1 holandés /gir
ordenhadas com e sem bezerro ao pé
fo1 de 10,58%, favorecendo o sistema
em que o bezerro esta presente na hora
da ordenha. Segundo este autor, o
aumento da producao de leite deve-se
ao maior estimulo da ejecao do leite
em decorréncia da maior liberacao de
ocitocina.

A realizagdo de pré-dipping
e pos-dipping nao era realizado em
60% das propriedades, ja o teste da
caneca de fundo escuro era realizado
por 50% dos produtores, mostrando
o baixo emprego de tecnologias para
qualidade do leite produzido. Um
estudo realizado por Marques e Costa
(2017) na regiao do triangulo mineiro
em 30 fazendas, observaram que o uso
de tecnologias se contrapunha com o
presente estudo, ja que cerca de 70%
das propriedades realizavam pré e p0s-
dipping. Para Danesi e colaboradores
(2012) com base no monitoramento
de pequenas propriedades leiteiras,
os investimentos para realizacao de
ordenha com qualidade e emprego
de tecnologias é bastante simples e
de baixo custo, visto que essas boas
praticas tém grande influéncia na
qualidade do leite produzido. Um
exemplo é o pré e pés-dipping, que sao
produtos baratos e de facil acesso para
o produtor.

A higiene do ambiente e dos
ordenadores também fol um ponto
observado na tabela 1, onde na grande
parte das propriedades apresentavam



boas condi¢des higiénicas, um
estudo realizado por Guerreiro e
colaboradores. (2005), mostra que 1sso
¢ um fator de grande importancia na
qualidade e producao leiteira.

A ocorréncia de LINA de acordo
com a posi¢cao dos quartos mamarios
de propriedades leiteiras da regiao
de Muriaé (MG) esta demonstrada
na Tabela 1. Observa-se que no
total de quartos mamarios, apenas
15,1% apresentaram LINA. A maior
frequéncia de LINA foi observada nos
quartos mamarios anteriores diretos,
com 17% de ocorréncia e a menor
ocorréncia no quarto posterior direito
e anterior esquerdo, com 14,2% de
ocorréncia em cada.

Os valores encontrados nesse
trabalho demonstram uma maior
porcentagem de LINA (15,1%) no
rebanho em relacdo a um trabalho
realizado por Aguiar (2013), onde na
sua decorrente pesquisa observou que
a ocorréncia de LINA em 163 vacas
na regiao do Vale do Rio Doce (MG)
nos meses de fevereiro e maco, foi de
10,5%, com e uma maior ocorréncia em
tetos anteriores. MARX et al., (2011)
realizou um estudo em 69 propriedades
de leite da regido do Oeste do Parana
nos meses de dezembro a marco,
avaliando a ocorréncia de LINA, em
testes da prova do alcool a 68%, 70%
e 80% (v/v), onde demonstrou que
33% das amostras analisadas foram
consideradas como LINA.

As propriedades que
alimentavam as vacas com cana-de-
acucar e capim tiveram uma ocorréncia
de LINA de 35% quando comparada
com a dieta a base de silagem de
milho que teve uma ocorréncia de 14%.
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Sabe-se que a qualidade do volumoso
utilizado na alimentacao de rebanhos
leiteiros influencia diretamente no
seu metabolismo, devido a variacao
de consumo de matéria seca, taxa de
passagem e composicao nutricional.
Em trabalhos realizados por Ponce
(2001) e Andrade et al. (2016) também
observaram maior ocorréncia de LINA
com cana-de-acucar. Segundo estudo
de Oliveira e Timm (2007) a troca do
volumoso de menor digestibilidade
causa uma reducio no teor de caseina
e aumento na concentracao de calcio
16nico, porém ainda néo se sabe quais
fatores influenciam diretamente
no LINA, uma possivel explicacao
¢ que a cana-de-ac¢uicar causa uma
modificacdo metabdlica, o que gera
uma maior solubilizacao de calcio para
a fase soluvel. Contudo mais estudos
precisam ser realizados para elucidar
esse resultado.

Observou no presente trabalho,
uma correlacao entre a ocorréncia de
leite LINA e a suplementacdo mineral
das vacas, onde que nas fazendas
que realizavam suplementacao a
ocorréncia foi de 18% e as fazendas
que nao realizavam suplementacao
mineral a ocorréncia foi de 32%.
No estudo realizado por Fruscalso
(2007), mostraram que um déficit na
dieta dos animais, ndo causaram um
decréscimo mineral suficientemente
para alterar o teor destes nutrientes
no leite, mostrando que este fator da
suplementacao mineral na ocorréncia
de LINA néao obteve correlacao.

As fazendas foram divididas em
relacao a sua producgao de leite por
dia, onde o LINA teve uma relacao
entre a producao de leite por dia das
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fazendas. Ouve mais casos de LINA
nas propriedades com producao diaria
entre 300 a 600 litros com 26%, em
fazendas com menos de 300 litros/dia
foi de 21% e acima dos 600 litros/dia foi
de 8%. Estes resultados podem estar
relacionados ao fato de que a maioria
destas fazendas apresentavam manejo
alimentar deficiente durante a maior
parte do ano, inclusive na época de
escassez das chuvas. Estes produtores
também apresentavam infraestrutura
mais modesta e, também apresentam
menor percentual de utilizacao de
técnicas indicadas em relacdo a
qualidade do leite. Um trabalho
realizado por Werncke (2012), mostrou
que a maior ocorréncia de LINA foi em
propriedades produtoras de até 150
litros de leite por dia cerca de 40%,
constatando também deficiéncia no
manejo alimentar e da infraestrutura
dessas propriedades, tendo correlacao
neste quesito com o presente trabalho.
Foi observado que a ocorréncia
de LINA em animais com producao
entre 15 a 20 litros de leite por dia
fol mais relevante cerca de 32% dos
animais. A literatura, por sua vez,
mostra que vacas com maior producao
leiteira tendem a produzir leite com
maior instabilidade do que vacas que
apresentam menor producao de leite
diaria, provavelmente esse fator nao
influenciou a estabilidade do leite a
prova do alcool (Fruscalso, 2007).
Constatou-se também, que o
numero de partos influenciou na
ocorréncia de LINA. Observou-se que
38% dos animais que apresentaram
LINA tinham acima de 4 partos.
Em vacas mais velhas, a capacidade
de absorcio de calcio pelo intestino
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diminui como também a capacidade
de transferéncia de calcio dos ossos
para o sangue, com mais chances
de apresentar hipocalcemia e
consequentemente o LINA. Vacas
primiparas apresentam uma mailor
capacidade de regulacao dos teores
de minerais sanguineos, inclusive
se estiverem com um baixo aporte
nutricional (FRUSCALSO, 2007).

O estagio de lactacado dos animais
se mostrou relevante ao LINA, onde
vacas com DEL entre 100 a 150
dias apresentou maior frequéncia,
cerca de 27%. Sabe-se que o teor de
lactose esta diretamente ligado aos
dias de lactagao das vacas (PAVIC et
al., 2002), e o mesmo ¢é responsavel
pelo equilibrio osmoético na glandula
mamaria, e também pelo volume de
leite produzido. Segundo FAGNANI et
al. (2016), com o menor teor de lactose
pode ocorrer um maior deslocamento
de minerais do sangue para o leite,
o que eleva a forga i6nica da solucao
coloidal, queda no pH e aumento
na concentracado de calcio i6nico,
favorecendo a precipitacao da proteina
devido a desestabilizagdo das mesmas.
Pesquisas realizadas FRUSCALSO
(2007) e AGUIAR (2013) constataram
que o estagio de lactacdo nao tem
correlacao com o LINA. LIN et al.
(2006) constataram que os valores da
estabilidade do etanol apresentaram
melhor relacdo com a concentracao
de calcio 16nico do que com estagios
de lactacao.

Em relagao a vacas com mastite
subclinica, fazendas que possuiam
acima de 40% dos animais com
mastite subclinica, 32% apresentaram
LINA. De acordo com Holt (2004), o



leite mastitico tém trés vezes mais
probabilidade de ser instaveis do
que leites de vacas no inicio ou meio
da lactagao. O fator responsavel por
este efeito é o aumento no pH do
leite, devido a maior permeabilidade
do epitélio mamario a pequenas
particulas e ions, uma vez que a
mastite altera a permeabilidade
vascular das células secretoras de
leite, afetando o equilibrio salino do
leite (Na, Cl, Ca, P e K).

Nessa presente pesquisa pode-se
constatar que manejos e técnicas de
higiene do ordenhador e do ambiente
das vacas como, pré e pds-dipping,
sobreordenha, o tempo de 30 segundos
para secagem dos tetos apds o pré-
dipping, alimentagdo das vacas apos
a ordenha, condicao de higiene da sala
de ordenha e do ambiente das vacas,
manejo com bezerro ao pé, obtiveram
correlagdo com o LINA. Porém nao
foram encontrados trabalhos na
literatura que demostram essa relacgao.
Supode-se que essas técnicas levam a
uma melhor qualidade de ordenha,
diminuindo dessa forma a mastite
do rebanho, sendo constatado nesse
estudo que propriedades com maior
indice de mastite apresentaram maior
quantidade de animais com LINA.

4. CONCLUSAO

A ocorréncia de leite instavel
néao acido (LINA) na regiao de Muriaé,
foi de 15,1%, mostrando a correlacao
com diversos fatores de manejo
das propriedades como o tipo de
alimentac¢ao, os dias em lactagao
(DEL) dos animais, producao de leite,
quantidade de partos. Esse estudo
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possui relevancia, pois o conhecimento
dos fatores que interferem na ocorréncia
de LINA pode auxiliar na profilaxia,
melhorando assim a qualidade do
leite e derivados, evitando assim
penalidades aos produtores.
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