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TESTE POSITIVO A ALCOOL NO LEITE E SUA RELACAO COM ESTADOS
CETOSICOS EM VACAS LEITEIRAS

Autor: Cristian Olivio Nied

Orientador: Félix Gonzalez

RESUMO

A producéo de leite é uma importante atividade do agronegdcio brasileiro, e
principalmente para o estado do Rio Grande do Sul, onde a atividade esta presente em
98,8% dos municipios gaichos. Visando garantir a qualidade do leite recebido pelos
laticinios, 0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento publicou no dia 12 de
dezembro de 2006, a Instrucdo Normativa 68 que estabelece métodos analiticos fisico-
quimicos. Dentre os métodos estabelecidos estd o teste da solucdo sulfocrébmica, que
visa detectar a presenca de alcool etilico no leite, evitando assim de a populacdo
consumir leite adulterado. Amostras de leite coletadas diretamente de vacas leiteiras e
sem adicdo de alcool etilico tém apresentado positividade ao teste, o qual € inutilizado
para o consumo e é descartado. O objetivo do presente estudo foi identificar metabdlitos
presentes nas amostras positivas para o teste do alcool etilico de vacas leiteiras em
propriedades no estado do Rio Grande do Sul, relacionar a positividade do teste com a
presenca de corpos cetbnicos no leite e no sangue e verificar a relacdo entre a
positividade ao teste em amostras de leite de animais com balango energético negativo.
Foram estudados 2 rebanhos leiteiros, identificados com amostras positivas ao alcool.
Em um rebanho de 29 vacas em producédo, foram coletadas amostras de animais que
estavam produzindo leite positivo a presenca de alcool (N= 29). Apb6s 6 dias de
observacdo, quando as vacas apresentaram resultado negativo ao teste de alcool, foram
novamente coletadas amostras nas mesmas condicdes da 12 coleta. No segundo rebanho
foi realizado um experimento induzindo balanco energético negativo (60% de restricdo
energética). Foram usadas 18 vacas, nove com restricdo energética e nove com consumo
energético adequado (controle). Os dias em lactagdo média do grupo com restri¢do foi
de 114 dias enquanto que do grupo controle foi de 108 dias. Foram coletadas amostras
de leite, soro sanguineo e alimentacdo fornecida aos animais nos dias das coletas de

leite de ambos rebanhos. Nas amostras de leite com resultado positivo ao alcool no



primeiro rebanho foi encontrada acetona em concentracdo mediana de 0,009% que foi
superior (p< 0,05) a concentracdo mediana de acetona nas amostras de leite negativas
(0,0008%). As concentracdes de acetona e B-hidroxibutirato (BHB) no soro sanguineo
também foram maiores nos animais que produziram leite positivo ao alcool (mediana de
0,003% e 2,40 mmol/L, respectivamente) comparado aos animais que produziram leite
negativo (mediana de acetona de 0,001% e de BHB de 1,0 mmol/L). No experimento
com restricdo energética o grupo com restrigdo, houve positividade ao teste do &lcool
etilico, tendo concentragdo mediana de acetona no leite de 0,004%, enquanto que 0s
animais sem restricdo energética tiveram concentracdo mediana de 0,001%. A
concentracdo média de acetona e de BHB no soro sanguineo nos animais com restricdo
também foi maior a das vacas sem restricdo. Nos alimentos consumidos nos dois
rebanhos estudados, foram encontradas substancias volateis naqueles alimentos que
sofreram processo de fermentagdo antes de serem fornecidos aos animais. Em
conclusdo, amostras de leite positivas a alcool com o teste de solucdo sulfocrémica
podem apresentar resultados falsos-positivos produzidos pela presenca de corpos

cetdnicos.

Palavras-chave: Alcool etilico, acetona, balango energético negativo.



POSITIVE MILK TEST TO ALCOHOL AND ITS RELATION TO KETOTIC STATUS IN
DAIRY COWS

Author: Cristian Olivio Nied

Advisor: Félix Gonzalez

ABSTRACT

Milk production is an important activity of Brazilian agribusiness, and
especially for the state of Rio Grande do Sul, where activity is present in 98.8% of the
cities of Rio Grande do Sul. In order to guarantee the quality of milk received by dairy,
the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply published on December 12,
2006, Normative Instruction 68 that establishes physical-chemical analytical methods.
Among the established methods is the sulfocromic solution test, which aims to detect the
presence of ethyl alcohol in the milk, thus avoiding the consumption of adulterated milk.
Samples of milk collected directly from dairy cows and without addition of ethyl alcohol
have been tested positively, which is unusable for consumption and is discarded. The
objective of the present study was to identify metabolites present in the positive samples
for the ethyl alcohol test of dairy cows in properties in the state of Rio Grande do Sul, to
relate the test positivity with the presence of ketone bodies in milk and blood and to
verify the relation between test positivity in milk samples from animals with negative
energy balance. Two dairy herds, identified with alcohol-positive samples, were
studied. In a herd of 29 cows in production, samples were collected from animals that
were producing positive milk in the presence of alcohol (N=29). After 6 days of
observation, when the cows presented negative results to the alcohol test, samples were
again collected under the same conditions as the 1st collection. In the second herd, an
experiment was carried out inducing negative energy balance (60% energy restriction).
Eighteen cows were used, nine with energy restriction and nine with adequate energy
consumption (control). The mean lactation days of the restricted group was 114 days
whereas the control group was 108 days. Samples of milk, blood serum and feed
supplied to the animals were collected on the days of milk collection from both herds. In
the samples of milk with a positive result on alcohol in the first herd, acetone at a
median concentration of 0.009% was found (p <0.05) at the median acetone

concentration in the negative milk samples (0.0008%). The concentrations of acetone



and [-hydroxybutyrate (BHB) in the blood serum were also higher in the animals that
produced alcohol-positive milk (median 0.003% and 2.40mmol/L, respectively)
compared to the animals that produced negative milk (median 0.001% acetone and 1.0
mmol/L BHB). In the experiment with energy restriction the group with restriction,
there was positivity to the ethyl alcohol test, with a median concentration of acetone in
the milk of 0.004%, while the animals without energy restriction had a median
concentration of 0.001%. The mean concentration of acetone and BHB in blood serum
in restricted animals was also higher than that of unrestrained cows. In the foods
consumed in the two herds studied, volatile substances were found in those foods that
had undergone fermentation process before being fed to the animals. In conclusion,
alcohol-positive milk samples with the sulfocromic solution test may present false-
positive results produced by the presence of ketone bodies.

Keywords: alcohol test, acetone, negative energy balance.
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1. INTRODUCAO

A producdo brasileira de leite foi de 33,62 bilhdes de litros em 2016, 2,9%
menor comparada a de 2015. A regido Sul estd na lideranga, com 37% do leite
produzido no pais, seguido da regido Sudeste (34,3%), e das regides Centro-Oeste
(11,85%), Nordeste (11,2%) e Norte (5,6%) (IBGE, 2016).

Considerando a producdo por unidade da Federacdo, Minas Gerais € o estado
com a maior producédo de leite, com 26,7% da producdo nacional, seguido do Parana,
com 14,1% do leite produzido no pais, Rio Grande do Sul com 13,7% e Santa Catarina,
com 9,3% do leite brasileiro (IBGE, 2016).

No ranking da producdo de leite em litros/vaca/ano (produtividade), o Rio
Grande do Sul ocupa o topo com uma producdo de 3.157 litros/vaca/ano, seguido pelo
Parand com de 2.916 litros/vaca/ano e Santa Catarina com 2.787 litros/vaca/ano,
enquanto que a meédia nacional foi de 1.709 litros/vaca/ano (IBGE, 2016). No Rio
Grande do Sul, hd 173,7 mil propriedades rurais de leite, distribuidos em 491

municipios, representando 98,8% dos municipios gauchos (EMATER, 2017).

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) estabeleceu
instrugdes normativas, decretos e portarias que visam garantir a qualidade do leite
consumido pela populacédo. De acordo com dados apresentados por um laticinio do Rio
Grande do Sul, no ano de 2015 foram inutilizados aproximadamente 480 mil litros de
leite, por ndo estar de acordo com a normativa de qualidade exigida (Instrucéo
Normativa n° 68 MAPA). Entre os motivos do descarte do leite estdo principalmente a
deteccdo de antibidticos (31,39%), positividade na prova do alcool alizarol (21,65%),
alteracdes no indice de crioscopia (20,56%), deteccdo de sangue (13,94%), deteccdo de
alcool etilico (11,98%) e presenca de cloretos (0,48%). Somente por presenca de alcool
etilico foram descartados mais de 57 mil litros de leite nesse periodo. Outros dois
laticinios apresentaram dados de janeiro a novembro de 2017, periodo em que deixaram
de ser industrializados, cerca de 70 mil litros de leite devido a positividade para o teste

do alcool etilico*.

A Instrucdo Normativa n° 68, do MAPA (12 de dezembro de 2006), oficializa os
métodos analiticos fisico-quimicos para o controle de leite e produtos lacteos, dentre os

quais esta o teste qualitativo para detectar a presenca de &lcool etilico, baseado na

*Comunicagéo pessoal, recebida por correio eletrénico.
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reducdo do Cr*® a Cr*® em uma solugdo sulfocrémica, constituida por dicromato de
potassio (K2:Cr207) e acido sulfurico (H2SOs4). Quando na presenca de alguma
substancia oxidavel ocorre a reducdo do Cr*5, e a solugdo acida muda da cor amarelo-
alaranjada (Cr*®) para a cor verde (Cr*3), caracterizando a presenca de élcool etilico
(BRASIL, 2006).

Este teste tem por objetivo identificar a adi¢do fraudulenta de alcool etilico no
leite, a adi¢do de alcool etilico visa reconstituir a crioscopia. Amostras de leite sem
haver a contaminagdo ou a adi¢éo fraudulenta de &lcool etilico, ao serem submetidas ao
teste, apresentaram resultado positivo. A hipotese é de que o referido teste em estudo,

apresenta resultados falsos-positivos.

1.1. Objetivos

1.1.1. Objetivo geral

Identificar metabolitos no leite positivo para o teste do alcool etilico de vacas

leiteiras em propriedades no estado do Rio Grande do Sul.

1.1.2. Objetivos especificos

1. ldentificar e quantificar a presenca de substancias volateis, alcool etilico e
outros alcoois no leite produzido, no sangue e nos alimentos que compde a dieta dos
animais.

2. Relacionar a positividade para o teste do alcool etilico e a presenca de
corpos cetonicos.

3. Verificar a relacdo entre positividade ao teste de alcool em amostras de leite

em situacdo de balanco energético negativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A intensificacdo da atividade leiteira ocasiona aumento dos riscos da ocorréncia
do aparecimento de transtornos metabdlicos nos rebanhos leiteiros por haver aumento
na producéo e consequente aumento do desafio metabdlico (GONZALEZ et al., 2000).
Desordens metabolicas e doengas clinicas sdo acompanhadas por altera¢fes nos fluidos

como sangue, urina e leite em vacas leiteiras (OVERTON et al., 2017).

Desde 1970 tem sido empregado para diagndstico de doengas metabolico-
nutricionais o estudo dos perfis metabdlicos dos animais através de analises sanguineas
(PAYNE & PAYNE, 1987). Kelly (1996) afirma que os testes que avaliam o perfil
metabolico sdo a melhor forma de identificar possiveis problemas nos animais antes de

que ocorram perdas de producdo ou transtornos de salde e fertilidade.

Quando h& algum desequilibrio metabolico nas vacas, pode haver alteragdes nas
caracteristicas fisico-quimicas do leite principalmente em vacas de alta producéo,
provavelmente relacionado com desequilibrios na dieta. E importante a analise da
composicao do leite uma vez que 0s precursores para sua sintese sdo filtrados a partir do
sangue nas células alveolares da glandula mamaria (GONZALEZ & CAMPOS, 2003).

Além da andlise dos componentes sanguineos, técnica utilizada por muitas
décadas, nos Gltimos anos tém se somado ao diagndstico as analises fisico-quimicas do
leite para obter conhecimento do estado de saude, associado ao estado metabdlico de
rebanhos leiteiros (CEBALLO & HERNANDEZ, 2001).

2.1. Teste do alcool etilico

O teste do alcool etilico, é um teste utilizado rotineiramente nos laticinios. O
objetivo de utilizacdo do mesmo, € detectar a presenca de alcool etilico no leite cru, o
teste é estabelecido e descrito na Instrucdo Normativa N° 68 de 12 de dezembro de
2006. Amostras de 100 mL de leite s@o colocadas para ferver em um kitassato onde €
acoplado um cano de silicone que conecta o kitassato a uma pipeta de Pasteur e a uma
solucdo sulfocrémica. As substancias que volatilizam se condensam no cano de silicone
acoplado ao kitassato e séo levadas até a solucéo sulfocromica. Os reagentes utilizados
para formar a solucdo sulfocromica sédo o acido sulfarico (H2SO4) e o dicromato de
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potéssio (K2Cr207). Na presenca de alcool etilico em meio acido ocorre a reducdo do
Cr® a Cr*3, processo em que ocorre a modificagdo da coloragdo da solugio
sulfocrémica. Quando o resultado é negativo (ndo ha& a presenca de alcool etilico) a
coloracdo da solucdo ndo se altera e quando o resultado é positivo (h& presenga de

alcool etilico) a solucdo muda de cor para um tom verde (BRASIL, 2006).

2.2. Presenca de alcool na producéo do leite

A presenca de alcool etilico no leite cru, se deve pela adi¢cao proposital com o
objetivo de mascarar a adi¢do de agua, restabelecendo o ponto de congelamento do leite
(crioscopia), pode também estar presente no leite quando é utilizado solucBes de
limpeza contendo alcool etilico para a higienizacdo do sistema de ordenha, alcoois

também estdo presentes no sistema produtivo através de alimentos fermentados.

Varios tipos de alcool podem ser formados durante a fermentac&o de forragens,
sendo possivel encontrar estes compostos em diferentes concentragfes alcéolicas em
silagens de milho que sdo utilizados para a alimentacdo das vacas (ROOKE et al.,
1988). As silagens contém varidveis quantidades de etanol, propanol, 2-butanol e
ésteres (MORGAN & PEREIRA, 1962). Amostras de silagens com odor semelhante a
vinagre ou acetona tém revelado consistentemente a presenca de propanol e
propilacetato, bem como toxinas de Fusarium spp. e Penicillium, animais que recebiam
esta silagem apresentaram problemas relacionados a produtividade e a saude
(KRISTENSEN, 2007).

Os ruminantes possuem uma organizacdo anatémica do trato digestivo que
permite uma grande eficiéncia no aproveitamento das forragens, como resultado de um
longo processo de adaptacdo (CONTRERAS, 2010). Os alimentos ingeridos pelos
ruminantes sofrem um processo fermentativo no ramen, através dos microrganismos
que o habitam (fungos, bactérias e protozoarios) (KOZLOSKI, 2011). Uma parte do
alcool que chega ao rimen pela dieta é transformado em &cidos graxos volateis pelos
microrganismos do rimen (DURIX et al., 1991), sendo o restante absorvido pela parede
ruminal (BRUNING & YOKOYAMA,1988; JEAN-BLAIN et al., 1992). O alcool
também pode ser sintetizado no rumen por fungos (TEUNISSEN et al., 1992) e
bactérias (LAUKOVA & MARAOUNECK, 1992).
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O etanol absorvido pela parede ruminal é metabolizado pelo figado (RAUN &
KRISTENSEN, 2011), onde ocorre desidrogenacdo do etanol pela enzima alcool
desidrogenase, processo em que o etanol € convertido em acetaldeido. Posteriormente, o
acetaldeido sofre uma nova desidrogenacdo, sendo convertido em acetato pela enzima
aldeido desidrogenase, e por fim, o acetato € metabolizado em acetil-CoA, processo que
ocorre com gasto de um ATP (MIRA & MANSO, 1993). A partir dessas rotas pode-se
inferir que o etanol, no final do seu metabolismo, pode gerar corpos cetonicos via acetil-
CoA (CORREA et al., 2010).

Anrique (2010) afirma que a producdo de alcool ndo é favorecida na
fermentacao ruminal, devido ao necessario gasto de ATP. O autor também afirma que
as principais fontes de alcool sdo as silagens de milho, silagens de grdo Umido e
silagens de forragens em geral. Em alguns vegetais, em alguns invertebrados, em
protistas e em microrganismos o piruvato (metabdlito final do processo de glicolise)
pode ser convertido em etanol e CO2 em um ambiente anaerdbico. Esse processo de
conversdo do piruvato em etanol ocorre em dois passos, 0 primeiro passo consiste na
descarboxilacdo do piruvato a acetaldeido pela enzima piruvato descarboxilase. Para
que a enzima tenha acdo é necessaria a presenca de Mg®* e da coenzima tiamina
pirofosfato. O segundo passo consiste na reducdo do acetaldeido em etanol, através da

enzima alcool desidrogenase, em que o NADH fornece o poder redutor (Figura 1).

0o O CO, NADH + H'
N/ |
. ™ 1t o H | NAD OH
Mg/ N/ -
A A
Piruvato- Alcool-
CH, -descarboxilase CH, -desidrogenase CH,
Piruvato Acetaldeido Etanol

Figura 1 — Produgdo de etanol a partir do piruvato, por microrganismos. Fonte: NELSON &
COX (2014).
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2.3. Cetose

A cetose é uma enfermidade metabolica frequente em vacas de alta producéo de
leite e em recéem-paridas (VANHOLDER et al., 2015). Esta enfermidade esta
relacionada com a energia requerida para a producao de leite e a quantidade de energia
ingerida na alimentacdo, quando esta Ultima ndo fornece a quantidade de energia
necessaria para a producdo de leite, ocorrendo um balanco energético negativo
(HERDT, 2000) e o estimulo da lipdlise.

A lipolise consiste na oxidacao dos &cidos graxos até acetil-CoA (B-oxidagéo), o
qual tem destinos diferentes no organismo, podendo ser completamente oxidado até
CO. através do ciclo do acido citrico ou convertido em corpos cetonicos no figado
(NELSON & COX, 2006).

Os corpos cetdnicos (B-hidroxibutirato, acetoacetato e acetona) (MCGARRY &
FOSTER, 1980) sdo transportados do figado para outros tecidos pela circulagdo
sanguinea. Os corpos cetbnicos sdo usados em todos os tecidos como fonte de energia,
exceto o figado, o qual ndo possui a enzima [-cetoacil-CoA-transferase, também
conhecida como tioforase, enzima que tem a funcdo de converter o acetoacetato em

acetoacetil-CoA (Figura 1).
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Figura 2 — Metabolismo do BHB até acetil-CoA. Fonte: NELSON & COX (2014).

A acetona é produzida em menores quantidades do que o acetoacetato e BHB em
vacas com cetose, é o Unico corpo cetdnico volatil (CORREA et al., 2010), é exalado
pela respiracdo (NELSON & COX, 2014), esta presente no leite (ENJALBERT et al.,
2001) e na urina (WOQD et al., 2004). Os demais corpos cetbnicos também podem ser

encontrados na urina e leite de animais acometidos por cetose (CORREA et al., 2010).

A cetose também esta relacionada com o escore de condi¢do corporal (ECC),
uma vez que vacas com ECC acima de 3,5 no parto, possuem 2,5 vezes mais chances de
desenvolver cetose, se comparado com vacas com ECC abaixo de 3,25 no momento do

parto (GILLUND et al., 2001). Silagens com alta concentragdo de &cido butirico
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também podem desencadear cetose nutricional em bovinos no periodo de pos-parto
(ANDERSSON & LUNDSTROM, 1985).

Os primeiros trabalhos relacionados a cetose em bovinos datam da década de
1940. Trabalhos como de Duffield (2000), avaliaram 1.010 animais em 25 fazendas em
Ontario (Canada), onde a prevaléncia de cetose subclinica nas fazendas foi de 43% nos
animais nas duas primeiras semanas pos-parto. Berge e Vertenten (2014) ao avaliar a
concentracéo de corpos cetdnicos no leite (= 100 pmol de BHB/L) em animais até 35
dias pos-parto, afirmam que a ocorréncia de cetose (subclinica e clinica) € de cerca 43%
na Alemanha, 52% na Franga, 31% na It4lia, 46% na Holanda e 31 % no Reino Unido.
McArt et al. (2012) citam uma incidéncia de 43% de cetose subclinica em vacas pos-

parto no estado de Nova lorque.

A cetose ocasiona perdas econdmicas pela reducdo da producdo de leite
(MCART et al.,, 2012) e pelos animais acometidos possuirem mais chances de ter
concomitantemente outras enfermidades como o deslocamento de abomaso (MCART et
al., 2012; SUTHAR et al., 2013, LEBLANC et al., 2005), problemas reprodutivos
(WALSH et al., 2007), metrite (SUTHAR et al., 2013), maior intervalo entre o parto e a
concepcao levando a maior descarte de animais (COOK et al., 2001), e reducdo da
imunidade inespecifica (SARTORELLI et al., 2000).

O animal acometido por cetose apresenta diminuicdo do glicogénio hepatico
(HOLTENIUS & HOLTENIUS, 1996), hipoglicemia (SAMPSON & HAYDEN, 1936),
aumento dos corpos cetdnicos no sangue, leite e urina (CORREA et al, 2010), além dos
sinais clinicos que variam de acordo com a evolucdo da doenca, como perda da
condicdo corporal, diminuicdo da producdo de leite, perda do apetite (BAIRD, 1982),
dorso encurvado, movimentos circulares, pressdo da cabega contra objetos, tremores,

incoordenacdo motora, hiperestesia, quedas e agressividade (CORREA et al., 2010).

O avango da tecnologia permitiu o desenvolvimento de meios de diagndstico de
animais com cetose subclinica, através da detec¢ao do metabdlito B-hidroxibutirato no
sangue (LEBLANC, 2010). De acordo com Gonzalez e Silva (2006), a concentragdo de
corpos cetonicos (B-hidroxibutirato) no sangue de vacas leiteiras sadias em producgéo

deve ser menor de 1 mmol/L.
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3. ARTIGO

TESTE POSITIVO A ALCOOL NO LEITE E SUA RELACAO COM ESTADOS
CETOSICOS EM VACAS LEITEIRAS

Resumo

O teste do alcool mediante solucdo sulfocrémica tem por finalidade detectar a
presenca de &lcool etilico no leite cru recebido pelos laticinios. Recentemente,
produtores e laticinios tém relatado a positividade de amostras de leite cru para o
referido teste. O presente trabalho teve por objetivo detectar substancias volateis,
incluindos corpos cetbnicos, no leite positivo ao teste do alcool. Foram estudadas duas
propriedades leiteiras: na primeira foram detectadas e analisadas amostras positivas ao
teste do alcool e na segunda foi realizada inducdo de balanco energético negativo
utilizando restricdo de 60% da necessidade energética durante 4 dias. Nas duas
propriedades foram coletadas amostras de leite, soro sanguineo e alimento fornecido aos
animais. Nas amostras dos fluidos corporais e na alimentacdo dos animais foi avaliada a
presenca e concentracdo de substancias volateis (acetona, etanol, metanol, propanol e
acido butirico), utilizando a técnica de cromatografia gasosa. No soro sanguineo foi
adicionalmente determinada a concentracdo de beta-hidroxibutirato (BHB) utilizando
kit comercial baseado em metodologia cinética enzimatica. Na primeira propriedade, as
amostras de leite positivas para o teste do alcool foram detectadas a presenca de acetona
(mediana 0,009%) superior (p< 0,05) a concentracdo de acetona nas amostras de leite
negativas (mediana 0,0008%). As concentracdes de acetona e BHB no soro sanguineo
também foram maiores nos animais que produziram leite positivo ao alcool comparado
aos animais que produziram leite negativo. A concentra¢do mediana de acetona no soro
sanguineo dos animais positivos foi de 0,008% e nos animais negativos foi de 0,0007%,
e a concentracdo mediana nos animais positivos foi de BHB foi de 1,07 mmol/L e nos
animais negativos foi de 0,56 mmol/L. Nos animais submetidos a restri¢cdo energética
houve positividade ao teste do alcool etilico no quarto dia, quando os animais com
restricdo tiveram concentracdo mediana de acetona de 0,004%, enquanto que 0s animais
sem restricdo energética tiveram neste mesmo dia concentracdo mediana de 0,001%. A
concentracdo mediana de acetona no soro sanguineo nos animais com restricdo no

quarto dia foi de 0,003%, enquanto que 0s animais sem restricdo tiveram concentragdo
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mediana de acetona no soro sanguineo de 0,001%. A concentragdo mediana de BHB no
quarto dia nos animais com restricdo foi de 2,40 mmol/L, enquanto que neste dia 0s
animais sem restricdo apresentaram concentracdo mediana de 1,0 mmol/L. Nos
alimentos consumidos pelas vacas nas duas propriedades somente foram encontradas
substancias volateis naqueles alimentos que sofreram processo de fermentativo antes de
serem fornecidos aos animais. Conclui-se que amostras de leite positivas a alcool com o
teste de solucdo sulfocrémica podem estar tendo resultados falsos-positivos devido a

presenca de corpos cetonicos.
Palavras-chave: Teste do alcool etilico, acetona, balango energético negativo.
Abstract

The test of alcohol by sulfocromic solution aims to detect the presence of ethyl
alcohol in raw milk received by dairy products. Recently, producers and dairy farmers
have reported the positivity of raw milk samples for the said test. The objective of the
present study was to detect volatile substances, including ketone bodies, in milk positive
to the alcohol test. Two dairy properties were studied: in the first one, positive samples
were detected and analyzed in the alcohol test, and in the second, negative energy
balance was induced using a 60% restriction of the energy requirement for 4 days.
Samples of milk, blood serum and food supplied to the animals were collected at both
properties. The presence and concentration of volatile substances (acetone, ethanol,
methanol, propanol and butyric acid) were evaluated in the body fluids and animal feed
samples using the gas chromatography technique. In blood serum the beta-
hydroxybutyrate concentration (BHB) was also determined using commercial kit based
on enzymatic Kinetic methodology. On the first property, the positive samples for
alcohol test were detected the presence of acetone (median 0.009%) superior (p <0,05)
to the concentration of acetone in the negative milk samples (median 0.0008%). The
concentrations of acetone and BHB in the blood serum were also higher in the animals
that produced alcohol-positive milk compared to the animals that produced negative
milk. The median acetone concentration in the serum of the positive animals was
0.008% and in the negative animals was 0.0007%, and the median concentration in the
positive animals was BHB was 1.07 mmol / L and in the negative animals it was 0.56
mmol / L. In the animals submitted to energy restriction there was a positive test for

ethyl alcohol on the fourth day, when animals with restriction had a median acetone
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concentration of 0.004%, while animals with no energy restriction had a median
concentration of 0.001% at the same day. The median serum acetone concentration in
the animals with restriction on the fourth day was 0.003%, while the animals without
restriction had a mean acetone concentration in the blood serum of 0.001%. The
median BHB concentration on the fourth day in the restricted animals was 2.40 mmol /
L, whereas on this day the animals without restriction presented a median
concentration of 1.0 mmol / L. In the foods consumed by the cows in both properties
only volatile substances were found in those foods that had undergone fermentative
process before being fed to the animals. It is concluded that alcohol-positive milk
samples with the sulfocromic solution test may be having false-positive results due to

the presence of ketone bodies.

Keywords: Ethyl alcohol test, acetone, negative energy balance.

1. Introducdo

A Instrucdo Normativa n° 68, do MAPA (12 de dezembro de 2006), oficializa os
métodos analiticos fisico-quimicos para o controle de leite e produtos lacteos, dentre os
quais estd o teste qualitativo para detectar a presenca de alcool etilico, baseado na
reducdo do Cr*® a Cr*® em uma solucdo sulfocrdmica, constituida por dicromato de
potassio (K2Cr07) e acido sulfurico (H2SOs4). Quando na presenca de alguma
substancia oxidavel ocorre a reducdo do Cr*8, e a solucéo acida muda da cor amarelo-
alaranjada (Cr*®) para a cor verde (Cr*®), caracterizando a presenca de &lcool etilico
(BRASIL, 2006). Este teste é utilizado rotineiramente nos laticinios com o objetivo de
identificar a adicdo fraudulenta de alcool etilico no leite cru recebido para
beneficiamento.

Alcoois estdo presentes no processo de producdo de leite pelos alimentos
fermentaveis e no processo de higienizacdo da ordenha. Diferentes tipos de alcoois
podem estar presentes nos alimentos nos fermentaveis, um alimento fermentavel muito
utilizado € a silagem (MORGAN & PEREIRA, 1962). Os alimentos ingeridos pelas
vacas sdo fermentados em &cidos graxos volateis pelos microrganismos presentes no
ramen (RUSSEL, 2009). Os principais &cidos graxos volateis de cadeia curta
produzidos sdo o acetato, butirato e o propionato (LEEK, 2006). Além dos &cidos

graxos volateis também sdo produzidos etanol (ALLISON, 2006), metano, dioxido de
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carbono (MCDONALD et al., 2011), acido lactico e am6nia (KOZLOSKI, 2011).
Apesar de a producdo ruminal de etanol ser desfavorecida pelo gasto de energia
necessario (ANRIQUE, 2010), em casos de acidose subaguda, ocorre uma consideravel
producdo de alcool a nivel ruminal (KRISTENSEN et al., 2007).

A fermentacdo ruminal também pode desencadear a producdo de corpos
cetdnicos através a producdo de butirato e acetato (CORREA et al. 2010).
Aproximadamente 20% do acetato pode ser convertida em corpos cetdnicos, enquanto a
maior parte (85 a 90%) do butirato é convertido em corpos cetdnicos (KOZLOSKI,
2011). A conversdo do acetato e butirato em corpos cetdnicos ocorre na passagem

destes acidos graxos volateis pelo epitélio ruminal (LEIGHTON et al., 1983).

Moio et al. (1993) avaliando a presenca de substancias volateis em leite de
bovinos, caprinos, ovinos e bubalinos encontraram em maior concentragdo corpos
cetbnicos, nas amostras analisadas. Os corpos cetonicos, sdo produzidos durante a
cetogénese (GRABACKA, 2016), os mais importantes o B-hidroxibutirato (BHB), o
acetoacetato e a acetona (LEBLANC, 2010), sendo a acetona o Unico corpo cetdnico
volatil (CORREA et al., 2010). A cetogénese também ocorre quando a energia
requerida pelo animal ndo é ingerida suficientemente, ocorrendo assim balanco
energético negativo, este processo metabdlico ocorre principalmente no periodo de
transicdo dos animais (CORREA et al., 2010; ALLEN & PIANTONI, 2013)

Alguns laticinios e produtores tém relatado nos ultimos anos descarte de leite
com resultado positivo para o teste de alcool etilico, ndo havendo a contaminacédo e
adicdo fraudulenta de alcool etilico. Os objetivos foram identificar a composi¢do de
substancias volateis presentes no leite e no soro sanguineo de amostras de leite com
resultado positivo ao teste de alcool etilico, além de verificar se animais em balango
energético negativo pode induzir um resultado positivo para o teste do alcool etilico. A

hipdtese € de que o teste em estudo apresenta resultado positivo na presenca de acetona.

2. Material e métodos

Os procedimentos feitos com os animais foram aprovados pela Comissdao de

Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, projeto de
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pesquisa n° 31.756, e autorizados pelos proprietarios mediante assinatura do termo de

consentimento.

2.1 ldentificacéo de substéncias volateis no leite, no sangue e na alimentagéo de

vacas com teste positivo a alcool etilico em amostras de leite

Propriedades particulares detectadas com positividade para alcool etilico por um
laticinio do Rio Grande do Sul, foram convidadas a participar do estudo, foram
coletadas amostras individuais de leite para o teste do alcool etilico. Para o estudo foi

considerada uma propriedade.

A propriedade é localizada no municipio de Teutdnia, com 29 animais em
lactacdo, todos da raca Holandesa, em sistema de manejo semi-confinado. Os dias em
lactacdo das vacas coletadas variou de 15 dias até 330 dias e a ordem de parto de
primiparas até multiparas com 72 cria. A coleta na propriedade ocorreu no més de abril
de 2017.

A alimentacdo, na propriedade, foi constituida de silagem de milho (Zea mays)
denominada “Silagem 17, ragdo ¢ feno de azevém (Lolium sp.), no momento da coleta
quando o resultado era positivo para o teste do alcool etilico. A alimentacdo dos animais
da propriedade, quando o teste do alcool etilico era negativo foi de silagem de milho
(Zea mays) denominada “Silagem 27, ragdo, feno de azevém (Lolium sp.), pastagem de
aveia-preta (Avena strigosa) e milho (Zea mays) moido. A troca da silagem ocorreu pois
ndo havia quantidade suficiente da silagem 1, a influéncia da alimentagdo sobre o
resultado do teste, foi pela quantidade de energia fornecida aos animais, no primeiro
momento, 0s animais recebiam 18,08 Mcal/dia, enquanto que no segundo momento,
quando o resultado do teste foi negativo, a quantidade de energia fornecida aos animais
foi de 23,15 Mcal/dia. Os resultados da energia foram obtidos através do programa

MAX System for Dairy, através de analises bromatoldgicas dos alimentos.

Todos os 29 animais em lactagéo, estavam produzindo leite positivo para o teste
do alcool etilico. Foram coletadas amostras de leite de uma fracdo da ordenha da tarde e
amostras de sangue logo apo6s, de todos os 29 animais. Foram coletadas amostras de
leite de 300 mL/animal diretamente em frascos estéreis, refrigeradas a 4°C e enviadas

imediatamente ao laticinio para confirmar o teste do alcool etilico. Imediatamente ap6s
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a realizacdo do teste do alcool etilico no laticinio, as amostras foram congeladas a (-
20°C) até serem analisadas por cromatografia gasosa para detec¢do de acetona, metanol,

etanol, propanol e acido butirico.

Testes de alcool eram realizados diariamente. Seis dias apds a primeira coleta,
quando as amostras de leite deram resultado negativo ao teste do alcool etilico na
mesma propriedade, foram coletadas amostras de leite e sangue dos mesmos 29

animais, nas mesmas condi¢des e horério da primeira coleta.

No momento das coletas de sangue e leite, também foi realizada a coleta de
todos os alimentos que os animais receberam, imediatamente retirado o excesso de ar e
congelados a -20°C, até serem analisados por cromatografia gasosa para deteccdo de

acetona, metanol, etanol, propanol e acido butirico.

2.2 Balanco energético negativo e sua influéncia no teste de alcool no leite

Vacas sem alteracGes clinicas foram selecionadas em uma propriedade leiteira
no municipio de Travesseiro, no estado do Rio Grande do Sul. Foram selecionados 18
animais em lactacdo da raca Holandesa, com peso médio de 600 kg. Os animais foram
separados em dois grupos, com 9 animais em cada grupo, um grupo recebeu a

quantidade de energia adequada, e 0 outro grupo recebeu restricao energética.

A ordem de parto dos animais variou da primeira até a quinta lactagdo com
variacdo de dias em lactacdo de 57 até 165 dias. Os dias em lactacdo média do grupo
com restricdo energética foram de 114 dias enquanto que do grupo sem restricdo foi de
108 dias. Para cada animal selecionado para o grupo com restricdo energética, havia
outro animal com ordem de parto e dias em lactacdo igual ou similar no grupo sem

restricao.

As necessidades de energia foram calculadas pelo programa MAX System for
Dairy. Os parametros considerados para o calculo da energia, além das necessidades
fisiologicas do animal, foram peso corporal, a producdo média, quantidade de gordura
(3,4%) e proteina do leite (3,1%), resultando em uma necessidade energeética calculada
de 26,06 Mcal/dia. Inicialmente, todas as vacas (de ambos grupos) foram alimentadas

com 110% do requerimento de energia do primeiro ao quarto dia, quando foi realizado
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um periodo de adaptacdo dos animais ao manejo a ser realizado. A alimentacdo dos
grupos era composta de silagem de milho, pasto de azevéem (Lolium spp.), racao, farelo
de soja e sal mineral. Foi realizada a anélise bromatoldgica de todos os ingredientes da

alimentacéo.

O grupo sem restricdo permaneceu recebendo agua e 110% das necessidades
energéticas diarias durante todos os dias do experimento, enquanto 0 grupo com
restricdo, apos o periodo adaptacédo, recebeu agua e silagem de milho, pasto de azevém
(Lolium spp.), racdo, farelo de soja e sal mineral na quantidade de 10,4 Mcal/dia,
representando 40% da necessidade energética diaria, até o quarto dia do inicio da
restricao energética, recebendo apos 0s mesmos alimentos e nas mesmas quantidades do
grupo sem restricdo. Levando em consideracdo somente a silagem (Unico alimento
fermentado), a quantidade de silagem recebida pelo grupo com restricdo durante o
periodo de restricdo energética foi de 35% inferior a quantidade recebida de silagem
pelo grupo sem restricdo. Neste experimento, todas as amostragens e analises foram
realizadas durante os 9 dias de observacdo (4 de adaptacdo e 5 com alteracbes no

manejo alimentar).

Balango energético positivo Balango energético negativo Balango energético positivo
12 dia 42 dia 72 dia 92 dia

Figura 1 — Cronologia do balanco energético do grupo com restricao energética.

Balango energético positivo Balango energético positivo Balango energético positivo
12 dia 49 dia 72 dia 92 dia

Figura 2 — Cronologia do balanco energético do grupo sem restricdo energética.

As amostras de leite foram coletadas por ocasido da ordenha, em frascos
plasticos estéreis e o volume coletado foi de 300 mL/ animal refrigeradas a 4°C até ser

realizado o teste do alcool etilico no laticinio, imediatamente congeladas (-20°C) até
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serem analisadas por cromatografia gasosa. As amostras de leite foram obtidas do
volume total da ordenha da manhd, primeiramente o leite foi ordenhado em recipientes
higienizados previamente com &gua fervida e em seguida secos. Antes de obter a
amostra de 300 mL o leite foi homogeneizado.

No momento das coletas de sangue e leite, também foi realizada a coleta de
todos os alimentos que os animais receberam, os quais foram embalados a vacuo e

congelados a -20°C, até serem analisados por cromatografia gasosa.

Coleta de sangue de ambos estudos

Foram coletadas amostras de sangue por meio da puncdo da veia jugular em
tubos vacutainer de 10 mL sem anticoagulante contendo gel SST (BD
VacutainerAdvance), centrifugadas a 4.121,6 g, por 10 minutos para obtencdo de soro,
aliquotadas em tubos do tipo eppendorf e conservadas a (-40°C) até suas analises. As
amostras de sangue foram coletadas entre duas a quatro horas apds a ordenha. Nas
amostras de sangue também foram analisadas para presenca e concentracdo de acetona,

metanol, etanol, propanol e &cido butirico e a concentracdo de BHB.

Andlises das amostras de ambos estudos

Nas amostras de leite foi realizado o teste do alcool etilico, pelo método da
solucéo sulfocromica, descrito na Instrucdo Normativa N° 68 de 12 de dezembro de
2006, que é classificado como um teste qualitativo (BRASIL, 2006). Uma amostra de
100 mL de leite foi colocada para ferver em um kitassato. As substancias volateis se
condensam no cano de silicone acoplado ao kitassato e sdo levadas até uma solugédo
sulfocrémica. Os reagentes utilizados para formar a solugdo sulfocrémica sdo o acido
sulfarico (H2S04) e o dicromato de potassio (K2Cr.07). Na presenca de alcool etilico
em meio acido ocorre a reducdo do Cr*® a Cr*3, processo em que ocorre a modificagio
da coloracdo da solucdo sulfocrdmica. Quando o resultado é negativo a coloragdo da
solucéo fica levemente amarelo-acinzentada e quando o resultado é positivo a solugédo

muda de cor para um tom verde (Figura 3).
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Figura 3 — Interpretacdo do resultado do teste do alcool no leite pelo

método descrito na IN 68. Esquerda, amostra negativa; direita, amostra

positiva.

Instrumentacéo

Foi utilizado um sistema de cromatografia a gas multidimensional (MDGC-MS)
com detector por ionizagdo em chama (Shimadzu GC-2010Plus/FID). Foi empregada
uma coluna polar de silica fundida com cobertura de polietilenoglicol (Varian CP-Wax
57CB 50 m x 0,25 mm x 0,2 um). As temperaturas utilizadas foram de 200°C e 250°C
no inlet e detector, respectivamente. A rampa de aquecimento iniciou em 50°C por 04
minutos, indo a 110°C, com aumento de 5°C por minuto, chegando a 180°C,
permanecendo por 03 minutos e 30 segundos e por fim 190°C, por 06 minutos para
ocorrer a limpeza da coluna (sistema). Terminado o processo de limpeza a temperatura
retornou aos 50°C para a proxima injecdo. Como gas de arraste e make-up foi utilizado
gas hélio, e no detector de ionizacdo em chama foram utilizados hidrogénio e ar
sintético. Posteriormente, os compostos detectados foram analisados em uma segunda
dimensdo pra fins de confirmacdo, utilizando um espectrometro de massas (Shimadzu
GC-2010Plus/MS_QP2010Ultra), com coluna de silica fundida de alta polaridade com
cobertura de polietilenoglicol Crossbond Carbowax (RestekStabilwax 60 m x 0,25 mm
x 0,25 mm).
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Analises das amostras de ambos estudos

A deteccdo dos compostos volateis nas amostras de leite e de soro sanguineo
(acetona, metanol, etanol, propanol e &cido butirico) foi realizada no Laboratério
Nacional Agropecuério (Lanagro-RS) utilizando sistema de cromatografia gasosa com
detector de ionizacdo de chama (FID, Flame lonization Detector) com confirmacao por
espectrometria de massas (GC-MS). As amostras foram aliquotadas (2 mL) e
adicionado 4 mL de acetonitrila para extracdo dos compostos,. Em seguida, as amostras
foram centrifugadas a 4.121,6 g, por 10 minutos, seguido da retirada de 1 mL de

sobrenadante para vials para analise no sistema de cromatografia gasosa.

Em todas as vezes que as amostras de leite, soro sanguineo e os alimentos foram
submetidas a analise por cromatografia gasosa, foram adicionadas amostras de controle
negativo (somente com &gua ultrapura e acetonitrila (branco)), amostras de controle
positivo com as substancias pesquisadas (acetona, metanol, etanol, propanol e &cido
butirico) nas concentracdes de 0,005%, 0,01% e 0,05%.

Apds a analise das amostras por cromatografia a gas multidimensional, foi
realizado a adi¢do de 0,005% e 0,01% de acetona P.A. em amostras distintas de leite,
com sete repeticOes cada concentracdo, todas amostras foram previamente testadas para
o teste do alcool etilico, ap6s a adicdo as amostras foram novamente submetidas ao
teste, também foi realizado a adicdo de 5 puL de acetona P.A. diretamente na solucdo
sulfocromica, com sete repeticdes. A adicdo de acetona P.A. teve como objetivo
confirmar se a substancia detectada pela cromatografia a gas multidimensional é capaz
de influenciar no resultado do teste do alcool etilico, teste descrito pela IN 68 de 12 de
dezembro de 2006. Em todas as amostras de leite que foram adicionadas acetona nas
concentragfes de 0,005% e 0,01% tiveram resultado positivo para o teste do alcool
etilico, como também o resultado é positivo quando adicionado 05 pL de acetona P.A.

diretamente na solucdo sulfocrémica.

No soro sanguineo também foi medida a concentragdo de beta-hidroxibutirato
(BHB) através de kit comercial (Ranbut, Randox), utilizando um analisador automatico
para bioguimica (CM 200, Wiener). O método € cinético enzimatico, baseado na
oxidagdo do D-3-hidroxibutirato em acetoacetato pela enzima 3-hidroxibutirato

desidrogenase.
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Anadlise estatistica

No estudo da identificacdo de substancias volateis no leite e no sangue de vacas
com teste positivo a alcool etilico em amostras de leite, os resultados obtidos da
concentracdo de acetona pela cromatografia gasosa no leite e no soro sanguineo, como
também da concentracdo de BHB no soro sanguineo foram computados em planilha
Excel, considerando o resultado do teste do alcool etilico (positivo ou negativo) com a
concentracdo dos metabolitos nos fluidos corporeos. Posteriormente os dados foram
exportados para o programa SAS (Free Statistical Software). A analise estatistica foi
realizada através do teste de Wilcoxon ndo paramétrico, pois os resultados obtidos nédo
tiveram distribuicdo normal. O intervalo de confianca foi 95%. Foram avaliadas as
concentragfes medianas, médias e desvio padrdo de acetona no leite e soro sanguineo,
bem como a mediana, média e desvio padrdo de BHB no soro sanguineo comparando
com os resultados obtidos (positivo ou negativo) no teste do alcool etilico. Foi

considerada probabilidade < 0,05.

No estudo de balanco energético negativo, os resultados obtidos da concentracéo
de acetona pela cromatografia gasosa e da concentragdo de BHB no soro sanguineo
foram computados em planilha Excel. Foi considerado nesta analise os resultados
obtidos conforme o grupo que o animal pertencia e o dia do experimento, e
posteriormente os dados foram exportados para o programa SAS (Free Statistical
Software). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os residuos
foram considerados na andlise. O intervalo de confianca considerado foi de 95% (p<
0,05). Os resultados obtidos foram comparados entre os grupos nos dias do
experimento. Foram avaliadas as concentracdes medianas, médias e desvio padrdo de
acetona no leite e soro sanguineo, bem como a mediana, média e desvio padrdo de BHB

Nno soro sanguineo.

3. Resultados e discussao

Identificacdo de substéncias volateis no leite e no sangue de vacas com teste

positivo a alcool etilico em amostras de leite
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A concentracdo de acetona nas amostras de leite € mostrada na Figura 4 e a
concentracdo de acetona no soro na Figura 5. Nas amostras positivas para o teste do
alcool etilico (N= 29), foram encontradas concentracGes de acetona no leite superiores
(p< 0,05) as concentracdes encontradas nas amostras de leite negativas (N=29). A
concentracdo mediana de acetona encontrada no leite dos animais positivos foi de
0,009% e nos animais negativos a concentracdo mediana foi de 0,0008%. Nas amostras
de leite tanto positivas como negativas, ndo foi detectada presenca de alcool etilico,
metanol, propanol e acido butirico.
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Figura 4 — Gréfico boxplot demonstrando a mediana da concentracdo de acetona em amostras de
leite (N= 29 positivos; N= 29 negativos), detectada mediante cromatografia gasosa.
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Figura 5 — Gréfico boxplot demonstrando a mediana da concentragéo de acetona nas amostras de
soro sanguineo (N= 29 positivos; N= 29 negativos), detectada mediante cromatografia gasosa.

A concentracdo de acetona no soro dos animais que produziram leite
considerado positivo, também foi maior (p< 0,05) comparado aos animais que
produziram leite considerado negativo. A concentracdo mediana de acetona no soro dos
animais positivos para o teste foi de 0,008% e concentracdo mediana de acetona nos
animais negativos foi de 0,0007%. Também ndo foi encontrado alcool etilico, nem a
presenca das demais substancias volateis pesquisadas (metanol, propanol e acido
butirico) no soro.

Os animais que tiveram o resultado do teste do alcool etilico positivo tiveram a
concentracdo de BHB no soro maior (p< 0,05) comparado aos animais com resultado
negativo. A concentracdo mediana de BHB sérico nos animais positivos ao teste de
alcool foi de 1,07 mmol/L, enquanto que nos animais negativos a mediana foi de 0,56
mmol/L (Figura 6).
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Figura 6 — Gréfico boxplot demonstrando a mediana da concentracdo de beta-hidroxibutirato
(BHB) no soro de vacas com amostras de leite positivas (N= 29 positivos) e negativas (N= 29
negativos) ao teste do alcool.

A presenca de substancias volateis (acetona, metanol, etanol, propanol e &cido

butirico) nos alimentos fornecidos aos animais € apresentada na Figura 7. Somente nos

alimentos que sofreram processo fermentativo foi detectada a presenca de substancias

volateis, sendo a substancia em maior concentragdo o etanol seguido do isopropanol.
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Figura 7 — Presenca de substancias volateis (acetona, metanol, etanol, propanol e cido butirico)
nos alimentos fornecidos as vacas. Silagem 1: silagem fornecida aos animais da propriedade
quando o teste do alcool etilico era positivo; Silagem 2: silagem fornecida aos animais da
propriedade quando o teste do alcool etilico era negativo.

Balanco energético negativo e teste de alcool no leite (estudo de restricdo de
energia)

A Figura 8 demonstra a concentragdo mediana de acetona nas amostras de leite
nos diferentes dias do experimento no grupo de vacas com restricdo energética e no
grupo das vacas sem restricdo energética. As amostras tiveram resultados positivos e
negativos para o teste do alcool etilico.
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Figura 8 — Concentracdo mediana de acetona em amostras de leite em vacas com restri¢cdo (N=

9) e sem restricdo (N= 9) energética alimentar. Periodo de restri¢cdo energética: do dia 1 ao dia 4.

A concentragdo de acetona no leite do primeiro dia ao terceiro foi similar, ndo
houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre os grupos nestes trés dias. Neste mesmo
periodo todos os animais do grupo com restricdo energética apresentaram resultado
negativo para o teste do alcool etilico. Ja no grupo sem restricdo energética neste
periodo, somente dois animais apresentaram positividade para o teste, os demais
animais apresentaram resultado negativo. Ao avaliar a concentragdo de acetona no leite
dos animais positivos do grupo sem restri¢do, os resultados obtidos foram de 0,003% e
0,00305%, foram coletadas amostras de sangue destes animais para avaliar a
concentracdo de BHB, as concentracdes de BHB foram de 1,58 mmol/L e 2,18 mmol/L,

respectivamente.

No dia 4, todos os animais do grupo com restricdo energética apresentaram
positividade ao teste do alcool etilico, a0 mesmo tempo que a concentracdo de acetona
no leite apresentava uma concentragdo maior (p< 0,05) comparado aos animais do
grupo sem restricdo. A concentracdo mediana de 0,004% nos animais positivos e

concentragdo mediana de 0,001% nos animais do grupo sem restrig&o.
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Nos dias 5 e 6 todos os animais do grupo sem restricdo tiveram resultado
negativo para o teste do alcool etilico, enquanto que para o grupo com restricdo, no
quinto dia, cinco animais tiveram resultado positivo para o teste do alcool etilico, ja no
sexto dia, todos os animais do grupo com restricdo tiveram resultado negativo. Em
ambos os dias ao ser comparado a concentracao de acetona no leite entre 0s grupos, ndo
houve diferenca estatistica (p > 0,05).
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Figura 9 — Concentracdo mediana de acetona nas amostras de soro sanguineo coletadas de vacas
com restricdo (N= 9) e sem restricdo (N= 9) energética alimentar. Periodo de restricdo
energética: do dia 1 ao dia 4.

A concentracdo de acetona no soro sanguineo (Figura 9) foi avaliada nos dias 1,
4 e 6. A concentracdo de acetona no soro foi maior no dia 4 nos animais do grupo com
restricdo comparado aos animais do grupo sem restricdo, a mediana encontrada nos
animais do grupo com restri¢cdo foi de 0,003%, no grupo sem restricdo a concentragdo
mediana foram de 0,001%, havendo diferenca estatistica (P<0,05). Todos o0s animais do
grupo com restricdo apresentaram positividade para o teste do alcool etilico no quarto
dia. Nos demais dias ndo houve diferenca estatistica na concentracdo de acetona no soro

sanguineo entre 0s grupos.
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Figura 10 — Concentragdo mediana de BHB nas amostras de soro coletadas de vacas com
restricdo (N=9) e sem restricdo (N= 9) energética alimentar. Periodo de restricdo energética: do
dia 1 ao dia 4.

A concentracdo de BHB no soro (Figura 10) também foi avaliada nos dias 1, 4 e
6. A concentracdo de BHB também foi maior (p< 0,05) no dia 4, a concentracdo
mediana foi de 2,40 mmol/L para o grupo com restricdo e a concentracdo mediana de
1,0 mmol/L para o grupo sem restricdo. O dia 4, coincide com a maior concentracdo de
acetona no soro e no leite e com 0 momento em que 0s animais do grupo com restricdo
energética apresentaram positividade para o teste do alcool etilico.

Somente na silagem, Unico ingrediente fermentavel da alimentacdo, foi
encontrado a presenca de substancias volateis. As substancias volateis encontradas
foram &cido butirico, etanol, isopropanol e em menor concentracdo metanol. Nos
demais alimentos e na agua consumida pelos animais no momento das coletas néo foi

encontrada a presenca de nenhuma substancia volatil (Figura 11).
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Figura 11 — Presenca de substancias volateis nos alimentos fornecidos aos animais.

O resultado do teste em estudo, diante dos resultados analisados, foi influenciado
pelo balanceamento energético da alimentacdo e ndo pela concentracdo das substancias
volateis presentes nos alimentos, pelo fato de nenhuma amostra, com resultado positivo
ou negativo, foi detectada a presenca das substancias pesquisadas nos alimentos, nas
amostras de leite e sangue. 1sso € justificado pelo metabolismo dos ruminantes, o etanol
ingerido, no ramen, é metabolizado pelos microrganismos presentes em acetato
(CHALUPA et al, 1964; DURIX et al, 1991) e metano (CZERKAWSKI &
BRECKENBRIDGE, 1972). Estudos demonstraram que infuses ruminais de etanol
aumentaram a concentragdo ruminal de acetato e diminuiram a concentragcdo de
propionato (ORSKOV et al., 1967) e butirato (PRADHAN & HEMKEN, 1970).

Parte do etanol que ndo é metabolizado pelos microrganismos, é absorvido pela
parede ruminal (BRUNING & YOKOYAMA, 1988). O etanol absorvido é
metabolizado no figado até a producdo de acetil-CoA (MIRA & MANSO, 1993). De
acordo com Raun e Kristensen (2011) as vacas possuem capacidade hepatica suficiente

de metabolizar os alcoois que sdo absorvidos pela parede ruminal.
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Os resultados de acetona no soro sanguineo (Figura 9), vao de acordo com 0s
resultados encontrados por Gross et al. (2011) onde vacas com restricdo alimentar
apresentavam um aumento significativo na concentracdo dos corpos cetdnicos no
sangue. A concentracdo de acetona no leite € maior se comparado ao sangue (Figuras 4,
5, 8 e 9). Resultados similares foram encontrados por Winterbach (1993), que encontrou
resultados da concentracdo de acetona no leite maiores do que a concentracdo de
acetona encontrada no sangue dos animais. Andersson e Lundstrom (1985), avaliaram a
variacdo diéaria da concentracdo de acetona no sangue e no leite a cada 4 horas,
encontrando variagdes significativas nas concentracfes de acetona durante o dia. No

presente experimento a coleta de leite antecedeu a coleta de sangue entre 2 a 4 horas.

A acetona foi a substancia mais abundante encontrada nas 360 amostras de leite
analisadas por Toso et al. (2002) no norte da Itélia, onde aproximadamente metade das
amostras eram oriundas de vacas entre 4 e 16 semanas em lactacdo. A presenca de
acetona no leite estd relacionada & ocorréncia de cetose clinica ou subclinica
(GUSTAFSSON & HEMANUELSON, 1996), ¢é produzida a partir do acetoacetato por
acdo da enzima acetoacetato descarboxilase (GONZALEZ & SILVA, 2006).

Assim como a detec¢do de acetona € indicativo da ocorréncia de cetose, 0 BHB
¢ outro corpo cetdnico mensurado para determinar a ocorréncia de cetose subclinica ou
clinica (OETZEL, 2004). No primeiro estudo ndo houve uma boa correlacdo entre a
concentracdo de BHB e de acetona no sangue, este achado pode ser explicado pela
variacdo diaria de BHB e pelo metabolismo de cada substancia.

Meier (2010) coletou diversas amostras de sangue no mesmo dia de 28 vacas
para mensurar a variacdo diaria de BHB, o autor afirma que a concentracdo diaria de
BHB variou significativamente. O resultado encontrado por Sutton et al. (1988), ao
avaliar a concentracdo de BHB de 16 vacas, no periodo de 24 h, também indica que ha
uma variacdo diaria significativa de BHB no sangue dos animais, sendo a variagdo
maior quanto menos vezes 0s animais sdo alimentados durante o dia. As maiores
concentragfes de BHB encontradas no trabalho de Sutton et al. (1988) foram
observadas na coleta das 10:30 e das 18:30 e as menores concentracfes de BHB na
coleta das 14:30 e na coleta das 06:30, sendo o resultado das 06:30 o menor de todas as

coletas.
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Enjalbert et al. (2001) analisaram a concentracdo de BHB, acetona e
acetoacetato em 60 vacas multiparas, indicando um coeficiente de correlacdo baixo
entre a concentracdo de BHB e acetona no sangue, porém o autor encontrou um
coeficiente de correlacdo alto entre a concentragcdo de acetona no sangue e no leite,

corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho.

Duffield et al. (2009) (Figuras 5, 6, 9 e 10), afirmam que o0 aumento dos corpos
cetbnicos no sangue € devido os animais estarem em balanco energético negativo.
Wood et al. (2004), citam que somente sdo gerados corpos cetdnicos em situacdes em
que é mobilizado o tecido adiposo para a geracdo de energia, quando o oxalacetato esta
no seu limite de utilizacdo no ciclo de Krebs, em uma situacdo de balangco energético
negativo. A cetose é uma doenca metabolica relevante, Gongalves (2015) cita que a
prevaléncia de cetose subclinica é de 35,65% e de cetose clinica de 13,17% em 129
animais avaliados na regido da Serra, no estado do Rio Grande do Sul. Fiorentin (2016),
cita a incidéncia de 9% de cetose subclinica ao avaliar 299 animais de 15 rebanhos

diferentes, em diferentes sistemas de manejo na regido Oeste de Santa Catarina.

Nas Figuras 7 e 11, mostram-se as concentragdes das substancias volateis
encontradas somente nos alimentos fermentados. As substancias em maior concentragéo
foram o etanol e o isopropanol. Esperava-se a auséncia das substancias volateis
pesquisadas nos alimentos ndo fermentados. N&o foi encontrada acetona. Porter e
Murray (2001), afirmam que as substancias como o etanol e o isopropanol s&o comuns

de serem encontradas em amostras de silagens.

O resultado positivo no teste do alcool no leite, na auséncia dos alcoois
pesquisados, e na presenca de acetona, pode ser devido que a acetona possui trés regides
de reatividade, no oxigénio, no carbono da carbonila e no carbono adjacente a carbonila
(VOLLHARDT & SCHORE, 2013). Solomons (2012), afirma que cetonas sao
suscetiveis a adicdo nucleofilica devido as caracteristicas estruturais da molécula. Uma
das reacOes possiveis € com a agua, ocorrendo a hidratacdo da acetona por catalise
acida, nesta reacdo duas hidroxilas ficam ligadas a carbonila funcional, formando diol
geminal (VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

A acetona possui um isémero, o enol. A conversdo da acetona em enol ocorre
rapidamente em meios 4cidos, esta isomeria é denominada de tautomeria cetoendlica.

Da mesma forma que a acetona se converte em enol, o enol também pode se converter
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em acetona, ocorrendo uma interconversdo (Figura 12) (SOLOMONS, 2012;
VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

Um proton pode entrar aqul. ., OU Um proton pode entrar aqui.
“. =/
C=C_ +HB
/ N\
/, Enolato |
HO_ 7 Oy M
C=C_+ B: C—C +B
/ \ 4 \S
Forma endlica Forma celolica

Figura 12 — Equilibrio cetoendlico (SOLOMONS, 2012).

O enol correspondente a acetona é o 2-propenol, ele é caracterizado por possuir
uma hidroxila ligada a carbonila funcional e por haver uma ligacdo insaturada entre
carbonos. A ligacdo saturada entre os carbonos é uma ligacdo fraca, podendo haver
adicéo de reagentes formando composto saturado (VOLLHARDT & SCHORE, 2013).

A oxidacdo de uma substancia é caracterizada pelo recebimento de oxigénio ou
doacdo de elétrons, enquanto que a reducdo é caracterizada pela remocdo de oxigénio,
ou pelo recebimento de elétrons. (VOLLHARDT & SCHORE, 2013). O dicromato de
potassio (K.Cr,07) utilizado é um agente redutor, o cromo hexavalente (Cr*®) possui
coloragdo amarelo-alaranjada, quando ele é reduzido a cromo trivalente (Cr3), ele
possui coloracdo verde. No teste do alcool etilico ocorre a reducdo do cromo
hexavalente a trivalente, sendo a coloracdo esverdeada do cromo trivalente interpretada

como positiva no teste do &lcool etilico (BRASIL, 2006).

Jaky et al. (2000) afirma que cetonas sdo oxidaveis diante de solugdes acida com
permanganato, e sdo oxidaveis em primeira ordem, ou seja, a acetona oxida diretamente
pelo ataque ao carbono da carbonila, o qual é suscetivel ao ataque dos atomos de
oxigénio que sdo de carater nucleofilico, uma vez que cetonas sdo suscetiveis ao ataque
nucleofilico (SOLOMONS, 2012; JAKY et al., 2000). O ataque nucleofilico do carbono
da carbonila gera éster de permanganato, o qual é rapidamente oxidado, sendo o produto
final da oxidagdo da acetona o acido aceético, o qual foi detectado por HPLC (JAKY et
al., 2000). Evans e Sefton (1922) ao estudarem o processo de oxidagdo da acetona
também encontraram como produto resultante da oxidacdo da acetona acido aceético,

além do &cido acético também didxido de carbono e acido etanodidico, sendo que as
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condigdes do teste eram as mesmas para a oxidacdo dos alcoois. Autores como Pechal et
al. (1982) afirmam que cetonas sdo oxidaveis via enolizacdo. As afirmac6es dos autores
corroboram com os achados encontrados neste estudo, levando a crer que a produgéo do
resultado falso positivo no teste do &lcool etilico tenha ocorrido a partir de agentes

cetogénicos oriundos do metabolismo dos animais.



45

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Nas condi¢bes do presente experimento, nas amostras de leite com resultado
positivo para o teste do alcool etilico ndo foi detectado etanol nem os demais alcoois
pesquisados pela cromatografia gasosa, as vacas com amostras de leite positivas para o
teste do alcool etilico continham concentracfes de acetona no leite e no soro sanguineo
e de beta-hidroxibutirato sérico maiores do que as vacas com amostras de leite negativas
ao teste de alcool. Os resultados sugerem que a presenca desses corpos ceténicos no

leite seja de origem enddgena.

Os animais submetidos a balango energético negativo produzem leite positivo
para o teste do alcool etilico. Essa positividade esta ligada a concentracdo de acetona
presente no leite. A acetona presente no leite pode ser de origem enddgena uma vez que
ela também foi encontrada no soro dos animais, em maior concentracdo nos animais
positivos. A acetona enddgena pode estar ligada a ocorréncia de cetose subclinica uma

vez que 0s animais positivos tinham a concentracdo de BHB de 2,42 mmol/L.

A concentracdo das diferentes substancias volateis pesquisadas nos alimentos

ndo foi capaz de influenciar no resultado do teste em estudo.

Sugere-se que, ao serem detectadas amostras positivas ao teste do alcool, sejam
feitas analises complementares ou que se utilizem outros métodos com maior

especificidade para a identificacdo de alcool etilico nas amostras de leite.
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