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RESUMO

O calcio iénico (Cai) € uma das principais variaveis que influenciam a estabilidade
térmica do leite. Ele desempenha um papel fundamental na manutencéo da estrutura
das micelas de caseina, estabilizando-as e evitando sua agregacdo durante o
processamento térmico. O teste do alcool tem sido amplamente utilizado para avaliar
a estabilidade térmica do leite, mas possui limitacdes em termos de precisao, acuracia
e falta de informacdes detalhadas sobre os mecanismos subjacentes a estabilidade.
Os objetivos do presente estudo foram analisar a variagdo do Caj em amostras de
tanques de refrigeracao de leite bovino, e, por meio da sensibilidade, especificidade e
acuracia, verificar a aplicabilidade da espectroscopia de impedancia elétrica (EIE)
para determinagao da estabilidade térmica do leite em comparacgao ao teste padrao
do alcool. Foram analisadas 379 amostras de leite para entender a relacédo entre o
teor de Cai, estabilidade ao alcool, acidez titulavel, pH e densidade. Os resultados
mostraram que a estabilidade ao alcool e o teor de Cai do leite variam de acordo com
0s meses e estdo associados a um periodo de transicao entre estagdes do ano. Leites
mais instaveis apresentaram maior teor de Cai (P<0,01, R%: 0,02), especialmente leites
acidos. Nao foram encontradas diferencas significativas no teor de Cai entre leites
classificados como leite instavel ndo acido (LINA) e leites normais (estaveis). Foi
observada uma faixa de variacdo nos teores de calcio idbnico dentro de cada
classificagao e dentro das graduacdes alcodlicas. Quanto a EIE, 1657 amostras foram
analisadas em espectrdbmetro comercial, com sonda hibrida, configurado para explorar
29 frequéncias, além das analises complementares de estabilidade ao alcool, acidez
titulavel, pH e densidade. Para geragdo de modelos preditivos, as amostras foram
alocadas, de forma equilibrada de acordo com a estabilidade ao alcool, em trés bancos
de dados denominados banco de treino, validacdo e teste. Apds construcdo de
algoritmos baseados em arvore de decisdao, as amostras do banco teste, que nao
foram utilizadas para a construgdo do modelo, foram submetidas a predigao pelos
modelos gerados. Os modelos preditivos utilizaram somente as variaveis de
impedancia elétrica e o pH como variaveis preditoras. Para este trabalho, foi definida
a sensibilidade como a capacidade de detectar as amostras positivas, ou seja,
estaveis a uma determinada graduacao alcodlica; e a especificidade a capacidade de
detectar amostras nao estaveis. Os resultados obtidos com a EIE demonstraram uma

acuracia a partir de 84% para graduagéo de 74% (v/v), chegando a 98% para



graduacéao de 82%. O LINA foi identificado pela EIE e apresentou boa especificidade.
Os resultados positivos encontrados nas nossas condi¢goes experimentais indicam que
esta metodologia tem potencial para classificar amostras como LINA, um atual
problema para a industria leiteira e produtor rural. Assim, este método rapido, néo
destrutivo e com potencial de se tornar uma tecnologia embarcada, pode trazer
avancos significativos na avaliagdo da estabilidade térmica do leite, beneficiando a
industria e os produtores.

Palavras-Chave: Acuracia; Especificidade; Estabilidade; Leite estavel n&o acido;
Sensibilidade.



ABSTRACT

The present study aimed to investigate the variation of ionic calcium (Cai) content in
samples of bovine milk stored in refrigeration bulk tanks and assess the applicability of
electrical impedance spectroscopy (EIS) as a method to determine the thermal stability
of milk compared to the standard alcohol test. A total of 379 milk samples were
analyzed for Cai content, alcohol stability, titratable acidity, pH, and density. The results
revealed that the alcohol stability and Cai content of milk varied depending on the
months and were associated with a transition period between seasons. It was
observed that more unstable milks presented a higher Cai content, particularly those
with higher acidity levels (P<0.01, R%: 0.02). However, no significant differences in Cai
content were found between non-acid unstable milk (UNAM) and normal (stable) milks.
It was also noted that there was a range of variation in the Cai content within each
classification and within different alcoholic graduations. In parallel, EIS was conducted
on 1657 milk samples using a commercial spectrometer with a hybrid probe. The
spectrometer was configured to explore 29 frequencies, and additional analyses of
alcohol stability, titratable acidity, pH, and density were performed. The samples were
divided into three databases called the training, validation, and test databases to
generate predictive models based on decision tree algorithms. The predictive models
utilized electrical impedance and pH as predictor variables. The results obtained from
EIS showed an accuracy of 84% for a graduation of 74% (v/v) alcohol stability,
increasing to 98% for a graduation of 82% (v/). EIS demonstrated good specificity in
identifying non-acid unstable milk (UNAM). These positive results indicate that EIS has
the potential to classify samples as UNAM, which is a significant challenge in the dairy
industry and for rural producers. In conclusion, the study suggests that electrical
impedance spectroscopy (EIS) can be a fast and non-destructive method for
evaluating the thermal stability of milk. It has the potential to provide detailed
information about milk stability and classify samples as non-acid unstable milk
(UNAM). If further developed, EIS could become an embedded technology with
significant benefits for the dairy industry and producers.

Keywords: Accuracy; non-acid unstable milk ,Sensitivity; Specificity; Stability
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1. INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, houve um grande avango na pecuaria leiteira brasileira,
amparada pelas instrucées normativas (IN 76 e 77 de 2018). Todavia, ndo € incomum
observar descumprimento das exigéncias minimas de composi¢cédo e higiene. Esse
descumprimento gera prejuizos ao produtor e industria, haja vista que a maior parte
das situacdes observadas lavam a penalizagdes, recusa e descarte do leite. A fim de
evitar estas situacdes € que a industria realiza analises a campo e laboratoriais. Estas
analises sao dividas em quimicas, fisicas e biolégicas e dizem respeito a seguranca
da matéria prima.

Dentre as analises fisicas esta a estabilidade térmica do leite, que consiste na
identificacado do leite improprio para a industria, a partir da observacao de alteragcdes
nas ligacoes entre micelas de caseina, principais proteinas do leite, que conferem
rendimento para a producao de subprodutos e leite in natura, realizada por meio do
teste do alcool/alizarol. Ainda, embora respaldado pela legislagao vigente, o teste do
alcool/alizarol realizado em nivel de propriedade leiteira, antes da coleta do leite, pode
resultar em perdas ao produtor, devido a falhas implicitas ao método de analise que é
subjetivo, variavel de acordo com os critérios da industria, e ndo acurado.

Uma das falhas diz respeito a dificuldade de diferenciar a estabilidade causada
por acidificagdo, devido a elevada contagem bacteriana, da instabilidade ocasionada
por um desequilibrio no sistema de produgao, o denominado Leite Instavel ndo Acido
(LINA). Os dados estimados por MAGRI (2015) mostraram que 30% das perdas
apontadas como leite acido foram erroneamente classificadas, uma vez que o teste
padrao (alcool/alizarol) ndo distinguiu o leite verdadeiramente acido do LINA (falso
positivo).

Nao obstante, a legislagao preconiza que a graduagéo alcodlica minima seja
de 72% (v/v). Todavia, ndo € incomum que laticinios utilizem graduac¢des mais
elevadas para teoricamente, selecionar leite de melhor qualidade e estabilidade
térmica. No entanto, com o aumento da gradagao alcodlica ha maior prevaléncia de
LINA (SILVA et al., 2012) e n&o ha correlagéao entre o aumento da graduacgéo alcodlica
e o aumento da resisténcia térmica (MOLINA et al., 2001).

Além disso, estudos anteriores demonstraram que o LINA é estavel ao
tratamento térmico, o que significa que nao precisa ser rejeitado pela industria (Molina

et al. (2001) estabilidade alcodlica nao depende exclusivamente do pH, e os fatores
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gue causam a instabilidade das caseinas nem sempre sdo0 0s mesmos que causam a
acidificagao.

Um fator importante a ser considerado na estabilidade térmica do leite € o teor
de calcio ibnico. O calcio desempenha um papel crucial na formacdo e na
estabilizacdo das micelas de caseina, influenciando sua capacidade de resistir a
alteracdes durante o processamento térmico. Variagdes no teor de calcio ibnico podem
afetar a estabilidade do leite, levando a problemas como a formag&o de grumos ou a
separacao de fases.

Portanto, o objetivo do presente trabalho foi Investigar os efeitos da variagéao
natural do calcio idnico na estabilidade térmica do leite e presenca do leite instavel
nao acido (LINA). E, avaliar a aplicabilidade da espectroscopia de impedancia elétrica

como um método alternativo para determinar a estabilidade térmica do leite.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESTRUTURA E ESTABILIDADE DAS MICELAS DE CASEINA

As caseinas sao fosfoproteinas que representam 75-80% das proteinas do leite
(MCMAHON e OOMMEN, 2013), e se diferem das proteinas do soro por conta da alta
concentragdo do aminoacido prolina, alta carga elétrica, por ser hidrofébicas
(MCMAHON e OOMMEN, 2013; WALSTRA, WOUTERS e GEURTS, 2005) e se
agrupam por meio de ligagdes de ions fosfato de calcio, formando micelas (CHANDAN
etal., 2015).

As caseinas sao divididas em quatro principais moléculas, com diferentes
aminoacidos na composigao. A alfa-s1 (as1-CN), (as2-CN) e beta (3-CN), compdem
o centro da micela e sao sensiveis ao calcio (Cai), contudo o tamanho e estabilidade
da micela é determinada pela kappa (k-CN), glicoproteina estavel na presenga de ions
de calcio e encontrada na superficie da micela (MCMAHON e OOMMEN, 2013). Além
disso, as ligagbes entre as caseinas e os ions de calcio sao altamente fortes,
principalmente em pH mais alto (Figura 1A) (WALSTRA et al., 2005). Nas Figuras 1B
e 1C, podem ser observadas uma microscopia eletrénica de varredura de micelas de
caseina e a representagdo das extremidades eletricamente carregadas de k-CN,

respectivamente.



16

Figura 1 - Esquema com as caracteristicas das micelas de caseina

A) Demonstragédo de uma estrutura de micela de caseina em varios valores de pH, conforme indicado.
As cadeias as linhas azuis indicam moléculas de proteina, onde elas se cruzam sao as jungdes de
interacao hidrofébica. Os pequenos circulos pretos sdo os fosfatos de calcio que sado solubilizados em
pH baixo. O circulo externo é indicativo da faixa de repulsdo eletroestatica gerada pelas micelas,
impedindo a interacdo das cadeias proteicas da superficie (HORNE, 2020) B) Imagem de microscopia
eletrénica de varredura de micelas de caseina em pH 7,0. A barra de escala corresponde a 200 nm.
(DALGLEISH et al., 2004). C) Representagao das extremidades eletricamente carregadas de k-
caseinas (“salted brush”), com comprimento representado pela letra (H) (KRUIF e HOLT, 2003)

Essa afinidade a cations bivalentes como o calcio, mas também o magnésio é
explicado pela fosforilagdo das a- e [B-caseinas, que ocorre principalmente nos
residuos seril e treonil (HORNE, 2009; SILVA et al., 2019). Como regra geral, quanto
mais fosforilada for uma molécula de caseina, maior sera sua capacidade de se ligar
ao calcio (DALGLEISH, 2011). Uma das vantagens das k-caseinas é que a sua
solubilidade nao depende da presenca de calcio, devido ao fato de sofrerem
glicolisagéo e nao fosforilagao (Tabela 1) (SWAISGOOD, 2003). Esse processo torna
a moléculas de k-caseina mais estaveis e com menor precipitacéo.

As micelas formadas pelas moléculas de caseina apresentam conformacéao
esférica, de didmetro que varia entre 20 e 300 nm, constituidas por 20 a 150 mil
moléculas de caseina e organizadas em pequenos agregados, denominados de
submicelas (Figura 1B). As submicelas possuem diametro de 10-20 nm, contendo de
10-100 moléculas de caseina e massa de 0,25 -2,0 x 106 D (WALSTRA et al., 2005).

Dessa forma, quanto maior o didmetro da micela, menor é a resisténcia ao
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aquecimento, devido ao menor conteudo de k-caseina, o que as torna mais
susceptiveis ao Cai (O'CONNELL e FOX, 2000).

Tabela 1 - Caracterizagdo de caseinas com base na massa molecular, numeros de
aminoacidos, residuos prolina e cisteina, grupos PO4 e presencga de glicoproteinas.

Caracteristicas as1-CN as2-CN z-CN K-CN
Massa molecular 23,164 25,388 23,983 19,038
Aminoacidos 199 207 209 169
Residuo Prolina 17 10 35 20
Residuo Cisteina 0 2 0 2

PO4 Grupos 8 10-13 5 1
Concentragao (g/l) 10 2,6 9,3 10,3
Glicoproteinas Nao Nao Nao Sim

Fonte: Adaptado de Krishna et al. (2021)

No geral, as caseinas possuem conformacado aberta e flexivel e séo
apresentadas como proteinas reomoérficas, ou seja, dependendo do ambiente em que
sdo submetidas, adotam conformacéo especificas, principalmente em exposig¢ido a
temperaturas (HOLT e SAWYER, 1993).

A estabilidade da caseina esta associada a uma camada externa difusa,
composta pela extremidade N-terminal das k-caseinas, denominada extremidades
eletricamente carregadas (“salted brush”) (Figura 1C), com carga negativa (HOLT e
DALGLEISH, 1986). As salted brush apresentam valores de aproximadamente -20 mV
na fase continua do leite (DALGLEISH, 2011; DARLING e DICKSON, 1979) no entanto
nao suficientes para prevenir a agregacao entre micelas (WALSTRA, 2002).

A adicao de alcool ao leite promove a desestabilizagcdo das micelas de caseina
por meio de dois principais mecanismos: desnaturagcao das proteinas e redugao da
forca eletrostatica de repulsdo. A desnaturagcao das proteinas ocorre devido a
interacao do alcool com as moléculas de caseina, que resulta na desestruturagao das
micelas. O alcool tem a capacidade de interagir com as regides hidrofobicas das
proteinas, causando a exposi¢ao de residuos hidrofilicos e promovendo a agregagao
das micelas. Além disso, o alcool interfere na forga eletrostatica de repulsdo entre as
micelas de caseina. As micelas sdao mantidas afastadas umas das outras pela
repulsado eletrostatica entre as cargas negativas das proteinas. A adicdo de alcool
reduz a polaridade do meio, diminuindo a repulsido entre as micelas e permitindo sua
agregacao (HORNE, 2016).
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Esses mecanismos de desestabilizagdo causados pela adicdo de alcool sédo
observados no teste do alcool e teste do alizarol como uma forma rapida e simples de
avaliar a estabilidade do leite. No entanto, € importante ressaltar que esse teste tem
suas limitagdes e nao fornece uma avaliagdo completa da estabilidade térmica do
leite, especialmente em relagdo a outras fontes de desestabilizacdo naturais. Além
disso, outros componentes como o pH interferem na estabilidade. A variacdo do pH
afeta as cargas elétricas das proteinas, interferindo na forga eletrostatica de repulséo
entre as micelas e, consequentemente, na estabilidade do sistema. Em condi¢des de
pH acido, as cargas negativas das caseinas séo neutralizadas, reduzindo a repulsao
eletrostatica entre as micelas. Isso facilita a agregagao das micelas e a formacgao de
coagulos, levando a instabilidade do leite. Por outro lado, em pH alcalino, as cargas
negativas sao intensificadas, aumentando a repulsdo eletrostatica e mantendo as
micelas afastadas, o que contribui para a estabilidade do leite (HORNE e MUIR, 1990;
HORNE, 2016).

Avariacao do pH também pode afetar a estrutura e a solubilidade das proteinas
de caseina. Em pH acido, ocorre a desnaturacao das proteinas, levando a exposi¢ao
de residuos hidrofilicos e a formacao de agregados proteicos. Essa desnaturagao
pode ser reversivel ou irreversivel, dependendo da intensidade e duragdo da
exposicdo ao pH acido (HUPPERTZ, 2016) E importante ressaltar que o pH do leite é
influenciado por diversos fatores, como a producdo de acido latico por bactérias
lacticas, a fermentacéo natural do leite, a presenga de contaminantes microbianos,
entre outros (TRONCO, 2010). Portanto, o controle do pH durante a producéo e o
armazenamento do leite € essencial para garantir sua estabilidade (SINAGA et al.,
2017).

2.2 CALCIO (IONIZADO E NAO-IONIZADO) E A ESTABILIDADE

O calcio € um mineral essencial para diversas fungdes biolégicas do organismo
e desempenha um papel importante na estabilidade da micela de caseina. No leite
sua distribuicdo ocorre em trés fases. Na fase coloidal (70%), associado ao fosforo
formando o fosfato de calcio nas micelas de caseinas; na fase soluvel (20%) com

formagao de sais de calcio, e; por ultimo a fase idnica Cai (10%), composta por ions
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de calcio livre (LIN; LEWIS; GRANDISON, 2006). As trés fragdes, associadas a outros
minerais se mantem em um equilibrio dinamico, entre si em solugao, entre solugao e
fosfato coloidal, e entre solugéo e proteinas, principalmente a caseina (WALSTRA,;
WOUTERS; GEURTS, 2005). Mudancgas das condi¢des externas do leite ocasionam
alteracdes neste equilibrio, devido ao calcio ibnico desempenhar papel importante na
estabilizagao, capacidade de coagulacdo, estabilidade ao calor, propriedades de
superficie e reoldgicas das proteinas do leite (DE LA FUENTE et al., 2004)

No estudo de AKKERMAN et al. (2019), a fase ibnica do calcio foi
correlacionada positivamente com o calcio sérico (0,64) e negativamente com a
estabilidade do leite (-0,69). Neste mesmo estudo foi observado que os animais
alimentados com pastagem tiveram maior nivel de calcio idnico, resultados de acordo
com SUNDEKILDE et al. (2011) em que um maior nivel de calcio idnico presente no
leite, reduziu a carga negativa das micelas de caseina, diminuindo assim a repulséao
eletrostatica entre elas, causando sua precipitagao.

Figura 2 - Esquema de organizagdo micelar estavel (A) e instavel (B) das micelas e
submicelas de leite bovino.

A) Modelo de organizagao micelar estéavel (bovino) B) Modelo de organizagado micelar instavel (bovino)
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A) Modelo de organizagao micelar estavel. Micela de caseina em suspensao coloidal e repulsao
eletrostatica normal. Submicela de caseina contendo as pontes de fosfato de calcio. Leite sem
formagéo de precipitados de caseina. B) Modelo de organizagado micelar instavel. Micela de
caseina precipitada e respulsao eletrostatica menor. Submicela de caseina com auséncia das
pontes de fosfato de calcio. Calcio I6nico (Ca+2), como fonte fator desestabilizante. Leite com
formacgéo de precipitados de caseina. Fonte: Elaborado pela autora.
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O célcio ibnico também ¢é afetado pelo pH do leite (Figura 3), seja ele por
acidificagao ou adicao de algum composto como cloreto de calcio. Aforte ligagao entre
ambos, possibilita que uma diminui¢do no pH do leite gere um aumento expressivo no
calcio idnico e diminuicdo na estabilidade, gerando sedimentos, pos-tratamento
térmico (LEWIS, 2011). Alguns fatores relacionados a dieta durante a lactag&o foram
identificados como causadores da queda do pH, como a adicido de sais anidnicos em
dietas de vacas pré-parto (MARQUES et al., 2011), ou animais em acidose metabdlica
induzida por acidose ruminal (HERNANDEZ; PONCE, 2005).

Quando ha uma quantidade insuficiente de calcio ibnico, as micelas de caseina
nao conseguem formar complexos estaveis e as forgas de repulsdo entre elas
prevalecem. Isso resulta em uma maior tendéncia de agregagcdo das micelas e
formagao de coagulos no leite, levando a instabilidade (RADFORD et al., 2004). Essa
situagao pode ocorrer em casos de deficiéncia de calcio na alimentagao das vacas
leiteiras ou em situagdes em que o calcio é sequestrado por outros compostos
presentes no leite, como acido citrico ou acido fosférico.

Por outro lado, em niveis excessivos de calcio idnico, ocorre a dissolvicdo do
fosfato de calcio coloidal e a caseina perde sua carga eletrostatica, e em
consequéncia aglomera (WU et al., 2018). Essa situagéo pode ocorrer em leites com
alto teor de calcio ibnico, como no caso de leite proveniente de tanques de

resfriamento que ndo passaram pelo processo de padronizagao.

2.3 METODOLOGIAS DE ANALISE DO CALCIO IONICO

A determinagcdo do calcio ibnico se torna uma medida essencial para
compreender os mecanismos de instabilidade do leite. No entanto, para que seja
determinado de forma correta, alguns fatores relacionados a coleta, armazenamento
e analise devem ser considerados, pois, quaisquer alteragdes no leite podem levar a
um desequilibrio entre o fosfato de calcio insoluvel e o Cai (LEWIS, 2011).

Estudos de WALSTRA et al. (2005) demonstraram haver um aumento do calcio
ibnico apdés a ordenha, isso porque o leite cru € rapidamente resfriado, e

presumidamente, e este processo tende aumentar o Cai devido a alteragdes na
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solubilidade e associagao de sais, principalmente pela diminuicdo da quantidade de
fosfato de calcio micelar.

Figura 3 - Efeitos da adicdo de calcio no pH e calcio ibnico
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No transporte e armazenamento, pH tende a diminuir, principalmente devido a
atividade microbiana, processo este que leva um aumento no teor de Cai (LEWIS,
2011). Nos estudos de Barbosa et al. (2009), amostras de leite foram armazenadas
de trés formas: frasco plastico com tampa de rosca sem vacuo, com leite suficiente
para todos os horarios de dosagem (SVU); a segunda forma foi em nove frascos
plasticos com tampa de rosca sem vacuo, com leite suficiente para apenas uma
dosagem (SVI) e, por ultimo; em nove tubos vacuolizado (CV). Todas as formas de
armazenamento foram correlacionadas com nove momentos de analise apds a
ordenha (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 48 horas). As analises indicaram que houve efeitos
nas amostras de acordo com o método de armazenamento e horario de analise. Em
ambos os métodos que expuseram a amostra ao ar, tiveram aumento no teor de calcio
iGnico, pela alteragdo das cargas das moléculas, nos diferentes horarios de analise
pos ordenha. No entanto a utilizagdo do método de amostra unica, pode ser
considerado uma ferramenta, quando o leite for imediatamente analisado. Quando
nao ha possibilidade de analise imediata, a utilizagcado de tubos de vacuo se torna a
ferramenta de melhor eficiéncia (BARBOSA et al., 2009).



22

As metodologias de analise também surtem efeito no teor de calcio ibnico do
leite. Inicialmente as analises eram realizadas por meio do método “Resinas de troca
idnica” de (CHRISTIANNSON; JENNESS; COULTER, 1954). O principio era baseado
no equilibrio do leite com uma resina de troca ibnica, mensurando a quantidade de
calcio ligado. Nesta metodologia era possivel encontrar teores de Cai entre 2,0 e 2,3
mM (aproximadamente 80 a 90 mg/L) para o leite de bovinos.

A segunda metodologia utilizada foi a de “Reagente complexante murexideo”.
Esta metodologia é baseada na utilizagao de um sal de acido purpurico, complexante,
no permeado de leite. Em bovinos, utilizando este método foram encontrados teores
de Cai entre 2,5 e 3,4 mM (aproximadamente 100 a 136mg/L) (ROSE; TESSIER,
1959). No entanto, este método superestima consideravelmente o Caino leite (LEWIS,
2011).

O terceiro método, atualmente o mais utilizado é por meio de Eletrodos
seletivos de ions, que medem a atividade da fungao termodinédmica. De acordo com a
equacao de Nernst, existe uma relacao linear entre a saida elétrica (mV) do eletrodo
e o registro da atividade. Nesta analise os resultados séo obtidos e representados
como atividade ou concentragao. Para solugdes diluidas, concentracéo e atividade
s&o as mesmas, mas em solugdes concentradas os valores podem divergir (LEWIS,
2011). Nesta analise, Martins (2022) encontrou valor médio de 111,81mg/L de Cai em
amostra de leite do estado do Parana; Barbosa et al. (2009) 102,23mg/L no Rio
Grande do Sul, Nian et al. 62,24mg/L no Reino Unido e Chavez et al. (2003) 81,2 a
92,2mg/L na Argentina.

2.4 ESTABILIDADE TERMICA DO LEITE

A estabilidade térmica do leite pode ser definida como a capacidade da caseina
de permanecer em suspensao coloidal e da lactalbumina permanecer em solugao
quando o leite € submetido ao calor ou outras fontes modificadoras. Isso ocorre, pois,
a dispersao de proteina permanece estavel em virtude da hidratagéo e carga elétrica
negativa, ou seja, o potencial eletrocinético (£, zeta), das micelas. Uma alteracéao, seja
na hidratacdo ou carga elétrica, faz com que as micelas se agreguem e,

eventualmente, aparegcam como proteina coagulada (WHITE e DAVIES, 1958).
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Naturalmente, as micelas de caseina sdo moléculas altamente estaveis,
(MCMAHON e OOMMEN, 2013). No entanto, algumas alteragbes ocasionam dois
tipos de instabilidade mais observado a campo. A primeira diz respeito a instabilidade
devida a alta contagem bacteriana, que induz a formagao de acidos organicos
diminuindo o pH do leite (OLIVEIRA; TIMM, 2007); e a segunda, a um efeito
multifatorial que leva a instabilidade, sem que haja alteragao na acidez, denominado
Leite Instavel Nao Acido (LINA) (MARQUES et al., 2007).

O LINA foi identificado como uma alteragédo na qualidade do leite, resultante de
um desequilibrio no sistema de producao, ocasionada pela instabilidade da molécula
de caseina ao teste de alcool, sem acidez elevada (ZANELA et al., 2009). Este
desequilibrio € um fenbmeno complexo que ocorre por fatores como o genético
(espécie, raga, genética), fator intrinseco do animal (idade ou numero de lactagbes,
estadio de lactacado), fatores nutricionais (alimentagéo, forma de conservagao, ajuste
da dieta as exigéncias do animal), fatores ambientais (estresse, estacdo do ano,
manejo), e por fatores extrinsecos ao animal (sanidade animal, contaminacgao
bacteriana) (FISCHER et al., 2012).

2.5 METODOLOGIAS DE IDENTIFICACAO DA ESTABILIDADE

A identificacdo da instabilidade é realizada pela avaliagdo da temoestabilidade
do leite cru, por meio da prova do etanol. Este teste é baseado na desidratacdo da
molécula de caseina, simulando o aquecimento (MOLINA et al., 2001) e esta descrito
a mais de 65 anos por WHITE e DAVIES (1958).

O método pode ser empregado utilizando, 2ml de leite e 2 ml de etanol nas
concentragbes alcodlicas variando de 68 a 82% (v/v) em placa de Petri. Pela
legislagdo vigente, a saber as Instru¢gdes Normativas 76 e 77 de 2018 (Brasil 20182,
Brasil, 2018b) , caso haja precipitagdo no volume de 72% v/v e acidez titulavel menor
que 18°D, o leite é caracterizado como LINA (ZANELA e RIBEIRO 2018), pois este
ndo se encontra acido. Por outro lado, leites com acidez titulavel acima de 18°D sao
considerados acidos, n&o aptos para a industria e consequentemente improprio para

O consumo.
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Figura 4 - Analise da estabilidade ao alcool, em amostra de leite bovino coletadas de
tanque de resfriamento A) Leite estavel; B) Leite instavel

Fonte: Elaborado pela autora

No entanto, este método descrito acima ndo € empregado a campo, pois
exigem material e solugdes especificas, que inviabilizam o transporte junto aos
responsaveis pela coleta do leite. Dessa forma, um método denominado “Teste do
Alcool/Alizarol” é aplicado obrigatoriamente antes da captacdo do leite pelo caminhdo
e plataforma da industria (Brasil, 2018A). Esse método baseia-se na mistura de
volumes iguais de solugao de alcool etilico (com graduacao alcodlica a partir de 72
vlv, associado ao um indicador de pH, denominado alizarina) e leite cru de tanques de
expansao.

Quando submetido a esta anadlise o leite deve se manter em solugdo e com
coloragado vermelho tijolo; no entanto € comum observar alteragdes na coloragao e
consisténcia, como formagao de aglomerados sugestivos de alteragdo na composi¢cao

e estabilidade térmica do leite (Figura 5).
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Figura 5 - Respostas analiticas ao teste de alcool/alizarol em leite bovino com
diferentes valores de pH.

Fonte: Santos et al. (2013)

A presenca do LINA foi detectada em diversas regides do Brasil. No Rio Grande
do Sul, pesquisas revelaram a presenca de LINA em 44,1% das amostras analisadas
(MARQUES et al., 2007) e em 55,2% (ZANELA et al., 2009). Em Sao Paulo, o indice
foi de 64,8% (OLIVEIRA et al., 2011); no Parana, 42,8% (FAGNANI et al., 2016); 20,0%
(NEVES, 2021); 34,64% (MARTINS, 2022); no Rio Grande do Norte, 15,91% (FARIA
et al., 2017); em Santa Catarina, 24,4% (MANSKE et al., 2020); e em Minas Gerais,
12,93% (OLIVEIRA et al., 2020).

Nas pesquisas citadas acima, o teste do alcool foi utilizado como referéncia
para avaliar a estabilidade do leite. Verificou-se que a presenga de LINA foi mais
frequente no outono e inicio do inverno e, o que pode estar associado a reducao no
desenvolvimento das forrageiras nativas e ao estagio inicial de crescimento das
forrageiras de inverno (MARQUES et al., 2007). Por outro lado, ZANELA et al., (2009).
constatou uma maior prevaléncia de LINA no final do verao e inicio do outono. Além
disso, os autores observaram que a ocorréncia de UNAM diminuiu a medida que a
producéao de leite das fazendas aumentou.

Esses resultados sugerem uma possivel relagéo entre fatores sazonais, como
o estagio de crescimento das forrageiras, e a ocorréncia de LINA, além do impacto da

producao leiteira e tecnificacdo na reducao desse fendbmeno. O LINA esta relacionado
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a alteragdes na estrutura ou fungcdo das moléculas de caseina, afetando assim a
estabilidade do leite. No entanto, € importante notar que a relagado exata entre LINA e
moléculas de caseina ainda esta sendo estudada e a identificacdo do LINA pelos
testes tradicionais (alcool/alizarol) que sdo baseados na acidificagdo, pode ser
dificultada.

2.6 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETRICA (EIE)

A EIE avalia materiais bioldégicos pelas suas caracteristicas elétricas
(GRIMNES e MARTINSEN, 2014). A aplicacéo de corrente elétrica em uma massa
biolégica em diversas frequéncias permite identificar o material extracelular e
intracelular (MACDONALD e JOHNSON, 2018). A aplicag&do da tensdo elétrica em um
corpo sofre resisténcia a sua passagem entre o eletrodo emissor e o receptor. A essa
resisténcia ao fluxo da corrente elétrica € dada em impedancia, sendo a forma de
medir a maneira como a eletricidade percorre cada elemento quimico. Quando
aplicado correntes elétricas em tecidos biologicos € chamado de bioimpedéncia,
tratando da condutividade, permissividade, resisténcia, capacitancia e indutancia
(PLIQUETT, 2010).

A bioimpedancia pode ser definida como o grau de impedimento a passagem
da corrente elétrica através de um meio biolégico, onde a composi¢ao quimica do
meio extracelular representa um elemento resistivo. As membranas celulares e o0 meio
intracelular representam um elemento capacitivo dentro da bioimpedancia (GELLER
etal., 2020). Aaplicacéo da variacao de frequéncia em Hertz (Hz) da corrente elétrica,
nos elementos capacitivos e resistivos respondem de formas diferentes. Quanto maior
a frequéncia, menor sera a reatancia do capacitor e maior do indutor. No meio
bioldgico, frequéncias menores que 100 kHz fazem com que a corrente percorra o
meio extracelular; e para maiores frequéncias, a corrente atravessa a parede celular
percorrendo o espaco intracelular (GRIMNES e MARTINSEN, 2014). Assim, o espago
extracelular pode ser representado por um resistor e a membrana celular e meio
intracelular por um capacitor (WANG, 2005; TAKA, 2008).

Trabalhos apontam que é possivel mensurar gordura, contagem de células

somaticas (CCS), lactose, solidos totais e solidos ndo gordurosos (MARTINS et al.,
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2017), (SCHUMACHER et al., 2019), (VEIGA e BERTEMES-FILHO, 2012). De acordo
com DURANTE et al., (2016), MARTINS et al. (2017) e MINETTO et al. (2022), é
possivel a identificagdo de adulterantes no leite, tornando o leite mais seguro e
evitando perdas maiores em possiveis misturas de tanques. De acordo com o trabalho
de BREITENBACK (2021), a espectroscopia de impedancia tem potencial de
mensurar lactose e sodlidos totais entre as frequéncias de 0,8 a 1000 kHz. E em
trabalho de Zuffo (2021), a contagem de células somaticas também foi investigada
pelo método de EIE, se mostrando um método promissor para sua determinacgao.
Scandurra et al. (2022) utilizaram a EIE para discriminar leites UHT integrais,
semidesnatados e desnatados, além do efeito do método de refrigeragdo sobre a
manutenc¢ao das propriedades do leite bovino. Os autores afirmaram que por meio da
EIE é possivel identificar a degradagao do leite anterior a detecgdo visual pelo
consumidor, principalmente em diferentes condi¢des de armazenamento, e identificar
leites vencidos.

Em suma, frente as caracteristicas intrinsecas das micelas de caseina do leite,
as bases de funcionamento e limitagdes do teste do alcool/alizarol, e ao potencial do
uso da EIE para determinag&o da composicao e qualidade do leite, a utilizagado da EIE

para analise da estabilidade térmica do leite deve ser investigada.
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3. ARTIGO 1: Variacao natural do calcio idnico e efeitos na estabilidade do leite

bovino ao teste do alcool

Shaeen Kunz

Ana Luiza Bachmann Schogor

Resumo

Os efeitos da variagao natural do calcio idnico (Cai) na estabilidade ao alcool e
presencga do leite instavel ndo acido (LINA) em leite bovino (amostras de tanque de
resfriamento) foram investigadas. Variagdes nos teores de Cai foram observadas, em
que o Cai foi menor em leites estaveis a maiores graduagdes alcodlicas. Ainda, leites
alcalinos ou LINA ndo apresentaram diferenga no teor de Cai, quando comparado a
leites normais ou acidos, porém o Cai diferiu entre leites acidos e normais. A variagéo
observada do Caj do leite coletado em tanques de resfriamento pode auxiliar os

laticinios em seus processos industriais (ANEXO A).

Palavras-chave: estabilidade ao etanol; LINA; calcio ibnico; composi¢ao do leite.

3.1 INTRODUGAO

O leite bovino € uma importante fonte de calcio. Este € essencial para nutricdo
humana e para processos industriais, pois exerce fung¢des relacionadas ao tempo de
coagulacao e gelificagdo das micelas de caseina nos queijos (Sandra et al. 2012;
AKKERMAN et al. 2019) e a estabilidade térmica e sedimentagcdo no leite
ultrapasteurizado (UHT) (NIAN et al. 2012; KARLSSON et al. 2019).

O calcio do leite é organizado em trés principais fragdes. A fragdo coloidal
(70%), representada pelo calcio associado ao fosforo, formam as pontes de fosfato de
calcio das micelas de caseina; na fase soluvel (20%) o calcio se encontra na forma de
sais, e; por ultimo a fase i6nica Cai (10%), composta por ions de calcio livre (LIN et al.
2006). Gaucheron (2005) descreve a distribuicdo das fragdes, principalmente Ca;,

como complexa e dinamica. Os teores de Cai podem ser diferentes entre vacas, com
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a mesma composigao de calcio total (LIN et al. 2006). Isso pode ser explicado pela
correlacao forte positiva (0,64) entre Cai e sérico (AKKERMAnN et al. 2019). No geral,
o teor deste ion fica entre 1,0 e 4,4mM (POULSEN et al. 2017) e varia de acordo com
o estagio da lactagdo (MARQUES et al. 2007) estagdes do ano (CHEN et al. 2014; Li
et al. 2019) manejo alimentar (GRIMLEY et al. 2009), entre outros fatores ainda n&o
totalmente esclarecido Historicamente, White e Davies (1958) atribuiram cerca de
60% das variacdes na estabilidade do leite ao teor de calcio ibnico. Esta estabilidade
€ caracterizada como a capacidade das micelas de caseina manterem-se em
suspensao coloidal quando o leite € submetido a tratamento térmico. A correlagao forte
e negativa entre estabilidade e Cai encontrada na época (-0,64), se assemelha as
atuais (-0,69) (AKKERMAN et al. 2019; LI et al. 2019). No entanto, ndo é totalmente
claro o efeito da variagdo natural do Cai sobre as propriedades funcionais do leite,
como a estabilidade térmica e sua relagdo com o leite instavel sem acidez adquirida
em rebanhos leiteiros, denominado leite instavel ndo acido (LINA). Neste estudo,
propriedades fisico-quimicas de leite cru de tanques de resfriamento de fazendas
leiteiras foram investigadas quanto a relacdo com a estabilidade térmica, as

classificagdes e os constituintes do leite, em particular, o conteudo de Cai.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostras de leite

Entre os meses de agosto a novembro de 2022, 379 amostras de leite cru,
oriundas de tanques de expansao foram coletadas em fazendas leiteiras no oeste de
Santa Catarina, Brasil. As coletas de amostras foram realizadas pelos profissionais
responsaveis pela coleta de leite a granel para o laticinio, no momento da realizagao
do teste do alizarol (teste do alcool) e imediatamente anterior ao carregamento do leite
(BRASIL, 2018B). Estas amostras eram acondicionadas em frascos plasticos de
250ml vedados com tampa rosca com septo, armazenados no refrigerador acoplado
aos caminhdes e transportadas até o laticinio a uma temperatura de 4°C, sem
conservantes. Uma vez que os caminhdes de coleta de leite a granel retornavam ao

laticinio, as amostras eram reunidas em uma unica caixa isotérmica e transportada
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até o laboratorio, para realizacdo das analises de teste do alcool, acidez titulavel, pH,

densidade e Cai.

3.2.2 Analise da estabilidade ao alcool

A estabilidade térmica do leite foi definida pela graduagdo minima de
precipitagcdo da caseina, nas concentragdes alcodlicas de 68 a 82% (v/v), com
incremento de 2%, pelo teste do alcool (TRONCO, 2010). O preparo e monitoramento
das solugbes alcodlicas era realizado com um alcodmetro (Alcobmetro Gay Lussac
0/100:1%, 329mm calibrado a 20°C, Incoterm 5683) e posteriormente eram
armazenadas A cada bateria de analise as solugdes alcodlicas eram verificadas e
corrigidas, se necessario.

Para analise, eram pipetados 2 ml de leite e em seguida 2 ml de alcool, em
placa de Petri, em duplicata. Quando havia a presenca dos precipitados de caseina a
amostra era classificada como leite instavel. Dessa forma, o leite era classificado
sempre pela menor graduacéo alcodlica em que houve aglomerados de caseinas
visiveis (ZANELA et al. 2009).

3.2.3 Anadlise de acidez titulavel, pH e denside

A determinacdo do nivel de acidez do leite foi baseada na analise de acidez
titulavel, em graus Dornic (°D). Nesta analise, realizada em duplicata, 10ml de leite
eram transferidos a um erlenmeyer e adicionados 4 gotas do indicador acido-basico
fenolftaleina 1%. Apdés homogeneizados, era realizada a titulagdo com a solugéo de
Dornic até que atingisse uma coloragao ligeiramente résea (ADOLFO LUTZ, 2008).
Os resultados foram expressos em graus Dornic (°D).

O pH do leite foi analisado em triplicata, pelo método (Adolfo Lutz 2008) com
uso de potencibmetro de eletrodo esférico (Alfakit AT355, Florianopolis, BR),
submerso em 50ml de leite, acondicionados em recipientes plasticos. As calibracdes
eram feitas diariamente, com solug¢des tampao pH 4, pH 7 e pH 10, respeitando as

especificacdes do fabricante.
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A determinacao da densidade do leite foi realizada de acordo com a, utilizando-
se um termo-lacto-densimetro (15/40x1g/ml 285+5mm calibrado a 20°C, Incoterm
5784.L), com leituras imediatas. Foram considerados valores normais para leite entre
1,027 e 1,033, correspondentes a 20°C (KAILASAPATHY, 2015).

3.2.4 Analise de Calcio I6nico (Cai)

A determinacao da concentracéo de Cai do leite seguiu a metodologia descrita
por (LEWIS, 2011) que utiliza de um potencibmetro associado a um eletrodo
combinado de ion seletivo (ISE) para calcio (HI 4104, Calcium Combination Eletrode,
HANNA Instruments), com leitura direta, em ppm (mg/L).

Em cada bateria de analise o eletrodo era montado, preenchido com a solugéo
de KCL 3,5% e calibrado a cada trés dias, com quatro solugées de cloreto de calcio
(1, 10, 100, e 1000 ppm) e 1ml da solugdo denominada lonic Strenght adjustor (ISA)
(KCI, 4M). Com eletrodo montado, sensibilizado e calibrado, 50ml de leite e 1ml de
ISA eram adicionados em copos plasticos descartaveis. Ambos eram

homogeneizados por meio de agitador magnético em velocidade constante.

3.2.5 Classificagao do leite

O leite foi organizado em quatro classificagées, baseadas na proposta de
Zanela e Ribeiro (2018), a saber: leite normal = acidez entre 0,14 e 0,18 g/100 ml,
considerado com pH entre 6,6 e 6,8; leite acido = com acidez maior que 0,18 g/100ml,
com pH abaixo de 6,6 e; leite alcalino = com acidez menor que 0,14g/100ml e pH
acima de 6,8 e LINA = acidez entre 0,14 e 0,18 g/100 ml, considerado com pH entre

6,6 e 6,8 e instavel a graduacao alcodlica <72% (v/v).
3.2.6 Analise de dados
O efeito da classificagao do leite e do més sobre as variaveis dependentes

continuas foi determinado por analise de variancia, obedecendo os pressupostos do

teste, seguido de Tukey-HSD. A normalidade e homoscedasticidade foram
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determinadas pelos testes de Shapiro—Wilk e Levene, respectivamente. O efeito da
estabilidade ao alcool sobre a concentragdo de Cai foi determinado por regresséo
linear simples. O efeito do més sobre a porcentagem de amostras estaveis a 276° foi
determinado por regresséao logistica, seguida de contrastes para a multicomparagao
entre os grupos. Todas as analises foram realizadas com o pacote estatistico JMP Pro

(JMP Statistical Discovery LLC.) e foi adotado como nivel de significancia P<0,05.

3.3 RESULTADOS

Quanto a composigao fisico-quimica das amostras analisadas (Figura 6), os
valores médios de pH e densidade ficaram dentro do estabelecido pela legislagéo
(BRASIL, 2018A) de 6,6410,11 e de 1,031£<0.01 (média seguida do desvio padrao),
embora tenham sido encontrados valores fora do especificado, conforme a amplitude
observada de 6,22 a 6,96, e de 1,027 a 1,035.

Com relagao a acidez titulavel, o valor médio foi de 16,8 £1,8 °D, sendo que
73,42% das amostras permaneceram dentro dos padrbes estabelecidos pela
(BRASIL, 2018B), que é de 14 a 18 °D; 24,18% ficaram acima de 18 °D e apenas
4,57% permaneceram abaixo de 14 °D, sendo a amplitude observada entre 12 e 22
°D. Para o Caij, o valor médio foi de 83.71£23.50 mg/L, com amplitude entre 30.33 e
171 mg/L, o que resulta em uma variagdo de 140,67mg/L entre as amostras
analisadas.

O valor médio da concentragao do alcool, em que as amostras foram estaveis,
foi de 75.461£4.71% (v/v), o qual atende o que é determinado pelo teste do alcool pela
legislagdo vigente que é de no minimo 72% (v/v) (BRASIL, 2018B). Todavia, a
amplitude mostra que houve detecgado de leites instaveis em todas as graduagdes
testadas, ou seja, de 68 a 82% (v/v). A concentracédo de 84% (v/v) indicado na Figura
6D, é composta pelas amostras de leites que suportaram a graduacgao alcodlica 82 %
(V/v).

Com relagao a frequéncia de aparecimento dos diferentes tipos de leites, 43,8%
foram amostras de leite normal, 34,8% acido, 19,5% LINA e 1,8% alcalino. Esta
classificagao foi baseada em parametros estabelecidos por Zanela e Ribeiro (2018)

em leites com pH < 6,6 sdo considerados acidos, entre 6,6 e 6,8 normais e acima de
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6,8, leites alcalinos. Para ser classificado como LINA, o leite coagulou frente a analise
de estabilidade ao etanol (£72% v/v/) e apresentou pH normal.

Encontramos diferengcas nas concentragdes dos constituintes dos leites
estudados entre as classificagdes (Figura 6). Conforme metodologia adotada para
classificacdo dos leites, foi detectada diferenca entre leite acido, normal, LINA e
alcalino, para pH (Figura 6A). De forma complementar, a analise de acidez titulavel
apresentou diferenca entre as classificacdées como acido, normal e LINA. Todavia, o
leite alcalino ndo se diferiu das demais classificagdes (Figura 6B). O LINA teve a
menor densidade quando comparado as demais classificagbes, sendo que os leites
acido, normal e alcalino nao diferiram (Figura 6C). Observamos que os leites acidos
tiveram maior teor de Cai, comparado os leites normais, no entanto n&o diferiram do
alcalino e LINA (Figura 6E).

Quando analisada a estabilidade ao alcool, dentro de cada classificagao (Figura
6D) é possivel observar que os leites acidos coagularam em baixas e até altas
graduacdes alcodlicas. Os leites alcalinos e normais foram mais estaveis que acido e
LINA, pois coagularam em graduagdes alcodlicas mais altas. Houve presenca de leite
alcalino coagulando em baixas e altas graduagdes e o LINA, classificado pela

graduacgéo alcodlica <72%(v/v), concentrou-se abaixo desta faixa.



Figura 6 - Frequéncia de aspectos fisico-quimicos de 379 amostras de leite de
tanque analisadas entre os meses de agosto a novembro.
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Figura 7 - Distribuicdo mensal e geral do resultado das analises de estabilidade ao
alcool dos leites de tanque. As barras demonstram as graduagdes até as quais os
leites foram estaveis no teste do alcool.
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Fonte: Elaborado pela autora

A distribuicdo mensal e geral dos resultados das analises de estabilidade ao
alcool, em amostras dos tanques de expansao sdo apresentadas na Figura 7. A
porcentagem indicada representa até qual concentragdo alcodlica em que as
amostras de leite foram estaveis ao teste do alcool. Em todos os meses avaliados
foram encontradas amostras instaveis desde a menor graduagao testada, ou seja,
68% (v/v), até leites estaveis a graduacao de 82% (v/v), sendo que no total, apenas
3,2% das amostras foram estaveis em todas as graduagdes alcodlicas estudadas.

Foi verificado que houve uma variacdo na frequéncia da detecgado de leites
estaveis a 76% (v/v) ao longo dos meses (Figura 7A). Em agosto e setembro mais
amostras de leites de tanque foram estaveis; em outubro, foram observados valores
intermediarios e em novembro, menos amostras estaveis as graduagoes = 76% (v/v)
(P<0,05). De forma oposta, pode-se admitir que ao longo dos meses avaliados, ou
seja, na transicao entre as estagdes do inverno e primavera, houve uma queda na
estabilidade térmica do leite avaliada pelo teste do alcool. Em contrapartida, no més
de agosto foi observado menor concentragdo de Cai em comparagdo ao més de
outubro, todavia ndo se diferiu dos meses de setembro e novembro. Comportamento
também observado para o més de outubro que apresentou maior concentracao de

Cai, porém também nao diferiu dos meses de setembro e novembro.
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Figura 8 - A) Frequéncia de amostras estaveis =2 76% (v/v) de acordo com 0s meses
avaliados. B) Teor de Caj de acordo com os meses avaliados.
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estabilidade, de acordo com cada graduacgao alcodlica e classificagéo do leite. Relagéo encontrada por
meio da regresséo logistica (P<0,01). Fonte: Elaborado pela autora.

A concentragao de Cai foi menor a medida que as amostras eram mais estaveis
ao teste do alcool (P<0,01), conforme apresentado na Figura 8C. Esta estimativa foi
obtida considerando-se todas as amostras avaliadas, pois como pode ser observado,
no grafico sédo indicadas por pontos coloridos as classificagdes das amostras, ou seja,

leites considerados acidos, alcalinos, LINA ou normais. Em suma, independentemente
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de sua classificagéo, leites com maior teor de Cai sdo menos estaveis a graduagdes
alcodlicas mais altas e coagulam. Também observamos essa mesma relagao entre
Cai e estabilidade (Figuras 8A e B), pois ao longo dos meses, a medida que o teor de
Cai aumentou, diminuiu-se a estabilidade ao alcool dos leites avaliados. As duas
formas de analise dos dados mostram que leites mais estaveis apresentaram menor
teor de Caj, com excegcdo do més de novembro, onde este comportamento foi
diferente.

Ainda, de forma complementar, quando considerada a classificagdo do leite
como acido, normal, alcalino ou LINA, encontramos uma ampla faixa de variagao
natural do teor de Cai dentro de cada classificacdo (conforme ja mostrado na Figura
7E) e 0 mesmo comportamento ocorreu para as graduagdes alcodlicas testadas
(Figura 8C) ou seja, Cai variou dentro de cada graduacéo, desde o alcool 68% (v/v)
até 0 82% (v/v).

3.4 DISCUSSAO

Buscamos com esse estudo explorar a relagdo entre propriedades fisicas,
como a estabilidade ao alcool, com componentes naturais do leite, principalmente o
teor de Cai na ocorréncia de LINA. As graduagdes alcodlicas crescentes, pH e acidez
titulavel auxiliaram na classificacao e visdo dos efeitos estudados.

O LINA foi identificado como uma alteragao na qualidade do leite, resultante de
um desequilibrio no sistema de producdo, ocasionada pela instabilidade da molécula
de caseina, ao teste de alcool, sem acidez elevada Zanela et al. (2009). Varios
estudos, tem sido realizado para compreender a sua ocorréncia e mecanismos de
acao. No nosso caso, buscamos compreender a estreita relagdo entre o teor natural
de Caie outros componentes do leite com as classificagdes, principalmente no leite
LINA, no entanto ndao encontramos leites caracterizados como LINA com diferenca no
teor de Caij, apenas alteragbes nas densidades (Figura 7C e E).

As variagdes na dieta ja foram descritas como fontes aparecimento do LINA por
Soutelino et al. (2022) e alteragbes no ambiente ocorridas ao longo das estacdes do
ano, comprometem o equilibrio entre exigéncias nutricionais de mantenga e producao

de leite. Machado et al. (2017) encontraram diminuicdo da estabilidade no periodo
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transicao entre estacdes, explicada pela alteracao das temperaturas e diminuicdo de
qualidade dos materiais forrageiros. Por mais que avaliamos apenas quatro meses,
podemos observar uma queda na estabilidade dos leites nos meses mais quentes.
Associamos essa informagao a caracteristicas produtivas da regido, que na maioria
sdo sistemas a pasto com suplementagao e também o aumento da temperatura que
tende a colocar a vaca em um estado de estresse térmico.

Embora os meses avaliados no presente trabalho tenham sido somente de
agosto a novembro, ressalta-se que este periodo coincide com a transicéo entre as
estacdes de inverno e primavera. Na regido geografica da pesquisa, € conhecida a
variagdo da temperatura no periodo, com aumentos gradativos os quais ja podem
colocar os animais em condi¢gao de estresse térmico. Além de poder ser uma época
de vazios forrageiros, e como citado por Oliveira (2009), desbalangos nutricionais
podem predispor ao aparecimento de LINA.

A frequéncia de coagulagao dos alcoois avaliados é de interesse ser discutida,
haja vista que nao € a primeira vez que pesquisas nesta area encontram a graduacéao
alcodlica 76 %(v/v) com maior prevaléncia (MANSKE et al. 2020). Isso nos leva a
pensar que classificar leites com graduagdes minimas de 72% (v/v), assim como é
realizado no Brasil e paises emergentes, ndo deveria mais ser utilizado pela industria.
O alcool 76% (v/v), passaria a ser o balizador para leites de qualidade e como esta
analise ainda € importante na classificacéo de leites, tendenciariamos a uma melhora
na qualidade do leite nacional, pois para atingir esta graduagao, padrées minimos
dentro das propriedades leiteiras teriam que ser estabelecidos.

Em complemento, durante o processo de tratamento UHT, Lin (2003)
considerou que a estabilidade do leite atinge o limiar quando exposto a uma
concentragéo de etanol de 75%. O estudo realizado por Molina et al. (2001) investigou
a correlacao entre os parametros do teste do alcool e a estabilidade térmica do leite,
por meio da utilizacdo de diferentes concentragdes de etanol, 70% a 85% (v/v) (com
incremento de 5%). Os resultados indicaram que na concentracéo de 75% de etanol,
foram obtidos valores de estabilidade térmica entre 60 e 70 segundos a 135 °C, diante
disso a justificativa de utilizar leites que suportam graduagdes alcodlicas acima de

75% nao possui fundamento cientifico e industrial.
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A estabilidade do leite é relacionada com seus teores de calcio, pois este deve
permanecer em um equilibrio dindmico, entre a fase coloidal, solavel e ibnica (LIN et
al. 2006) e em constante interagdo com as micelas de caseinas. Espera-se com esse
equilibrio que o leite seja estavel ao aquecimento térmico, devido a uma camada
externa difusa, composta pela extremidade N-terminal das k-caseinas, soluvel em alta
concentragédo de Cai, que contém cargas eletricamente negativas, em constante
repulsao eletrostatica (FOX et al. 2003). Essa relagdo é denominada de potencial zeta
e foi correlacionado positivamente com a estabilidade térmica do leite (PINHEIRO et
al. 2022).

Embora as cargas negativas mantem as micelas em suspenséo coloidal, outros
fatores exercem efeito sobre este, ndo sendo suficientes para prevenir a agregagéo
micelar (WALSTRA, 2002). Dentre estes fatores podemos destacar hidrélise
enzimatica da K-caseina (pelas bactérias), o didametro das micelas, temperatura, pH,
e Cai (O'CONNELL et al. 2006). Horne (2020) descreve o pH acido como uma das
variaveis responsaveis por este efeito. No entanto, os mecanismos que levam leites
com pH normais (LINA) a precipitarem ainda ndo sdo totalmente esclarecidos, pois
estes variam de acordo com a fonte modificadora. Como exemplo da precipitagao por
acidificagado, em pH baixo, ocorre a solubilizagdo das ligagbes que mantem as micelas
unidas a neutralizacado das cargas negativas reduzindo a repulsao eletrostatica entre
as micelas (O’'CONNELL et al. 2006).

No nosso estudo o Cai foi relacionado significativamente com a instabilidade
das moléculas de caseina e principalmente com as graduagdes alcodlicas mais altas
e com a acidez do leite. O leite quando submetido ao teste do alcool passa pela
desidratagdo da molécula de caseina, simulando o aquecimento (MOLINA et al 2001).
Esse processo quando realizado em leite acido ou LINA faz com que ocorra
desintegracdo das moléculas e o precipitado seja constituido pelas moléculas que
antes estavam dispersas de forma coloidal.

A perda de estabilidade ocasionada pela acidificacdo do leite ocorre devido a
reducédo do pH, resultando na degradagao do caseinato de fosfato de calcio, o que
leva a um aumento na concentracao de Cai. Esse aumento de Cai, por sua vez, diminui
as forgcas de repulsao eletrostaticas entre as moléculas de caseina, promovendo a
agregacao e coagulagao (LEWIS, 2011; HORNE, 2016).
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Os leites que suportaram graduagdes alcodlicas menores, tiveram maior teor
de Cai. Este resultado esta de acordo com os achados de (AKKERMAN et al. 2019; LI
et al. 2019) e outros estudos histéricos com o mesmo propdsito como no caso de
Tsioulpas et al. (2007) e White e Davies (1958). Basicamente, a instabilidade devido
a niveis elevados de Cai ocorre pois o fosfato de calcio coloidal é dissolvido; a caseina
perde sua carga eletrostatica e em consequéncia, aglomera (WU et al. 2018).

Alteracdes nutricionais foram associadas as mudangas de composicao de Cai.
As fontes de carboidrato e relacédo proteina degradavel no rimen e nédo degradavel
no rumen proporcionaram aumento no teor de Cai e queda da estabilidade das
moléculas de caseina (FONSECA, 2018). Nos estudos de Marques et al. (2011) a
acidose metabdlica foi responsavel pelo aumento do Cai devido a agao da paratireoide
e horménios 1,25-dihidroxicholecalciferol. A dieta com diferenga cation-iénica (DCAD)
utilizada para simular a acidose metabdlica, foi investigada quanto a alteragao do Cai
por Martins et al. (2015) e os resultados indicam que esta, pode ser uma fonte
importante para o aumento do Cai e diminuicdo da estabilidade ao alcool e
estabilidade térmica a 140°C.

As estagdes do ano também sao responsaveis por alteracdes nos teores de Cai
(MARTINS, 2022) em sua dissertac&o, observou que o leite de vacas no veréo tivera
maior teor de Cai, quando comparado ao inverno. E da mesma forma, a estabilidade
ao alcool no verao foi pior. Ou seja, a estagdo do ano pode ser uma importante fonte
de alteragao do nivel de Cai e consequentemente a estabilidade ao alcool. Na Nova
Zelandia, Li et al. (2019) evidenciaram efeitos da sazonalidade, quanto ao nivel de Cai
e estabilidade. O outono, foi responsavel por diminuigdo no teor do Cai, devido aos
estagios avancados de maturacdo das forragens e declinio na taxa de crescimento
das plantas e a estabilidade ao alcool foi diminuida no inverno pelo retardo do
crescimento das plantas forrageiras, devido a menos horas de luz solar.

Pela primeira vez a variagdo natural do calcio, dentro de cada graduagéao
alcodlica e classificacado do leite de tanque foi demonstrada. Observamos que, o Cai
do leite pode variar em torno de 120mg/lI dentro da mesma classificagdo e mesma
graduacao alcodlica. Essa variacao natural do Cai dos tanques de resfriamento, dentro

de cada graduacéo alcodlica (Figura 8C) traz implicagdes, pois ao analisar o Cai e a
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relagdo com a estabilidade das micelas Chavez et al. (2003) evidenciou que a
estabilidade térmica e a estabilidade ao alcool, sdo sensiveis a niveis variados de Cai.

Para o produtor, a instabilidade do leite ao teste do alcool (realizado por meio
do teste do alizarol) implica em recusas do leite pela industria. Obviamente, esse tipo
de recusa ocorre em paises onde o teste do alcool ainda n&o foi abolido como
ferramenta de seleg¢ao de leites. No entanto, dada a qualidade do leite brasileiro, que
ainda apresenta desconformidade aos padrdes, torna-se necessario a classificagao
prévia ao carregamento, a fim de evitar prejuizos com leites acidos e impréprios para
0 consumo, sendo necessarios mais critérios para diferenciar leite acido de leite LINA.

Outro fato esta associado ao processamento dos leites instaveis, seja ele acido
ou LINA. Caso estes leites cheguem a industria, algumas complicagdes nos
equipamentos durante a fase de fabricacdo podem ser observadas, principalmente
pela coagulagdo que ocorre durante a pasteurizagao ou no processo UHT, que resulta
em obstrucdes e bloqueios, além de contribuir para a reduc¢ao da vida util dos produtos
em prateleira (RADFORD et al. 2004). No entanto é possivel a confeccdo de queijo
minas frescal com leite LINA sem perdas significativas de rendimento (GOULART et
al. 2019).

Além disso, para a industria de derivados, o calcio (coloidal e livre) desempenha
um papel crucial na coagulagao do leite pasteurizado e na formacgao da estrutura e
textura do queijo. De acordo com Guinee e O’Kennedy (2009) o leite que possui baixos
niveis de calcio, tende a ter coagulagcdo comprometida, formando coagulo fraco e
queijos com textura inadequada. Por outro lado, quando o leite apresenta altos niveis
de caélcio, a coagulagao pode ocorrer rapidamente e de forma excessiva, resultando
em queijos mais duros e secos, assim como observado por Ong et al. (2013). Portanto,
as alteragbes nos niveis de calcio, incluindo Cai geram uma despadronizagdo da
matéria prima e aditivos como o cloreto de calcio devem ser adicionados em diferentes
quantidades a fim de garantir uma coagulagdo adequada e a obtencédo da textura
desejada (FOX et al. 2017).
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3.5 CONCLUSAO

A estabilidade ao alcool e teor de Cai de leites de tanque de resfriamento
variaram de acordo com os meses e estdo associados a um periodo de transicao,
entre estagdes do ano. O alcool 76% (v/v) pode ser utilizado como um balizador na
classificacao de leites de qualidade. Os leites mais instaveis, possuem maior teor de
Cai, com destaque aos leites acidos. Os leites classificados como LINA, ndo possuem
diferengas no teor de Cai, quando comparado a leites normais (estaveis). Uma faixa
de variacdo nos teores de Cai foi observada dentro de cada classificagao (acido,
normal, LINA e alcalino) e dentro das graduagdes alcodlicas. Esses achados podem
explicar a variagao na quantidade de leite captado pela industria, o que significa que
produtores ndo tenham seu leite coletado em épocas mais propensas a menores
estabilidades.

A variacdo observada do Cai do leite coletado em tanques de resfriamento pode

auxiliar os laticinios em seus processos industriais.
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4. ARTIGO 2: Espectroscopia de impedancia elétrica como método alternativo

ao teste do alizarol para avaliagao de estabilidade térmica do leite

Shaeen Kunz
Ana Luiza Bachmann Schogor

Resumo
A estabilidade térmica € um aspecto crucial na industria de laticinios, afetando
a qualidade e processabilidade do leite. A tradicional analise da estabilidade usando o
teste do alcool/alizarol apresenta limitacdes. A sensibilidade, especificidade e acuracia
foram utilizadas para analisar a espectroscopia de Impedancia elétrica (EIE) em
comparacao ao teste padrdo. Os resultados com acuracia acima de 80% indicam
potencial de utilizacdo. Além disso, a EIE é rapida, nao destrutiva e possui potencial
para automatizagao. A aplicacao dessa tecnologia pode trazer avangos significativos

na avaliagédo da estabilidade térmica do leite, beneficiando a industria e os produtores.

Palavras-Chave: Sensibilidade; Especificidade; Acuracia; Leite; LINA; estabilidade.

4.1 INTRODUCAO

A estabilidade térmica do leite tem papel fundamental na producédo e
processamento de produtos lacteos de alta qualidade. A capacidade do leite em
manter suas propriedades fisicas e quimicas durante o aquecimento € um indicador
importante para destinacao do leite para a fabricacdo de produtos lacteos como UHT
e derivado. Com amparo legal o teste do alcool/alizarol tem sido utilizado como o
método para avaliar a estabilidade térmica do leite (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011;
BRASIL, 2018A/B).

No entanto, esse teste apresenta limitagdes significativas que podem
comprometer sua eficacia e precisdo, uma vez que se baseia na observagdo da
coagulacao do leite quando misturado com &lcool adicionado de alizarina a uma
determinada concentracao. A coagulacao € considerada um indicativo da estabilidade

térmica do leite, uma vez que esta relacionado as interagdes entre as proteinas do
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leite, principalmente as caseinas (HORNE, 2016) enquanto a coloragéo relaciona-se
com o pH da amostra (BRASII, 2018B).

No entanto, essa abordagem tem suas limitagdes, pois a coagulagao do leite
pode ser influenciada por fatores nao relacionados a estabilidade térmica, como o pH,
composicdo do leite, Leite Instavel ndo Acido (LINA) e a presenca de outros
componentes (ZANELA et al., 2009; ZANELA e RIBEIRO 2018). Os dados estimados
por (MAGRI, 2015) mostraram que 30% das perdas apontadas como leite acido foram
erroneamente classificadas, uma vez que o teste padrdo (alcool/alizarol) nao
distinguiu o leite verdadeiramente acido do LINA (falso positivo).

Além disso, o teste do alcool/alizarol € um método qualitativo e subjetivo,
dependendo da interpretacéo visual do observador e graduagéo alcodlica preconizada
pela industria, uma vez que a legislagéo permite o uso de graduagao alcodlica minima
de 72% (v/v). Todavia, nao € incomum que laticinios utilizem graduagdes mais
elevadas para teoricamente, selecionar leite de melhor qualidade e estabilidade
térmica. No entanto, com o aumento da gradagao alcodlica ha maior prevaléncia de
LINA (SILVA et al., 2012) e n&o ha correlagéo entre o aumento da graduacéo alcodlica
e 0 aumento da resisténcia térmica (MOLINA et al., 2001).

A subjetividade do teste pode resultar em classificagbes imprecisas e uma
avaliagao inadequada da estabilidade térmica do leite. No entanto, ha oportunidades
para superar essas limitagdes por meio de avangos tecnoldgicos. Uma abordagem
promissora € o uso de meétodos alternativos, como a Espectroscopia de Impedancia
Elétrica (EIE), técnica de baixo custo, sem necessidade de recalibragbes e de uso de
reagentes, ainda nao foi explorada para determinagao da estabilidade térmica do leite
e caracteristicas correlatas. A EIE € uma técnica de caracterizagdo elétrica que
permite o estudo do comportamento geral de um sistema com grande numero de
processos intercorrelacionados que ocorre em diferentes velocidades (CARVALHO e
ANDRADE, 2006), detectadas pela aplicacdo de diferentes frequéncias elétricas
seguidas da mensurag¢ao da impedancia elétrica em fungéo da frequéncia (MINETTO
et al., 2022). Por meio da EIE, foi possivel identificar adulteragéo de leite bovino com
ureia (MINETTO et al, 2022), e a diferenciacdo em leites UHT desnatados,

semidesnatados e integrais, além da degradagcdo dos produtos frente a
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armazenamentos sob refrigeragdo ou a temperatura ambiente (SCANDURRA et al.,
2022).

No presente estudo, o objetivo foi explorar as relagdes entre o teste padrao do
alcool/alizarol na avaliacdo da estabilidade térmica do leite com a EIE como um
método alternativo, por meio da especificidade, sensibilidade e acuraria, utilizando de

modelos preditivos.

4.2 MATERIAL E METODOS

Entre os meses de agosto a novembro de 2022, 1657 amostras de leite cru
bovino, oriundas de tanques de expansao foram coletadas em fazendas leiteiras no
oeste de Santa Catarina, Brasil. As coletas de amostras foram realizadas pelos
profissionais responsaveis pela coleta de leite a granel para um laticinio, no momento
da realizagao do teste do alcool/alizarol e imediatamente anterior ao carregamento do
leite, conforme a IN 77/2018 (BRASIL, 2018B). As amostras eram acondicionadas em
frascos plasticos de 250ml vedados com tampa rosca com septo, armazenados no
refrigerador acoplado aos caminhdes e transportadas até o laticinio a uma
temperatura de 4°C, sem conservantes. Uma vez que os caminhdes de coleta de leite
a granel retornavam ao laticinio, as amostras eram imediatamente reunidas em uma
unica caixa isotérmica e transportada até o Laboratério de Nutricdo Animal (LANA),
da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC Oeste), para realizagao do
teste do alcool, acidez titulavel, pH e EIE.

A estabilidade térmica do leite foi definida pela graduagdo minima de
precipitagcdo da caseina, nas concentragdes alcodlicas de 68 a 82% (v/v), com
incremento de 2%, pelo teste do alcool (TRONCO, 2010). O preparo e monitoramento
das solugbes alcodlicas era realizado com um alcodmetro (Alcobmetro Gay Lussac
0/100:1%, 329mm calibrado a 20°C, Incoterm 5683), sendo que a cada bateria de
analise as solugdes alcodlicas eram verificadas e corrigidas, se necessario. Para
analise, eram pipetados 2 ml de leite e em seguida 2 ml de alcool, em placa de Petri,
em duplicata. Quando havia a presenga dos precipitados de caseina a amostra era

classificada como leite instavel. Dessa forma, o leite era classificado sempre pela
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menor graduagao alcodlica em que houve aglomerados de caseinas visiveis (ZANELA
et al., 2009).

A determinacdo do nivel de acidez do leite foi baseada na analise de acidez
titulavel, em graus Dornic (°D). Nesta analise, realizada em duplicata, 10ml de leite
eram adicionadas 4 gotas do indicador acido-basico fenolftaleina 1%. Apos
homogeneizados, era realizada a titulagdo com a solugao de Dornic até que atingisse
uma coloragéo ligeiramente résea (ADOLFO LUTZ, 2008), e os resultados expressos
em graus Dornic (°D). O pH do leite foi analisado em triplicata com uso de
potencidmetro de eletrodo esférico (Alfakit AT355, Florianépolis, BR), submerso em
50ml de leite. Calibragdes eram feitas diariamente com solug¢des pH 4, pH 7 e pH 10,
conforme especificagdes do fabricante. A determinagcdo da densidade do leite foi
realizada com uso de termo-lacto-densimetro (15/40x1g/ml 285+5mm calibrado a
200C, Incoterm 5784.L). Foram considerados valores normais para leite entre 1,027 e
1,033, correspondentes a 20 °C (KAILASAPATHY, 2015).

Quatro classificagdes do leite sdo sugeridas, baseadas na proposta de Zanela
e Ribeiro (2018), a saber: leite normal = acidez entre 0,14 e 0,18 g/100 ml, considerado
com pH entre 6,6 e 6,8; leite acido = com acidez maior que 0,18 g/100ml, com pH
abaixo de 6,6 e; leite alcalino = com acidez menor que 0,14g/100ml e pH acima de 6,8
e LINA = acidez entre 0,14 e 0,18 g/100 ml, considerado com pH entre 6,6 € 6,8 e
instavel a graduacgéo alcoodlica £ 72% (v/v).

A analise de EIE foi realizada em espectrébmetro comercial, com sonda hibrida,
configurado para explorar 29 frequéncias, a saber: 2 em baixa (0-50 kHz), 22 em
média (50-100 kHz) e 5 em alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz). Os valores obtidos
foram dados em impedéncia real, imaginaria, e atraso de fase. As analises foram

realizadas em duplicatas, em amostras de 50 mL de leite entre 8 e 15 °C.

4.2.1 Analise estatistica

As amostras foram alocadas, de forma equilibrada de acordo com a
estabilidade ao alcool, em 3 bancos de dados denominados banco de treino, validagao
e teste, na proporcédo aproximada de 60 (n=1106), 20 (n=271) e 20% (n=280) das

amostras, respectivamente. Para cada graduacgao alcodlica, as amostras do banco de
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treino foram submetidas ao modelo preditivo de Arvore de Decisdo Impulsionada
(Decision Boosted Tree) utilizando as variaveis de impedancia elétrica e o pH como
variaveis preditoras. As amostras do banco de validagdo foram utilizadas para
construir arvores de decisado sequenciais para melhorar o desempenho e a precisao
do modelo com a utilizac&o de técnica de aprendizado de maquina, com uma taxa de
aprendizado de 0,073.

Cada n6 da arvore de decisao foi construido sequencialmente com base na
variavel preditora com o maior indicador LogWorth. O indicador LogWorth foi calculado
como o logaritmo negativo (base 10) do p-valor obtido da analise de eficacia
discriminante entre amostras estaveis e ndo estaveis usando o par ideal (variavel
candidata e ponto de corte).

Depois de construir os algoritmos baseados em arvore de deciséo, as amostras
do banco teste, que nao foram utilizadas para a construgdo do modelo, foram
submetidas a predicdo pelos modelos gerados. Para este trabalho, foi definido
sensibilidade como a capacidade de detectar as amostras positivas, ou seja, estaveis
a uma determinada graduacgéo alcodlica; e a especificidade a capacidade de detectar
amostras nao estaveis. Sensibilidade, especificidade e acuracia foram calculados
utilizando as equagdes VP/(VP+FN), VN/(VN+FP) e (VP+VN)/(VP+VN+FP+FN),
respectivamente; onde VP, VN, FP e FN correspondem as amostras verdadeiramente
positivas, verdadeiramente negativas, falso-positivas e falso negativas,
respectivamente. O Valor Preditivo Positivo (VPP) foi representado pela probabilidade
de um leite estavel ser realmente estavel e o Valor Preditivo Negativo (VPN),
probabilidade de um leite instavel ser realmente instavel. Todas as analises
estatisticas foram realizadas usando o software JMP Pro (JMP Statistical Discovery
LLC).

4.3 RESULTADOS

Buscamos com esse estudo explorar a espectroscopia de impedancia elétrica
como ferramenta de monitoramento da estabilidade térmica de leites de tanque de
refrigeracado de rebanhos bovinos. As analises de pH e acidez titulavel auxiliaram na

classificagao dos leites e na validagdo do método. Além disso, utilizamos o padrao de
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referéncia para identificacdo da estabilidade a campo, teste do alcool/alizarol, e de
forma adicional apresentamos estabilidades ou instabilidades dentro de cada

classificagao proposta, ou seja, em leites normais, acidos, alcalinos e para o LINA.

Tabela 2- Preciséo diagnodstica de amostras de leite de tanque submetidas ao EIE e
teste padrdo do alcool

GA (%) Sensibilidade Especificidade Acuréacia VPP VPN

72 92% 73% 85% 86% 84%
74 87% 81% 84% 83% 85%
76 66% 94% 86% 81% 88%
78 43% 98% 89% 84% 89%
80 50% 99% 94% 81% 95%
82 0% 100% 98% 0% 98%

GA (%): Graduagdes Alcodlicas; VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo. Fonte:
Elaborado pela autora.

O desempenho do método de avaliagdo da estabilidade térmica do leite por
meio da EIE esta descrito na Tabela 2 e diz respeito a parametros de sensibilidade,
especificidade e acuracia, considerando o banco de dados teste (n=280). De forma
complementar, na Figura 9, s&o apresentadas as probabilidades de amostras serem
estaveis, de acordo com as predi¢gdes dos modelos gerados para cada graduagao
alcodlica; todavia considerando todo o banco de dados (n=1657).

Ao avaliar a capacidade da EIE em estimar a estabilidade do leite por meio dos
modelos preditivos propostos, foi possivel observar uma variagédo entre as graduagdes
alcodlicas (Tabela 2). A variacdo da sensibilidade demonstra que a medida que os
leites foram submetidos a maiores graduacgdes a EIE teve sua capacidade de precisao
reduzida, até nula. Por outro lado, a capacidade de acertar as amostras instaveis,
representada pela especificidade, variou menos (73% a 100%). No geral, a
capacidade de acertar ambas as amostras, ou seja estaveis e instaveis demostrada
pela acuracia, foi alta e variou de 84% a 98%.

Optamos por apresentar os graficos de dispersédo das probabilidades dentro de
cada graduacao alcodlica considerando todo o banco de dados para permitir a
visualizagdo da distribuicdo total deste banco e suas medianas. Estas medianas
indicam que quanto mais afastadas da linha de corte, maior a contribuigdo para a

assertividade do modelo, uma vez que quanto mais proximo das extremidades maior
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a sensibilidade (capacidade de acertar as estaveis, quadros verdes superiores a
esquerda) ou maior a especificidade (capacidade de acertar as instaveis, quadros

verdes inferiores a direita).

Figura 9 - Probabilidade de estabilidade ao alcool em diferentes graduagbes
alcodlicas (72 a 82) determinada por modelo preditivo de arvore de decisgo
impulsionada utilizando as variaveis de bioimpedancia elétrica e o pH como variaveis

preditoras.
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Cada ponto representa uma unidade experimental e a linha continua horizontal representa a mediana.
Alinha pontilhada horizontal indica o ponto de corte para estimar uma amostra como estavel (=0,5) ou
nao (<0,5). Unidades experimentais localizadas na area verde indicam predicdo correta pelo modelo
enquanto na area vermelha indicam um falso diagnoéstico. Fonte: Elaborado pela autora.
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Tabela 3 - Precisdo diagnostica de amostras de leite de tanque submetidas ao EIE e
teste padrdo do alcool, por classificagdo

Classificagcdo Sensibilidade Especificidade Acuracia VPP VPN
Graduacao alcodlica 72%

Acido 93% 79% 86% 82% 92%
Alcalino 100% - 100% 100% -
Lina - 71% 71% 0% 100%
Normal 91% - 91% 100% 0%
Graduacéo alcodlica 74%
Acido 96% 88% 92% 86% 97%
Alcalino 100% - 100% 100% -
Lina - 83% 83% 0% 100%
Normal 83% 69% 80% 91% 53%
Graduacéo alcodlica 76%
Acido 88% 100% 97% 100% 96%
Alcalino 63% 100% 79% 100% 67%
Lina - 93% 93% 0% 100%
Normal 60% 91% 79% 83% 77%
Graduacao alcodlica 78%
Acido 53% 98% 86% 89% 86%
Alcalino 50% 100% 86% 100% 83%
Lina - 100% 100% - 100%
Normal 37% 97% 84% 79% 84%
Graduacao alcodlica 80%
Acido 67% 96% 90% 80% 92%
Alcalino 100% 91% 93% 75% 100%
Lina - 100% 100% - 100%
Normal 18% 100% 93% 100% 93%
Graduacéo alcodlica 82%
Acido 0% 100% 93% - 93%
Alcalino 0% 100% 93% - 93%
Lina - 100% 100% - 100%
Normal 0% 100% 99% - 99%

VPP: Valor Preditivo Positivo; VPN: Valor Preditivo Negativo. Fonte: Elaborado pela autora.

Quando classificado os leites em normal, acido, LINA e alcalino é possivel
observar diferentes assertividades dentro de cada graduacgéo alcodlica (Tabela 3). Na
classificacado de leites acidos foram observadas amostras instaveis, mas também
estaveis nas seis graduacgdes alcoodlicas estudadas. A sensibilidade de predigéo pelos

modelos para leites acidos variou de 0% a 96%, e foi maior para graduagdes alcodlicas



51

menores. A especificidade nas amostras acidas variou de 79% a 100% e a acuracia
86% a 97%.

O leite normal apresentou variagdo de sensibilidade entre 0 e 91%,
especificidade de 69 a 100% e acuracia de 79 a 99%. Por sua vez os leites alcalinos,
apresentaram variagcao de 0 a 100% para sensibilidade e 92% a 100% especificidade
e acuracia uma variagao de 86% a 100%. A EIE e os modelos propostos foram
capazes de discriminar e de acertar de 71% a 100% dos leites classificados como
LINA, sendo que nas graduagdes alcodlicas de 78, 80 e 82% o acerto foi de 100%.

As analises realizadas apresentaram resultados variados VPP e VPN em
relacéo as diferentes graduacdes alcodlicas do leite. Os VPP variaram de 0% a 86%,
enquanto os VPN variaram de 84% a 98%. Ao analisar as graduagdes especificas
dentro das classificagdes, verificou-se que para o leite acido os VPP variaram de 80%
a 100%, enquanto para o leite alcalino os valores situaram-se entre 75% e 100%. No
caso do leite classificado como normal, os VPP variaram de 79% a 100%. Por outro
lado, para a classificacdo de LINA (Leite Instavel Ndo Acido), ndo foi possivel obter
um VPP, uma vez que o LINA é instavel.

Em relagdo aos VPN, para o leite 4cido, os valores variaram de 86% a 97%.
Para o leite alcalino, os VPN situaram-se entre 67% e 100%. Ja para o leite
classificado como normal, os valores de VPN variaram de 55% a 99%. Notavelmente,

para a classificacao de LINA, o valor de VPN foi de 100%.

4.4 DISCUSSAO

Com o intuito de captar leite de qualidade, alguns paises emergentes utilizam
a estabilidade do leite ao alcool, pelo teste do alcool/alizarol, como ferramenta de
selegao de leite cru. Por se tratar de um teste simples, barato e rapido € possivel
detectar acidez do leite e aprovar ou ndo o carregamento de um tanque de
resfriamento. No entanto, estes testes, possuem fragilidades que devem ser
consideradas. A primeira diz respeito a subjetividade, pois depende da percepgao
visual do observador (formagdo dos precipitados de caseina e tons de cor da
alizarina), que pode levar a diferentes interpretagdes. E a segunda refere-se a base

de deteccao, que no teste do alizarol, baseia-se no pH, no entanto outros fatores
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podem contribuir para a instabilidade do leite. Sendo assim, nem sempre amostras
que coagulam ao teste do alcool, estao exclusivamente ligadas a leites acidos.

Alguns dos fatores que contribuem para a instabilidade do leite estao ligados a
desequilibrios no sistema de producéo, ou seja, estresse térmico, estresse alimentar,
mudangas na alimentagdo ou outras fontes (ZANELA et al., 2009). Essas situagbes
levam a vaca a produzir leite instavel sem que haja acidificagdo, denominado Leites
Instavel ndo Acido (LINA) que pode ser confundido pelos testes padrdes e levar a
falso-positivo e posterior recusa da carga de leite pela industria

No relatério publicado pelo MAPA (2018) com finalidade de abertura de
discussao da Instrugao Normativa que estabelece os critérios de selecéo e recepgcao
do leite cru em estabelecimentos registrados no servigo de inspecéo oficial no Brasil,
foi proposto pela Camara Setorial da Cadeia Produtiva do Leite e Derivados que outros
testes venham substituir o teste padréo, a fim de resguardar o produtor de possiveis
descartes de leite de forma desnecessaria, respaldada principalmente por Fagnani et
al. (2016) pois este ndo encontrou relagcado entre pH, acidez titulavel em amostras
LINA, tornando o teste do alcool, um indicador ndo confiavel para analisar a qualidade
do leite.

A melhoria continua da qualidade do leite, uso de tecnologias mais assertivas
€ que nao geram duvidas auxiliam na tomada de decisdo e diminuem descartes
indevidos de cargas de leite préprias para o consumo, que de acordo com Magri,
(2015) podem chegar a 30% de perdas apontadas como leite acido (erroneamente
classificados). Dessa forma a EIE, mostrou-se eficiente para identificar leites estaveis,
principalmente na graduagado minima de 72% (v/v), preconizada por muitos paises,
principalmente o Brasil. O contrario também é valido, pois caso uma industria aumente
o teor alcodlico, para teoricamente selecionar leites de melhor qualidade, a EIE seria
capaz de estimar a instabilidade nestas graduagdes (>76% v/v) com boa
assertividade.

A média/alta sensibilidade encontrada nos alcoois 72 e 74% (v/v) demonstra
qgue o método é capaz de detectar corretamente a grande maioria dos casos de leites
estaveis. Isso significa que ha uma baixa probabilidade de falsos negativo, ou seja, de
classificar erroneamente o leite estavel como instavel. Isso é positivo, pois garante

uma deteccdo confiavel da instabilidade. Da mesma forma, a alta especificidade
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encontrada nas graduagdes alcoolicas 76 a 82%, indica baixa probabilidade de falsos
positivos.

Ataxa geral de acertos do teste, acuracia considera os verdadeiros positivos e
os verdadeiros negativos em relagcdo ao teste padrdo. Essa taxa representa a
proporcdo de casos corretamente classificados em relagdo ao total de casos
analisados. No geral, a acuracia se concentrou em valores acima de 80%. No ambito
das analises de interesse parece ser adequado.

Por mais que sejam necessarios mais ajustes no método, é possivel que EIE
seja eficiente na identificagdo do LINA, levando em consideragéo a acuracia de 100%
em varias graduagdes alcodlicas e o VPP de 100% em todas as graduacgdes
estudadas. Os resultados obtidos com a EIE na identificacdo do LINA sao
encorajadores. O fato de o equipamento ter alcangado um VPN de 100% dentro de
um intervalo especifico de graduacdes alcodlicas (72% até 82% com acréscimo de
2%) indica que essa tecnologia possui capacidade de identificar corretamente o LINA
nessas amostras.

Entender como o leite se comporta diante de varias classificagbes, auxilia na
compreensao da homogeneidade da matéria prima. O leite normal é levemente acido
e mudangas sutis, levam a maior acidificagéo e instabilidade. no entanto encontramos
leites acidos estaveis, bem como leites alcalinos instaveis. Esses achados ndo eram
esperados, mas nos fazem refletir ainda mais sobre os efeitos do ambiente na
composicao e qualidade do leite. O Lina, quando identificado e analisado pela EIE
apresentou boa especificidade. Os resultados positivos encontrados nas nossas
condi¢des experimentais indicam que esta metodologia tem potencial para classificar
leites LINA, que hoje sdo um problema para a industria leiteira e produtor rural.

Durante a condug¢ao do nosso estudo, nos deparamos com algumas limitagdes
e dificuldades que podem influenciar a interpretacdo dos resultados. E importante
mencionar essas limitagdes para fornecer um contexto completo e uma compreensao
mais precisa das informag¢des obtidas. Uma das limitagbes enfrentadas esta
relacionada ao modelo utilizado para analisar os leites. O modelo foi desenvolvido
para trabalhar com leites em condigbes laboratoriais controladas, o que pode diferir
das condicdes reais de coleta do leite. Isso pode resultar em uma discrepancia entre

os resultados obtidos em nosso estudo e a situagao pratica.
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Outra limitacdo a ser considerada é que as coletas de leite ndo foram
acompanhadas por membros da equipe de pesquisa. Embora tenhamos buscado uma
padronizacdo rigorosa dos procedimentos de coleta, a auséncia de um
acompanhamento direto pode introduzir erros amostrais e afetar a representatividade
dos dados. E importante reconhecer essa limitagdo e estar ciente de que os resultados
podem ser influenciados por essa variabilidade.

Além disso, € relevante ressaltar que analises realizadas em laboratério podem
nao refletir completamente a realidade das condigdes de campo e transporte do leite.
O monitoramento em nivel de campo, incluindo a analise das amostras coletadas
diretamente de caminhdes de transporte, pode proporcionar uma maior assertividade
e uma visdo mais precisa das condi¢cdes reais do leite. Futuros estudos devem
considerar essas limitagdes e buscar formas de supera-las para um melhor
entendimento da estabilidade do leite e a aplicagcdo de métodos de analise mais

precisos e adequados.

4.5 CONCLUSAO

Os métodos de predizer a estabilidade utilizando a EIE, apresentam resultados
promissores. Uma vez que no geral os modelos apresentaram uma acuracia acima de
80% para as graduagdes alcodlicas. Além disso, os modelos foram capazes de
discriminar e acertar entre 71% e 100% dos LINA, com uma taxa de acerto de 100%
nas graduacgdes alcodlicas acima de 78%. Isso mostra que essa tecnologia pode ser
uma ferramenta eficaz na analise e predigdo da estabilidade do leite e principalmente
uma ferramenta para diferenciar leite instavel por acidificagao de LINA e substituir o
tradicional teste do alcool.

Os resultados indicam potencial de utilizagdo. Além disso, a EIE é rapida, nao
destrutiva e possui potencial para automatizagéo. A aplicagdo dessa tecnologia pode
trazer avangos significativos na avaliagdo da estabilidade térmica do leite,

beneficiando a industria e os produtores.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos, podemos chegar a algumas conclusdes
importantes sobre a estabilidade do leite, as graduagdes alcodlicas, Cai e a utilizagédo
da EIE para predizer a estabilidade. No que diz respeito as graduacgdes alcodlicas,
observamos que a estabilidade do leite pode variar ao longo dos meses, o que indica
a importancia de considerar a sazonalidade na avaliacdo da qualidade. Além disso,
constatamos que a graduacao alcodlica de 76% (v/v) pode ser utilizada como um
critério confiavel para selecionar leites de qualidade.

Verificamos que leites mais instaveis tendem a apresentar um maior teor de
Cai. Isso sugere uma relacao entre o Cai e a estabilidade do leite, indicando que esse
parametro pode ser utilizado como um indicativo da qualidade e estabilidade do
produto. Por outro lado, constatamos que o LINA ndo apresenta diferenca significativa
nos teores de Cai em comparagao com o leite normal. Isso sugere que outros fatores,
além do Cai, estdo envolvidos na instabilidade do LINA.

Quanto aos métodos de predizer a estabilidade utilizando a EIE, observamos
resultados promissores. Uma vez que no geral os modelos apresentaram uma
acuracia acima de 80% para as graduagdes alcoolicas. Além disso, os modelos foram
capazes de discriminar e acertar entre 71% e 100% dos LINA, com uma taxa de acerto
de 100% nas graduacgdes alcoodlicas acima de 78%. Isso mostra que essa tecnologia
pode ser uma ferramenta eficaz na analise e predicdo da estabilidade do leite e
principalmente uma ferramenta para diferenciar leite instavel por acidificacdo de LINA
e substituir o tradicional teste do alcool.

Esses resultados destacam a importdncia do Cai como um indicador da
estabilidade do leite e fornecem evidéncias encorajadoras sobre o potencial da EIE
como uma alternativa aos métodos tradicionais. Com o avango dessas pesquisas,
espera-se que essas descobertas contribuam para melhorar a seleg¢ao, qualidade do
leite e fornecem uma base sélida para futuras pesquisas e avancos na area da
estabilidade do leite, visando garantir a qualidade e seguranga do produto para a

industria lactea.
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ANEXO A - RESUMO GRAFICO DO ARTIGO 1

Fonte: Elaborado pela autora

The calcium level in tank
milk naturally varies

A concentration of 76%
alcohol may serve as the
quality threshold for milks

Acid milks have a higher
content of ionic calcium

Milks that support higher
alcoholic concentrations
have a lower ionic calcium
content
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ANEXO B — RESUMO GRAFICO ARTIGO 2

MILK STABILITY

H } BULK MILK TANK : ALCOHOL TEST

I E— UNSTABLE MILK

EIE: ALTERNATIVE TO RESULTS
ALCOHOL TEST

©
@ Heahallc srang

>78% for UNAM

100% VPN in the six
alcoholic strengths, for
UNAM identification

N
m,‘ ’I EIE is fast, non-
! o destructive and has

potential for automation

Fonte: Elaborado pela autora
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