COMUNICACAO CIENTIFICA

DOI: 10.5216/cab.v12i1.9190

CONCENTRACAO HIDROGENIONICA DO LEITE DE OVELHAS:
INFLUENCIA DA MASTITE E DO CONGELAMENTO DA AMOSTRA

MAIARA GARCIA BLAGITZ,! CAMILA FREITAS BATISTA,?> FERNANDO NOGUEIRA SOUZA,?
CLAUDIA REGINA STRICAGNOLO,* VIVIANI GOMES® E ALICE MARIA MELVILLE PA1vA DELLA LIBERA®

1. Pés-graduanda na FMVZ/USP
2. Pés-graduanda na FMVZ/USP
3. Pés-graduanda na FMVZ/USP
4. Técnica do laboratério da FMVZ/USP
5. Professora Doutora da UFPR
6. Professora doutora da FMVZ/USP.

A mensuragdo do pH do leite ¢ um dos procedimentos
mais importantes e frequentes na pratica bioquimica. Essa variavel
aplica-se ao diagnostico de doengas da glandula mamaria, avaliagdo
de rendimento industrial ¢ identificagdo de sindromes metabolicas.
O presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito sobre o pH, do
congelamento do leite de ovelhas da raga Santa Inés proveniente
de glandulas mamarias consideradas sadias ¢ infectadas. Foram
analisadas 183 amostras, sendo estas divididas em negativas (146)
e positivas (37), segundo o resultado da cultura bacteriologica.
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RESUMO

ABSTRACT

Dessas amostras determinou-se o pH no momento da coleta e ap6s
o congelamento a -20 °C por trinta meses. Observou-se redugdo do
pH apods o congelamento, sendo os valores maiores nas amostras
que apresentaram resultado positivo na cultura bacteriologica.
Houve maior decréscimo do pH apos congelamento nas que
apresentaram resultado positivo na cultura bacterioldgica. O tipo
de conservagdo das amostras lacteas deve ser considerado, bem
como a analise de pardmetros que podem ser influenciados por
essa variagao.

HYDROGEN ION CONCENTRATION IN EWE’S MILK: INFLUENCE OF MASTITIS AND SAMPLE FREEZING

The measurement of pH in milk is one of the most
important and frequent procedures performed in biochemistry
practices. This variable is applied to the diagnosis of mammary
gland disease, assessment of industrial yields, and identification
of metabolic diseases. The objective of this study was to evaluate
de effect of freezing the milk from healthy and infected mammary
glands of Santa Ines ewes on the pH. The bacteriological culture
of 183 milk samples was analyzed resulting in 146 negative and
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37 positive samples. From these, the hydrogen ion concentration
was determined on sampling day and after freezing at -20°C for
30 months. A reduction on pH was observed after freezing, and
the bacteriological positive samples showed the highest pH values.
A higher decrease of the pH after freezing was seen in positive
samples. Thus, the kind of conservation of milk samples should
be considered, as well as the results of parameters that could be
influenced by such variation.
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INTRODUCAO

A mensuracao do pH do leite, um dos proce-
dimentos mais importantes e frequentes na pratica
bioquimica, representa a concentracdo total do ion
hidrogénio originario de todas as fontes. Essa varia-
vel aplica-se ao diagndstico da mastite (PYORALA,
2003), a avaliacdo de rendimento industrial (PARK et
al., 2007) e a identificagdo de sindromes metabdlicas.

A mensuragio desse pardmetro ¢ de crucial im-
portancia, considerando-se que o pH afeta a estrutura
¢ a atividade de macromoléculas bioldgicas. Sempre
que mecanismos reguladores do pH falham ou sdo
sobrepujados, podem ocorrer danos celulares irrepa-
raveis. Deve-se ressaltar que as atividades cataliticas
de certas enzimas s@o sensiveis a variagdes do pH. O
controle biologico do pH dos fluidos corporais ¢ de
suma importancia em todos os aspectos das atividades
celulares e do metabolismo.

O leite ¢ um fluido corporal caracterizado por
um conjunto de emulsao diluida, dispersdo coloidal e
solugdo rica em compostos organicos € inorganicos,
sendo um sistema tamponante com baixa concentragao
de ion hidrogénio livre (CAVALCANTE et al., 2005).
Aleve acidez do leite esta relacionada aos grupos aci-
dos livres de caseina, citrato e fosfato, além da presenca
de CO, dissolvido (PYORALA, 2003; NUNES et al.,
2008) e da concentragdo de lipideos (CAVALCANTE
etal., 2005), entre outros aspectos. PYORALA (2003),
NUNES et al. (2008) e DE ALMEIDA et al. (2009)
relataram aumento do pH durante a mastite, associa-
do com o aumento da permeabilidade da glandula
mamaria aos componentes sanguineos, o que faz que
ocorra a migragdo de componentes alcalinos do sangue,
destacando-se o ion bicarbonato.

No entanto, a constatacao laboratorial de modifi-
cacdes do leite compativeis com as condigdes clinicas
do animal pode ser prejudicada pela distincia entre o
laboratorio e a propriedade, pelo tempo entre a coleta e
a andlise ou pelo método de conservagdo da amostra. A
refrigeracdo ¢ um exemplo de importante medida para
reduzir a possibilidade de multiplicagdo bacteriana que
poderia mascarar o resultado, uma vez que o leite ¢ um
excelente meio de cultura. Dessa forma, a possibili-
dade de congelamento da amostra deixa o veterinario
apreensivo quanto a confiabilidade dos resultados la-
boratoriais em relagao aqueles que seriam obtidos se os
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exames fossem realizados imediatamente apds a coleta
(ARAUIJO et al., 1999). O congelamento favorece o
diagnostico em algumas circunstancias. Por exemplo,
com o intuito de minimizar resultados falsos-negativos
na cultura bacterioldgica de patdgenos causadores de
mastite, o congelamento de amostras lacteas tem sido
sugerido, especialmente para Streptococcus agalactiae
e Staphylococcus aureus (ZECCONI & PICCININI,
1999; SOL et al., 2002), destacando-se o ultimo, que
apresenta aumento na ocorréncia € na importancia
(ZECCONI & PICCININI, 1999).

Com o decorrer do tempo, ha tendéncia do
aumento da acidez do leite, proveniente do desdo-
bramento da lactose em 4cidos, dos quais o mais im-
portante ¢ o acido lactico, resultante da multiplicagio
da microbiota bacteriana, comumente encontrada no
leite. Nesse fendmeno, influem consideravelmente
os cuidados com a higiene ¢ a temperatura aplicados
durante a obtencdo, manipula¢do e conservagdo do
leite (TRONCO, 1997). CAVALCANTE et al. (2005)
afirmaram que a atividade de lipases, mesmo a tempe-
raturas entre 4 ¢ 8 °C, seria apenas reduzida, podendo
ocasionar diminui¢do no pH devido a degradagdo de
triacilglicerdis pelas lipases, produzindo acidos graxos
ndo esterificados (acidos graxos livres).

As informagdes sobre os fatores que podem in-
fluenciar a analise dos componentes fisico-quimicos do
leite de ovinos sdo restritas, especialmente para ragas
ndo especializadas na producdo leiteira, como raca
Santa Inés. Ressalta-se ainda que, para essas racas, a
literatura carece de dados sobre a discriminagdo entre
a glandula mamaria sadia e a infectada.

O presente estudo teve por objetivo avaliar o pH
do leite de ovelhas da raga Santa Inés proveniente de
glandulas mamarias sadias e infectadas, além do efeito
do congelamento sobre esse parametro.

MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram analisadas 183
amostras de leite de ovelhas Santa Inés primiparas e
multiparas em diferentes fases da lactacdo, que foram
divididas em negativas e positivas considerando-se
o resultado da cultura bacteriologica como “padrao-
-ouro” (CONTRERAS et al., 2007).

Inicialmente, desprezaram-se os primeiros jatos
de cada metade mamaria. Logo em seguida, procedeu-
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-se a higienizagdo do ubere ¢ a assepsia do 6stio do
canal do teto; finalmente, realizou-se a coleta asséptica
do leite.

No exame bacteriologico, as amostras de leite
coletadas foram semeadas em placa de Petri contendo
agar-sangue de carneiro (5%) e incubadas a 37 °C por
periodos de 24 a 48 horas. Posteriormente fez-se a
identificacdo dos microrganismos, através de provas
bioquimicas descritas por LENNETTE et al. (1985),
seguida da classificagdo conforme critérios estabele-
cidos por KRIEG & HOLT (1994).

A determinagdo da concentragdo hidrogeni6-
nica foi realizada em peagémetro modelo B474 da
Micronal®, calibrado em temperatura ambiente com
solucdes de pH 7,0 e 4,0, sendo, no entanto, a analise
realizada em dois momentos: coleta (M0) e apds o
congelamento (M1). Mantiveram-se as amostras con-
geladas a temperatura aproximada de -20 °C por um
periodo de trinta meses.

A distribuicao de Gaussian foi confirmada pelos
testes de Kolmogorov e Smirnov. Posteriormente, os

dados foram submetidos ao teste t para verificar as
diferencas entre os grupos. Quando houve diferenca
significativa, realizou-se o teste t para amostras parea-
das—no caso dos que apresentaram distribui¢ao normal
—, € o teste de Mann-Whitney, para os dados que ndo
apresentaram distribuicdo de Gaussian. A analise es-
tatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prisma 5.0 software (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA, USA). Foram consideradas significantes
as analises que apresentaram P < (,05.

RESULTADOS

Foram observadas 146 (79,78%) amostras ne-
gativas e 37 (20,22%) amostras positivas na cultura
bacteriologica. Destas, isolou-se apenas Staphylococ-
cus spp. Os valores do pH encontrados na coleta e
posteriormente ao congelamento das amostras (total),
assim como a sua discriminagao segundo o resultado do
exame bacteriologico, estdo apresentados na Tabela 1.

TABELA 1. Valores do pH na coleta e posteriormente ao congelamento nas amostras de leite de ovinos da raga Santa Inés, divididas
em negativas e positivas conforme o resultado do exame bacteriologico

Parametro/amostras pH (MO) pH (M1) P

Total 6,71 (6,22 - 7,66) 6,57 (6,04 - 7,92) 0,0001
Negativas 6,70 (6,22 -7,66) 6,51 (6,04 -7,92) 0,0001
Positivas 6,82 (6,53 -7,60) 6,58 (6,17-7,15) 0,0001

MO: momento da coleta.

M1: apds o congelamento.

Negativas: amostras negativas ao exame bacterioldgico.
Positivas: amostras positivas ao exame bacteriologico.
P: valor de significancia.

Ademais, os valores de pH das amostras nega-
tivas foi significantemente inferior ao das amostras
positivas antes do congelamento (P = 0,0036). Pos-
teriormente ao congelamento, observou-se apenas
uma tendéncia a menor pH nas amostras negativas
(P =0,093). Ao comparar a diferenga dos valores do
pH antes e apos o congelamento, observou-se maior
decréscimo nas amostras positivas (0,25) em relacao
com as amostras negativas (0,19) (P = 0,0376).

O leite proveniente das metades mamarias
consideradas infectadas apresentou maior pH que

aquele oriundo das glandulas mamarias consideradas
sadias, como descrito por NUNES et al. (2008) e DE
ALMEIDA et al. (2009).

Os valores de pH do leite encontrados no
presente trabalho sdo similares aos verificados
nas amostras provenientes de glandulas mamarias
sadias (6,51 a 6,71) e infectadas (6,63 a 6,93)
em estudos desenvolvidos por BIANCHI et al.,
(2004), ALBENZIO et al., (2005), SOUZA et al.,
(2005), SANTOS et al., (2007), DE ALMEIDA et
al., (2009).
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O aumento do pH observado nas glandulas
mamarias consideradas infectadas indica aumento
também da permeabilidade vascular e extravasamento
de ions do compartimento sanguineo para o leite como
resultado do processo inflamatério (PYORALA, 2003;
SANTOS et al., 2007; NUNES et al., 2008; DE AL-
MEIDA et al., 2009).

Além disso, observou-se redugdo do pH do
leite oriundo de diferentes grupos (total, negativas e
positivas) apos o congelamento, o que corrobora o re-
sultado encontrado por CAVALCANTE et al. (2005).
Isso pode levar ao diagnostico incorreto da mastite,
se forem utilizados os valores de corte aplicados para
o diagnostico dessa enfermidade, principalmente
considerando-se a maior redugdo no pH do leite pro-
veniente de glandulas mamarias infectadas (0,25) em
relagdo as sadias (0,19).

O fato pode ser explicado pelo desdobramento
da lactose em acidos, como o acido lactico, pela a¢do
de microrganismos presentes no leite, causadores de
mastite ou até mesmo pela presenca de lipases pro-
duzidas por essa microbiota que ocasionariam maior
formacgao de acidos graxos nao esterificados; estes, em
conjunto, resultariam na maior reducéo do pH (TRON-
CO, 1997; CAVALCANTE et al., 2005). Ademais, a
maior permeabilidade nos casos de mastite ocasiona
o influxo de enzimas hidroliticas que modificam a
composicao lactea pela ruptura de moléculas proteicas
e de gordura (KITCHEN, 1981). Enzimas proteoliticas
presentes no leite durante processos infecciosos podem
levar a ruptura da membrana de glébulos de gordura,
predispondo a gordura a degeneragdo pelas lipases
(AZZARA & DIMICK, 1985)

CONCLUSAO

O leite proveniente das metades mamarias con-
sideradas infectadas apresentou maior pH que aquele
oriundo das glandulas mamarias consideradas sadias.
O congelamento ocasionou reducdo do pH do leite.
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