
RESUMO. O objetivo do estudo foi caracterizar 
os componentes do leite bovino instável não áci-
do (LINA) e do leite bovino normal, determinando 
sua a ocorrência durante as estações do ano, na mi-
crorregião de Ivaiporã e Sapopema. Foram coleta-
das 353 amostras de leite cru e analisadas quanto à 
porcentagem de gordura, proteína, lactose, sólidos 
totais (ST) e não gordurosos (SNG), contagem de 
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células somáticas (CCS), contagem bacteriana total 
(CBT), prova do álcool 72o (v/v), titulação Dornic, 
prova da fervura e pH. Houve variação dos compo-
nentes analisados segundo as estações do ano, com 
exceção do pH, gordura e lactose. A distribuição de 
LINA foi mais elevada no outono e menor no in-
verno. As estações do ano influenciaram a porcen-
tagem de proteína, ST, SNG, CCS e CBT. Também 
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houve efeito do comportamento do leite (normal ou 
LINA) sobre a lactose, SNG e CBT. Houve maior 
frequência de precipitação nas amostras de leite áci-
do e menor nas amostras de leite normal. O interva-
lo de pH do LINA e do leite normal foi semelhante, 
independente da sua estabilidade na prova da fer-
vura. Nesse trabalho, a sazonalidade e o comporta-
mento do leite exercem influência sobre seus com-
ponentes, e a acidez não é o único fator relacionado 
a termo-estabilidade.
PALAVRAS-CHAVE. Estabilidade do leite, prova do álcool, 
prova da fervura, sazonalidade.

INTRODUÇÃO
O teste do álcool é utilizado para verificar a es-

tabilidade do leite bovino, determinando seu aceite 
ou rejeição pela indústria, no momento da coleta 
(Barros 2001). A precipitação da proteína pela ins-
tabilidade no teste do álcool pode ocorrer devido à 
redução de pH pela fermentação da lactose e produ-
ção de ácido lático, causada por micro-organismos. 
No caso do leite instável não ácido (LINA), a perda 
da estabilidade não está associada à contaminação 
bacteriana (Donatele et al. 2003) e não é causada 
pela acidez elevada (Marques et al. 2007). O leite 
instável não ácido pode gerar prejuízos tanto para a 
indústria quanto para o produtor, uma vez que pode 
haver rejeição de leite que está apto para ser pro-
cessado.

A ocorrência de LINA tem característica mul-
tifatorial, porém ainda não totalmente esclarecida. 
Alguns autores consideram como responsáveis pela 
ocorrência de LINA a composição e a estrutura das 
micelas, o pH do meio, a força iônica ou balanço de 
sais de cálcio iônico, citrato e fosfatos, a concentra-
ção de gordura, de lactose e de proteína, a contagem 
de células somáticas, a restrição e a relação entre 
energia e proteína na alimentação e também a gené-
tica do animal (Oliveira & Timm 2006, Zanela et al. 
2006, Marques et al. 2007).

Diversos autores relatam o efeito sazonal na 
freqüência de LINA, porém os períodos de maior 
ocorrência variam dependendo da região do país e 
da produção de alimentos. As variações na estabi-
lidade da caseína em função da estação do ano foi 
associada por Barros (2001) a dietas ou pastos ricos 
em cálcio, com deficiências ou desbalanços mine-
rais (Ca, P, Mg), e a mudanças bruscas da dieta. A 
restrição alimentar, a quantidade e a baixa qualida-
de nutricional dos alimentos, especialmente os vo-
lumosos, podem interferir na síntese de citrato e nos 

níveis de uréia, cálcio e fósforo no leite, levando a 
um aumento na instabilidade (Horne & Muir 1990, 
Williams 2002, Hernández & Ponce 2005, Fischer 
et al. 2006, Zanela et al. 2006, Ferrari et al. 2007).

O objetivo deste trabalho foi caracterizar e rela-
cionar os componentes do LINA e do leite normal, 
relacionar o pH com sua estabilidade térmica e de-
terminar a ocorrência de LINA na microrregião de 
Ivaiporã e Sapopema, no norte central do Paraná, 
durante as estações do ano.

MATERIAL E MÉTODOS
Entre novembro de 2009 e março de 2011 fo-

ram coletadas aleatoriamente 353 amostras de leite 
bovino cru diretamente de latões e resfriadores de 
imersão ou expansão em seis municípios da micror-
região de Ivaiporã e Sapopema, no estado do Para-
ná, nas quatro estações do ano assim distribuídos: 
Primavera (n=76), Verão (n=74), Outono (n=102) e 
Inverno (n=101).

As amostras foram homogeneizadas e coletadas 
com auxílio de uma concha previamente flambada e 
armazenadas em bolsas plásticas estéreis. As amos-
tras de leite para a composição centesimal e conta-
gem de células somáticas (CCS) e para contagem 
bacteriana total (CBT) foram acondicionadas em 
frascos de polietileno contendo bronopol e azidiol, 
respectivamente. Todas as amostras foram acondi-
cionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclável 
até o momento da análise.

Os frascos de polietileno foram encaminhados 
para o laboratório da Associação dos Produtores 
e Criadores de Bovinos da Raça Holandesa (AP-
CBRH) em Curitiba, para determinação a porcen-
tagem de gordura, proteína, lactose, sólidos totais 
(ST), sólidos não gordurosos (SNG), contagem de 
células somáticas (CCS) e contagem bacteriana to-
tal (CBT).

As bolsas plásticas estéreis foram encaminhadas 
para o Laboratório de Inspeção de Produtos de Ori-
gem Animal da Universidade Estadual de Londrina 
(LIPOA-UEL), onde foram realizadas a prova do 
álcool 72o (v/v) (Brasil 2002, 2003), titulação de 
acidez pelo método Dornic (Brasil 2003), prova da 
fervura em parte das amostras (n=281) e determi-
nação do pH, utilizando pHmêtro portátil HANNA 
HI8424.

As amostras foram classificadas em: LINA, os 
leites que apresentaram acidez titulável de 14 a 
18oD e precipitação na prova do álcool 72o (v/v); 
leite normal, com acidez titulável entre 14 e 18oD 
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e não precipitados na prova do álcool 72o (v/v); e 
ácidos, leites com acidez titulável acima de 18oD.

O delineamento experimental foi inteiramente 
casualisado e as variáveis analisadas foram pH, 
porcentagem de gordura, de proteína, de lactose, 
de sólidos totais (ST) e de sólidos não gorduro-
sos (SNG), contagem de células somáticas (CCS) 
e contagem bacteriana total (CBT). As variáveis 
que não tiveram distribuição normal pelo teste de 
Lilliefors (CCS e CBT) foram normalizadas por 
transformação logarítmica. Os dados foram sub-
metidos à análise de variância com os efeitos das 
quatro estações do ano, comportamentos do lei-
te (normal e LINA) e interação das estações e os 
comportamentos do leite. As médias dos compo-
nentes analisados, em relação às estações do ano, 
foram submetidas ao Teste de Tukey. A ocorrência 
de LINA nas quatro estações do ano foi analisada 
pelo teste de qui-quadrado. Para todas as análises 
foi utilizado α=5% e o software SAEG 9.1 (SAEG 
2007).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
As estações do ano na região foram bem defini-

das durante o período de execução do trabalho, com 
precipitação pluviométrica média mensal de 210 
mm na primavera, 240 mm no verão, 120 mm no 
outono e 60 mm no inverno. A temperatura variou 
de 8º C a 32ºC (mínima e máxima) na primavera, 
14ºC a 35ºC no verão, 3ºC a 31ºC no outono e 2º 
C a 31º C no inverno (INMET 2011). Para animais 
mestiços e zebuínos, a zona de conforto térmico va-
ria de 5 a 31°C e 10 a 27°C nos períodos chuvo-
sos e secos, respectivamente (Pereira 2005). O ITU 
(Índice de Conforto Térmico) na primavera e verão 
variou de 72 a 75 e ficou abaixo de 72 nos meses de 
outono e inverno (INMET 2012). O Índice de Con-
forte Térmico determina as condições de estresse de 
acordo com a sensação térmica do animal. Segundo 
Johnson (1987), os valores médios de ITU encon-
trados neste trabalho indicam que o leite foi pro-
duzindo em condições ambientais amenas. Porém, 

Hahn (1985) considera que valores de ITU entre 71 
e 78 indicam condições críticas.

Na maioria das propriedades (99,15%) a ordenha 
era manual e com bezerro ao pé. A base alimentar 
era composto de pasto e fornecimento esporádico 
de cana de açúcar no período de escassez de ali-
mentos.

O efeito da sazonalidade na composição físico-
-química e microbiológica das 353 amostras de leite 
bovino está apresentado na Tabela 1. Os componen-
tes analisados foram diferentes (p<0,05) segundo 
as estações do ano, com exceção do pH, gordura e 
lactose. 

Vários fatores nutricionais influenciam o teor de 
proteína no leite, como consumo de matéria seca, 
disponibilidade de proteína degradável e de carboi-
dratos não estruturais (Theurer et al. 1999). As pro-
priedades dessa região utilizam o pasto como base 
alimentar dos animais produtores de leite (IPAR-
DES 2009), assim as variações climáticas e a plu-
viosidade afetam diretamente a oferta de alimento, 
o que influencia a composição físico-química do 
leite. As amostras analisadas apresentaram maiores 
valores médios de proteína (3,50%), ST (12,76%) 
e SNG (8,93%) no outono. Essa estação é caracte-
rizada como um período de rebrota das pastagens 
e menor oferta alimentar, com maiores chances de 
ocorrer restrição alimentar. Com isso pode haver di-
minuição da produção total de leite, causando um 
efeito de concentração dos seus componentes, o que 
explica o aumento dos níveis de proteína, sólidos 
totais e sólidos não gordurosos no outono, o que 
também foi observado por Oliveira & Timm (2006).

As maiores quantidades de células somáticas e 
contagem bacteriana total no leite foram observadas 
nos meses de primavera e verão. Há maior suscep-
tibilidade de mastite nos meses com elevada tempe-
ratura e umidade, condições que favorecem a infec-
ção por patógenos na glândula mamária (Santos & 
Fonseca 2007) e também facilita a contaminação e 
proliferação de bactérias no leite. No outono foram 
encontradas as menores médias de contagem de cé-

Tabela 1. Efeito da sazonalidade sobre as médias das variáveis físico-químicas e microbiológi-
cas de 353 amostras de leite da microrregião de Ivaiporã e Sapopema, entre novembro de 2009 
e março de 201.

		 n	 pH	 Gordura (%)	 Proteína (%)	Lactose (%)	 ST (%)	 SNG (%)	 CCS (log10)	 CBT (log10)

	Primavera	 76	 6,63	 3,69	 3,23a	 4,42	 12,26a	 8,48a	 5,48a	 6,05ac

	Verão	 74	 6,66	 3,66	 3,18a	 4,51	 12,16a	 8,49a	 5,49a	 6,23a

	Outono	 102	 6,71	 3,86	 3,50b	 4,45	 12,76b	 8,93b	 5,02b	 5,44b

	Inverno	 101	 6,71	 3,73	 3,26a	 4,47	 12,36a	 8,08c	 5,33a	 5,84c

	Total	 353	 6,68	 3,73	 3,29	 4,47	 12,39	 8,50	 5,33	 5,89

Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças ao Teste de Tukey (P<0,05).
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lulas somáticas (5,02log10) e contagem bacteriana 
total (5,44log10), mostrando que, nesta estação, o 
leite produzido na região apresenta, além de melhor 
qualidade físico-química, também melhor qualida-
de microbiológica.

Neste trabalho, a distribuição de LINA não foi 
homogênea nas diferentes estações do ano, apresen-
tando diferença no teste de qui-quadrado (p<0,001). 
A ocorrência de LINA foi mais elevada no outono 
(62,8%) e menor no inverno (26,7%), como pode 
ser observado na Tabela 2. Resultados semelhantes 
foram relatados por Marques et al. (2007) e Zanela 
et al. (2009) que também encontraram maior ocor-
rência de LINA no outono, no Rio Grande do Sul.

Algumas pesquisas científicas apontam a restri-
ção alimentar como uma das mais frequentes causas 
do LINA, porém esse fenômeno não está associado 
somente ao desequilíbrio nutricional. Outros fatores 
influenciam sua ocorrência, como ação de micro-
-organismos psicrotróficos sobre a caseína e estágio 
de lactação (Ponce & Hernández 2001).

Segundo a análise de variância, as estações do 
ano influenciam as porcentagens de proteína, de só-
lidos totais, sólidos não gordurosos, contagem de 
células somáticas e contagem bacteriana total. Já o 
comportamento do leite (normal ou LINA) exerce 
influência sobre as quantidades médias de lactose, 
de sólidos não gordurosos e sobre a contagem bac-
teriana total (p<0,05). Esses dois fatores, estações 
do ano e comportamento do leite, não dependem 
um do outro para exercerem seus efeitos sobre a 

composição láctea, ou seja, eles são independentes. 
Isso significa que apenas as estações do ano já são 
suficientes para causarem variações nos componen-
tes citados. O fenômeno LINA, por si só, também é 
capaz de causar diferenças significativas na compo-
sição do leite.

As médias de pH, porcentagem de gordura, pro-
teína e sólidos totais, e a contagem de células soma-
ticas não diferiram (p>0,05) no leite normal e LINA, 
em nenhuma das estações observadas. A média de 
porcentagem de lactose e de sólidos não gordurosos 
e a contagem bacteriana total foi diferente (p<0,05) 
entre o leite normal e LINA, no verão (Tabela 3).

Diversos autores encontraram maior porcenta-
gem de gordura (Barros 2001, Ponce & Hernández 
2001, Oliveira & Timm 2006, Zanela et al. 2006, 
Marques et al. 2007) e menor porcentagem de pro-
teína (Ponce & Hernández 2001, Oliveira & Timm 
2006) no LINA. Neste trabalho, a gordura e a pro-
teína não apresentaram diferenças significativas em 
nenhuma estação do ano. Este fato pode ser expli-
cado pela diferença na oferta de alimentos e nas 
condições climáticas das regiões onde os trabalhos 
foram desenvolvidos, indicando que alimentação e 
clima não são os únicos fatores envolvidos na ocor-
rência de LINA.

Considerando o total de amostras (n=353), hou-
ve diferença (p<0,05) apenas para a lactose, sendo 
menor o valor médio para o LINA (4,43%), em 
comparação ao leite normal (4,49%). A concentra-
ção média de lactose apresentou diferença (p<0,05) 
no verão, sendo inferior no LINA. Barros (2001), 
Ponce & Hernández (2001), Oliveira & Timm 
(2006), Zanela et al. (2006) e Marques et al. (2007) 
também encontraram porcentagem de lactose infe-
rior no leite instável. A lactose é um dos elementos 
mais estáveis do leite. Segundo Ponce & Hernández 
(2001), a variação da lactose pode estar associada à 
energia da dieta e a sanidade da glândula mamária.

Tabela 2. Ocorrência de leite instável não ácido (LINA) na mi-
crorregião de Ivaiporã e Sapopema, entre novembro de 2009 
e março de 2011.

		 Primavera	 Verão	 Outono	 Inverno	 Total

	Ácido	 21 (27,6%)	 20 (27,0%)	14 (13,7%)	 43 (42,6%)	 98 (27,5%)
	Normal	21 (27,6%)	 25 (33,8%)	24 (23,5%)	 31 (30,7%)	101 (28,9%)
	LINA	 34 (44,8%)	 29 (39,2%)	64 (62,8%)	 27 (26,7%)	154 (43,6%)
	Total	 76 (100%)	 74 (100%)	102 (100%)	101 (100%)	353 (100%)

c2 = 31,79; P<0,001.

Tabela 3. Efeito dos diferentes comportamentos do leite (normal e LINA) sobre suas variáveis físico-quími-
cas e microbiológicas, separados pelas estações do ano.

			  pH	 Gordura (%)	 Proteína (%)	 Lactose (%)	 ST (%)	 SNG (%)	 CCS (log10)	CBT (log10)

	Primavera	 Normal (n=21)	 6,72	 3,76	 3,26	 4,37	 12,24	 8,44	 5,47	 5,86
		 LINA (n=34)	 6,68	 3,69	 3,21	 4,43	 12,18	 8,34	 5,54	 6,03
	Verão	 Normal (n=25)	 6,74	 3,55	 3,20	 4,64a	 12,35	 8,80a	 5,29	 5,86a

		 LINA (n=29)	 6,65	 3,62	 3,14	 4,42b	 11,93	 8,31b	 5,56	 6,33b

	Outono	 Normal (n=24)	 6,68	 3,57	 3,41	 4,49	 12,43	 8,86	 4,98	 5,57
		 LINA (n=31)	 6,73	 3,94	 3,50	 4,43	 12,84	 8,91	 5,01	 5,34
	Inverno	 Normal (n=74)	 6,75	 3,75	 3,30	 4,49	 12,44	 8,20	 5,38	 5,68
		 LINA (n=27)	 6,78	 3,82	 3,16	 4,44	 12,28	 7,81	 5,30	 5,71
	Total	 Normal (n=101)	6,72	 3,66	 3,29	 4,50a	 12,38	 8,55	 5,28	 5,73
		 LINA (n=154)	 6,79	 3,80	 3,31	 4,43b	 12,43	 8,48	 5,28	 5,74

Médias seguidas de letras diferentes apresentam diferenças no Teste T (P<0,05).
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Não foi encontrada diferença (p>0,05) entre as 
médias de contagem células somáticas do leite nor-
mal e do LINA, nas estações do ano. Donatele et 
al. (2003) e Zanela et al. (2006) também não en-
contraram relação entre a precipitação do leite e a 
contagem de células somáticas. Neste trabalho, foi 
encontrada diferença (p<0,05) na contagem bacte-
riana total no verão, sendo maior a contagem bacte-
riana total no LINA (6,33log10) em relação ao leite 
normal (5,86log10).

Não é possível afirmar que apenas as condições 
meteorológicas sazonais influenciem a composição 
e o comportamento do leite. Dentro de cada esta-
ção climática existem diversos fatores que podem 
contribuir para as diferenças encontradas, como a 
oferta de alimentos, o manejo, o período de lacta-
ção, entre outros. Mesmo em estudos onde esses fa-
tores são controlados, é difícil estabelecer relações 
causa-efeito quando assumimos que o LINA é mul-
tifatorial. Esses fatores não estão obrigatoriamente 
associados à sazonalidade, e isso não implica cau-
salidade entre eles. Esse estudo foi feito em con-
dições não controladas, com o objetivo de melhor 
retratar a realidade do fenômeno LINA na região. 
Independente do local estudado, a ocorrência sazo-
nal do LINA apresenta características semelhantes 
à outros estudos. Isso indica que existem causas co-
muns, que conseguem expressar sua influência in-
dependentemente de outros fatores não controlados. 

Das 281 amostras de leite bovino, que foram 
submetidas à prova da fervura, 124 (44,13%), foram 
classificadas como LINA, 108 (38,43%) como leite 
normal e 49 (17,44%) como leite ácido. Pelo teste de 
qui-quadrado, a resistência térmica não foi uniforme 
(p<0,05) segundo o comportamento do leite (LINA, 
normal ou ácido), com precipitação na prova da fer-
vura em 13 (10,48%) amostras de LINA, 7 (6,48%) 
amostras de leite normal e 11 (22,45%) amostras de 
leite ácido (Figura 1a). A média de pH dos leites nor-
mais que não precipitaram na prova da fervura foi de 
6,73, e dos leites que precipitaram foi de 6,78, mas 
não houve diferença (p>0,05) no teste de Tukey.

Para o LINA as médias de pH foram 6,72 e 6,74 
para os que precipitaram e não precipitaram, res-
pectivamente, e a diferença também não foi consi-
derada significativa (p>0,05). Porém, houve dife-
rença entre a média do pH do leite ácido precipitado 
(6,38) em relação as médias de LINA, normal e áci-
do sem precipitação (6,59).

As médias da acidez Dornic seguiram a mesma 
tendência da variação do pH, porém com diferença 

(p<0,05) entre as médias do leite normal com pre-
cipitação na prova da fervura (16,71º D) e o LINA 
sem precipitação (16,50º D) (Figura 1b). As médias 
dos leites ácidos precipitados (24º D) e não preci-
pitados (20,68º D) diferiram das demais e também 
entre si (p<0,05).

A acidificação afeta a estabilidade térmica do 
leite, sendo o principal e mais freqüente fator en-
volvido com a instabilidade. Segundo Rose (1961) 
há dois tipos de leite quanto à estabilidade térmica. 
O primeiro corresponde à maioria dos leites e apre-
senta uma estabilidade máxima com pH próximos a 
6,7 (entre 6,6 e 6,8). Essa estabilidade diminui pro-
gressivamente quando o pH se encontra entre 6,7 
até 6,9, voltando a aumentar em pH maiores que 
6,9. O segundo tipo tem uma estabilidade crescente 
quando o pH aumenta.

Diferente da estabilidade térmica, a estabilidade 
ao álcool em relação ao pH apresenta uma mesma 
curva, com crescente estabilidade conforme o pH 
aumenta, em leites de diferentes raças e espécies. 
No entanto, embora a forma da curva seja a mesma 
para os diversos leites, a sua localização no eixo de 
pH varia entre raças, entre animais da mesma raça, 
e durante a lactação da vaca (Horne & Muir 1990).

Como demonstrado por outros autores, a correla-
ção entre a resistência térmica e a prova do álcool é 
baixa, até mesmo nula (Shilton et al. 1992, Molina 
et al. 2001). Neste estudo, mesmo nas amostras com 
acidez Dornic acima de 18º, classificadas como lei-
te ácido, a precipitação na prova da fervura ocorreu 
em apenas 22,45% das amostras. O pH médio foi 
de 6,38, porém com o maior intervalo nos valores 
de pH. Assim, a resistência térmica do leite não está 
ligada somente a acidez bacteriana ou a acidez total, 
havendo outros fatores que interferem na instabi-
lidade das proteínas. Outros possíveis fatores que 
podem interferir na estabilidade do leite são: a hi-
drólise enzimática da caseína por micro-organismos 
psicrotróficos proteolíticos, a alta contagem de cé-
lulas somáticas, a temperatura, o excesso de íons 
cálcio, a adição de etanol e o desequilíbrio entre sais 
(O’Connell et al. 2006).

Considerando a amostragem estudada (n=281), 
o alizarol ou a prova do álcool 72% (v/v), indica-
ria como inapto para o processamento térmico 173 
amostras (61,57%), enquanto apenas 31 amostras 
(11,03%) realmente precipitaram na prova da fervu-
ra (Figura 1). Esse dado evidencia o teste do álcool 
como um indicador não confiável para a estabilida-
de térmica. Na União Européia, Estados Unidos e 
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Canadá, testes que simulam o estresse térmico no 
leite estão em desuso, devido à rápida melhora na 
qualidade microbiológica do leite e problemas na 
estabilidade do leite associados  à estação do ano, 
dieta e estágio da lactação. No Brasil, a prova do 
álcool era realizada à 68% (v/v) (Brasil, 1952), hoje 
a prova deve utilizar álcool à 72% (v/v) (Brasil, 
2002). Grande parte dos laticínios já utiliza álcool a 
76, 78 e até à 80% (v/v), com a intenção de selecio-
nar um leite de melhor qualidade, mas isso pode ge-
rar descarte indevido de leite (Molina et al. 2001).

CONCLUSÕES
O leite bovino das regiões estudadas apresenta 

melhores condições físico-químicas e microbiológi-
cas no outono. Na microrregião de Ivaiporã e Sapo-
pema a distribuição do LINA varia conforme as es-
tações do ano, sendo mais alta no outono e menor no 
verão. Dependendo da estação do ano, a composi-
ção físico-química e microbiológica do leite normal 
pode diferir da composição do LINA, porém essa 
diferença não está necessariamente associada ao fe-
nômeno da instabilidade sem acidez adquirida, uma 
vez que somente as estações do ano já são suficien-
tes para causarem diferenças nesses componentes. 
O intervalo de pH do LINA e do leite normal são 
semelhantes, independente da estabilidade na prova 
da fervura, evidenciando que a acidez não é o único 
fator relacionado à termo-estabilidade do leite.
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