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RESUMO

A estabilidade do leite durante o processamento térmico € uma questdo importante para as
indUstrias de laticinios, principalmente na fabricacdo de produtos que sdo submetidos a
aquecimento sob elevadas temperaturas. O objetivo da pesquisa foi avaliar a estabilidade do
leite a0 etanol e sua relagdo com as caracteristicas fisico-quimicas do leite e com o0s
parametros de desempenho de rebanhos especializados das racas Holandesa e Jersey, em
propriedades com elevado grau de tecnificagdo. Foram utilizados 63 animais da raga
Holandesa e 71 animais da raca Jersey. A colheita das amostras foi feita quinzenalmente, sem
adicdo de conservantes. No laboratério, as amostras foram armazenadas sob refrigeragdo a
4°C durante 11 horas. As amostras foram submetidas a analises de acidez titulavel, prova do
etanol, concentracdo de célcio ibnico, crioscopia e andlises quimicas do leite (proteina,
gordura, lactose, sélidos totais e contagem de células somaticas). Também foram realizadas
avaliacdo de escore de condicdo corporal e do escore de células somaticas. Os dados foram
classificados por raca e as analises estatisticas foram realizadas separadamente. As analises
descritivas, correlaces e associacdo linear foram realizadas pelo programa estatistico SAS®.
Para determinar a associacdo das variaveis foi realizada a analise multivariada, mais
especificamente a analise de fatores principais. As regressdes logisticas foram calculadas para
determinar quais as caracteristicas originais e quais fatores principais aumentaram o risco de
ocorréncia de LINA, usando o programa estatistico SAS®. A estabilidade do leite de animais
especializados das racas Holandesa e Jersey foi considerada alta, com grande propor¢do de
amostras de leite estaveis em etanol acima de 80% v/v. Apenas 20% das amostras de ambas as
racas foram consideradas LINA. A composic¢do do leite dos rebanhos ndo foi afetada pelo
nivel de estabilidade, porém, o maior nimero de partos e dias em leite avancado tiveram
maior impacto na ocorréncia de instabilidade do leite na raca Holandesa e o maior teor de
solidos totais tiveram maior impacto na raga Jersey. Na raca Holandesa, o DEL avancado e a
CCS, interferiram negativamente nos teores de lactose e na estabilidade do leite. O ECC néo
foi correlacionado significativamente com a estabilidade nas duas ragas. A acidez apresentou
associacdo com a instabilidade na raca Holandesa. No entanto, na raca Jersey essa associacao
ndo foi observada devido a presenca de maior acidez natural do leite. A raca Holandesa
apresentou maior percentual de amostras de leite de alta estabilidade em relacdo a raca Jersey,
indicando que a acidez ndo foi um fator causador do menor percentual de amostras estaveis.
As racas Holandesa e Jersey apresentaram forte associacdo de Ca?* com a estabilidade. O Ca?*
foi considerado o principal fator associado a instabilidade do leite em ambas as racas,
demonstrando que este € um importante parametro na avaliacdo da estabilidade.

Palavras-chave: Caélcio idnico; contagem de células somaéticas; estabilidade do leite;
qualidade de leite; leite instavel.



ABSTRACT

The stability of milk during thermal processing is an important issue for dairy industries,
especially in the manufacture of products that undergo heating at high temperatures. The
objective of research was to evaluate the stability of milk to ethanol and its relationship with
the physicochemical characteristics of the milk and with the performance parameters of
specialized herds of Holstein and Jersey breeds, in farms with a high degree of technification.
Were used 63 animals of the Holstein breed and 71 animals of the Jersey breed. Samples were
collected every two weeks, without the addition of preservatives. In the laboratory, the
samples were stored under refrigeration at 4°C for 11 hours. The samples were subjected to
analysis of titratable acidity, ethanol testing, ionic calcium concentration, cryoscopy and
chemical analysis of milk (protein, fat, lactose, total solids and somatic cell count). Were also
performed analysis of body condition score and somatic cell score. Data were classified by
breed and statistical analyzes were performed separately. Descriptive analysis, correlations
and linear association were performed using the SAS® statistical program. To determine the
association of variables, a multivariate analysis was performed, more specifically the analysis
of main factors. Logistic regressions were calculated to determine which original
characteristics and which main factors increased the risk of occurrence of LINA, using the
SAS® statistical program. The stability of milk from specialized Holstein and Jersey breed
animals was considered high, with a large proportion of milk samples stable in ethanol above
80% v/v. Only 20% of samples from both breed were considered LINA. The composition of
the milk of the herds was not affected by the stability level, however, the greater number of
deliveries and days in advanced milk had a greater impact on the occurrence of milk
instability in the Holstein breed and the higher total solids content had a greater impact on the
Jersey breed. In the Holstein breed, advanced SLI and CCS negatively interfered with lactose
content and milk stability. ECC was not significantly correlated with stability in the two
breeds. Acidity was associated with instability in the Holstein breed. However, in the Jersey
breed this association was not observed due to the presence of higher natural acidity in the
milk. The Holstein breed had a higher percentage of high stability milk samples compared to
the Jersey breed, indicating that acidity was not a factor causing the lowest percentage of
stable samples. Holstein and Jersey breeds showed a strong association of Ca?* with stability.
Ca?" was considered the main factor associated with milk instability in both breeds,
demonstrating that this is an important parameter in the assessment of stability.

Keywords: lonic calcium; somatic cell count; milk stability; milk quality; instable milk.
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CAPITULO 1 - FATORES RELACIONADOS COM A PRODUCAO E QUALIDADE
DO LEITE

1.1 PANORAMA MUNDIAL DA PRODUCAO DE LEITE

Atualmente, cerca de 532,3 milhdes de toneladas de leite s&o produzidas por ano no
mundo, sendo a Unido Europeia, Estados Unidos, india, China, RUssia e o Brasil, os paises
com maior expressividade na producdo de leite mundial. Ja no panorama nacional, a producéo
de leite tem lugar de destaque no agronegdcio nacional, com producéo de 34,84 bilhdes de
litros de leite, com Minas Gerais detendo participacdo de 27,11%, seguido do Parana e Rio
Grande do Sul, com 12,45% e 12,26%, respectivamente, concentrando quase 70% do total da
producdo nacional (EMBRAPA, 2021).

A regido Sul tem destaque na producdo de leite nacional, obtendo um volume de
11,65 bilhdes de litros, distribuidos entre os trés estados: 37,24% no Parand, 36,65% no Rio
Grande do Sul e 26,09% em Santa Catarina. O estado do Paran ocupa a segunda posi¢do no
ranking de producdo de leite do pais, contribuindo com cerca de 4,3 bilhdes de litros na
producdo nacional (EMBRAPA, 2021). Neste cenario, destaca-se a regido dos Campos
Gerais, sendo os municipios de Carambei, Castro e Arapoti, 0s que apresentam a maior
contribuicdo para produgdo leiteira (IBGE, 2018), com animais selecionados geneticamente e
instalagOes altamente tecnificadas, que intensificam a producdo leiteira dos rebanhos.

Contudo, considerando a produtividade como um indicador de desenvolvimento da
atividade leiteira, o Brasil, embora seja um dos maiores produtores mundiais, apresenta
indices de produtividade menores que outros paises, sendo inferiores a 3 mil kg de
leite/vaca/ano, com um rebanho de 16,4 milhdes de vacas ordenhadas (FAO, 2019). Esse
cenario mostra um déficit no desenvolvimento do pais, com relagdo a produtividade dos
animais quando comparado ao maior produtor mundial, os Estados Unidos, com 9.900 kg de
leite/vaca/ano e com cerca de 1,80 milhdes de cabegas (EMBRAPA, 2018).

Apesar de ser um dos alimentos mais consumidos no mundo, o consumo de leite
varia consideravelmente entre paises. O Brasil apresentou no ano de 2018 um consumo per
capita de 175 kg/hab/ano, valor considerado baixo comparado ao de paises desenvolvidos
como Nova Zelandia, Australia e paises da Unido Europeia que apresentam um consumo per

capita de aproximadamente 300kg/hab/ano (SIQUEIRA, 2019). No entanto, o consumo de
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leite no Brasil est4 de acordo com o valor recomendado por véarios paises no mundo, algo em
torno de 480 - 500mL de leite por dia (FAO, 2013).

1.2 LEITE

O leite é obtido sem outras especificacdes, de uma ordenha completa, ininterrupta,
em condigOes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas, descrito no
Regulamento na Inspecdo Industrial e Sanitaria de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL,
2017). Desta forma, é considerado o mais nobre dos alimentos, devido a sua composic¢éo rica
em proteina, gordura, carboidratos, sais minerais e vitaminas, que proporcionam nutrientes
essenciais para o crescimento dos mamiferos (MULLER, 2002).

O leite e seus derivados estéo entre os alimentos mais consumidos mundialmente, em
funcdo de ser altamente nutritivo e essencial na nutricdo humana (MOURA et al. 2017) e
apresenta inimeros beneficios para a saide humana (ORLANDINI; TORTELLY NETO,
2020). O consumo de derivados lacteos em estudos com o aumento da concentracao proteica
pode causar diminuicdo na taxa de glicose no sangue pés-prandial e a supressdo do apetite pos
almoco, que sdo associados a anormalidades da glicemia de pacientes com diabetes mellitus
tipo 2 (KUNG et al. 2018).

O leite e seus derivados sdo considerados as principais fontes de célcio para o
consumo humano. O célcio possui varias fun¢des no organismo humano, entre elas estdo a
formacdo e manutencdo de 0ssos e dentes, regula os batimentos cardiacos, participa da
atividade de algumas enzimas, atua no ajuste do balango de ions célcio, sodio, cloro e
magnésio, entre outras (PHILIPPI, 2014).

Pessoas que possuem intolerdncia a lactose tem um consumo menor de derivados e
leite e consequentemente de célcio (Ca). O baixo consumo de Ca possivelmente ocasionou
uma reducdo da densidade mineral éssea no colo de fémur e fémur total nos individuos com
intolerancia a lactose, predispondo a osteopenia e & osteoporose (SALOMAO et al. 2012).
Pesquisas recentes tém constatado inumeros beneficios do leite para a salude e nutri¢do
humana. Hynes (2018), em um estudo sobre distlrbios do sono associados ao consumo de
leite, observou propriedades anti-inflamatérias no leite associadas a forma menos grave de
apneia do sono.

De acordo com uma pesquisa conduzida por Kung et al. (2018), verificou-se

reducdo nas concentracdes de glicose sanguinea com o consumo de leite, evidenciando seu
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efeito no controle de doencas como obesidade e diabetes. De acordo com uma meta-analise
feita por Nieman; Anderson; Cifelli (2020), onde avaliaram os efeitos do consumo de
produtos lacteos ou ingestdo da proteina lactea em marcadores para inflamacgdes, observaram
que o consumo de produtos lacteos (leite, queijo e iogurte) tem efeitos benéficos em adultos
com sobrepeso/obesidade, causando diminuicdo do colesterol de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), diminuicdo da pressdo sanguinea e do risco de doencas cardiovasculares.

1.2.1 Composicéo

O leite é uma combinacdo de inimeros elementos, apresentando em geral 88% de
agua, 3,2 g/100g de proteina, 3,4 g/100g de gordura, 4,7 g/100g de lactose e 0,72 g/100g de
minerais (WATTIAUX, 2008). E um produto complexo e apresenta mais de 100 substancias
que estdo em suspensdo, solucdo ou emulsdo em agua (WATTIAUX, 2008). Os principais
elementos sélidos presentes no leite sdo proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, que permanecem em equilibrio de modo que a relacdo entre eles é muito estavel
(ANTUNES, 2003).

A composicao apresenta variagfes principalmente com relacdo a raga, alimentacao,
sanidade do rebanho, instalacdes, estadio de lactacdo e intervalo de ordenhas (WATTIAUX,
2008).

1.2.2 Gordura

A gordura do leite € o componente com maior variacdo percentual, de 3 a 6%,
dependendo da raca, época do ano, alimentago, regio e periodo de lactacdo dos animais. E
composta por um grupo diversificado de moléculas organicas apolares (insollveis em agua),
formadas a partir de acidos graxos (-COOH) e alcool (-OH) (NELSON; COX, 2014).

A gordura é sintetizada pelas células epiteliais mamarias que formam os alvéolos, a
partir de substancias extraidas do sangue (35 - 75%) e uma fracdo que € obtida pela sintese de
novo dentro do citoplasma das células epiteliais mamarias (GONZALEZ; SILVA, 2017). Em
seguida, a gordura é secretada na forma de globulos graxos, compostos principalmente de
triglicerideos cercados de uma dupla camada lipidica, semelhante a membrana apical das
células epiteliais (DURR; FONTANELI; MORO, 2001). Os precursores usados para a sintese
de gordura sdo a glicose, acetato, B-hidroxibutirato e triglicerideos, sendo parte dos acidos
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graxos usados para sintetizar os triglicerideos provenientes de lipidios do sangue e da sintese
de novo. Os precursores de gordura sao absorvidos no intestino ou mobilizados das reservas
corporais dos animais (GONZALEZ; SILVA, 2017). Porém, os lipideos que s&o
disponibilizados na dieta para a sintese de precursores para a producdo da gordura no leite,
sdo modificados no ambiente ruminal através de um processo de satura¢do, mais conhecido
como lipdlise e biohidrogenacdo (OLIVEIRA; SIMAS; SANTQOS, 2004).

A biohidrogenacdo consiste na adicdo de um ion hidrogénio (H+) em uma dupla
ligacdo dos acidos graxos insaturados, resultando em acidos graxos saturados. Em geral, a
maior parte dos &cidos graxos insaturados que tém 18 carbonos (18:1, 18:2 e 18:3,
respectivamente, oleico, linoleico e linolénico) ou 16 carbonos (16:1, o palmitoleico) serdo
convertidos a &cido estearico (18:0) e palmitico (16:0). O processo de biohidrogenacdo ndo €
eficaz para todos os acidos graxos insaturados, e alguns deles conseguem alcancar o duodeno
e sao absorvidos, como por exemplo, o acido linoleico, linolénico e produtos intermediarios
tais como é&cidos linoleico conjugados e &cido trans-vacénico (trans-11 C18:1) (HOLANDA,;
HOLANDA; MENDONCA JUNIOR, 2011).

Em consequéncia do processo de biohidrogenacdo que ocorre no ambiente ruminal, a
gordura presente no leite apresenta altas concentracdes de acidos graxos saturados (EIFERT
et al. 2006). A gordura do leite apresenta varios compostos benéficos a saude (EIFERT et al.
2006) que sdo decorrentes principalmente do perfil de acidos graxos insaturados, sendo o0
oleico (C18:1 cis-9) e os isdbmeros do &cido linoleico conjugado (CLA), associados com a
reducdo do colesterol e efeitos anticarcinogénicos, respectivamente (HAUG; HISTMARK;
HARSTAD, 2007).

O é4cido linoleico conjugado é considerado um dos acidos graxos insaturados mais
importantes estudados atualmente. Ele € proveniente da biohidrogenacéo dos acidos linoleico
e linolénico no rdmen, tendo propriedades anticarcinogénicas, hipocolesterolémica, controle
da obesidade e auxilia na modulagdo do sistema imune (HOLANDA; HOLANDA,
MENDONCA JUNIOR, 2011).

1.2.3 Proteina

O leite de vaca apresenta cerca de 3,2 a 3,5% de proteina total, constituidas por
compostos nitrogenados, dentre os quais 95% ocorrem como proteinas e 5% como compostos

nitrogenados ndo proteicos (TRONCO, 2010). A proteina possui funcdo natural de fornecer
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aos mamiferos, aminoacidos essenciais necessarios para o seu desenvolvimento e demonstra
importancia fundamental nas caracteristicas de muitos derivados lacteos, pois é o fator
determinante no rendimento na fabricacdo de queijos, iogurtes e outros derivados lacteos (YE,
2011).

As proteinas do leite sdo subdivididas em 2 grupos principais: caseinas (80%) e
proteinas do soro (20%), e a porcentagem destes componentes variam de acordo com a raga
dos animais, alimentacdo, dentre outros fatores (WATTIAUX, 2008). Entre 0os componentes
do leite, as proteinas sdo os nutrientes de maior valor industrial pois a lucratividade das
indUstrias depende do rendimento proteico representado pelo extrato seco total e sua
eficiéncia na transformacdo do leite em derivados e leite fluido, que por sua vez dependem
principalmente da qualidade da matéria-prima (BRASIL et al. 2015).

Desta maneira, algumas das principais propriedades tecnologicas do leite,
consideradas de grande importancia industrial (coloragcdo branca, estabilidade ao etanol, ao
calor e a coagulacdo por coalho), sdo proporcionadas pelas caracteristicas fisico-quimicas das
micelas de caseina (FOX; BRODKORB, 2008).

1.2.3.1 Caseinas

Considerada a principal proteina do leite, a caseina é uma fosfoproteina sintetizada
nas células epiteliais da glandula mamaria e secretada na forma de micelas. Esta proteina é
classificada em quatro subgrupos: alfa (o), beta (B), kappa (x) e gama (y) (DURR;
FONTANELI; MORO, 2001). Dentro de cada subgrupo aparecem ainda variantes genéticas,
ou seja, mutacdes que ocorreram na estrutura primaria das caseinas em que um ou mais
aminoacidos foram substituidos por outros na sequéncia primaria da cadeia polipeptidica
(SCARBIERI, 1996).

Os subgrupos das micelas de caseina sdo formados principalmente pela osi,
considerada a fragdo mais susceptivel ao efeito de proteases, e a fragdo asz, altamente
hidrofilica e com grande sensibilidade ao calcio ionizavel. A fracdo de B-caseina € mais
sensivel em baixas temperaturas, tornando-se também susceptivel as proteases presentes no
leite. J& a fracdo considerada menos hidrofobica, responsavel por manter a estabilidade
proteica da micela, é a «-caseina, que sofre menos efeito do Ca soltuvel no leite, em
comparacdo com as demais fracbes, mantendo assim a estrutura e a repulsdo eletrostatica
entre as micelas em solucédo no leite (CHEFTEL; CUQ; LORIENT, 1989).
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1.2.3.2 Proteinas do soro

As proteinas do soro do leite também conhecidas como whey protein, geralmente sdo
extraidas da porcdo aquosa do leite, durante o processo de fabricacdo de queijos. As proteinas
do soro do leite apresentam uma estrutura globular contendo algumas pontes de dissulfeto,
que conferem uma certa estabilidade estrutural. Os peptideos do soro sdo formados por
fragcOes de B-lactoglobulina (BLG), a-lactoalbumina (ALA), albumina do soro bovino (BSA),
imunoglobulinas (Ig) e glicomacropeptideos (GMP). Essas fracGes variam em tamanho, peso
molecular e funcdo, fornecendo as proteinas do soro caracteristicas especiais (KINSELLA,;
WHITEHEAD, 1989; AIMUTIS, 2004)

Estudos realizados com as proteinas do leite, incluindo as proteinas do soro,
mostraram que além de seu alto valor bioldgico, elas possuem peptideos bioativos, que atuam
como agentes antimicrobianos, anti-hipertensivos, reguladores da funcdo imune, assim como
fatores de crescimento (SALZANO, 2002). No entanto em comparagdo com as caseinas, as
proteinas do soro apresentam pouca influéncia sobre as propriedades fisico-quimicas do leite,
porém, durante o processamento térmico, tornam-se importantes. Sob temperaturas superiores
a 80°C, elas desnaturam-se e podem atuar como agentes emulsificantes de lipidios, devido a
facilidade em interagir com moléculas hidrofébicas e, ao mesmo tempo, com moléculas do
préprio solvente (TRONCO, 2010).

1.2.4 Lactose

A lactose é considerada o principal carboidrato do leite, proveniente da juncdo da
glicose e a galactose (dissacarideo) no tecido mamario. A concentracdo media de lactose no
leite varia em torno de 4,7 a 5,2g9/mL, podendo ocorrer pequenas variacdes de animal para
animal (TRONCO, 2010). A sintese de lactose tem papel de grande importancia na regulacéo
osmotica da passagem de componentes do sangue para o leite. Através do principio osmdtico,
ela atrai agua para dentro das vesiculas do complexo de Golgi, e assim controla a quantidade
de &gua que entra na glandula mamaéaria (GUINARD-FLAMENT et al. 2006),
consequentemente, a lactose determina o volume de leite produzido na glandula mamaria
(BOUTINAUD et al. 2008).
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1.2.5 Minerais

O leite é composto por uma grande variedade de minerais que estdo integrados as
micelas da proteina ou isolados em solugdo, permanecendo em constante equilibrio na fase
soltvel ou livres e na fase coloidal (ORDONEZ et al. 2005). Os minerais representam cerca
de 0,6 - 0,8% do peso do leite, sendo o célcio considerado 0 mais importante para a salde
humana. O leite contém também diversos minerais em menores quantidades: sodio (Na),
potassio (K), magnésio (Mg), enxofre (S), iodo (1), zinco (Zn), cobre (Cu), etc. (TRONCO,
2010). Os minerais mantém o equilibrio constante do leite, passando do sangue para o leite,
dependendo do potencial hidrogenidnico (pH), temperatura e a concentracdo salina do leite.
Essas mudangas na concentragcdo de sais tem forte influéncia na estabilidade do leite
(WALSTRA; JENNESS, 1984).

1.2.5.1 Citratos

Os citratos encontram-se nas fases soluvel e coloidal do leite, e as suas interacdes
com as proteinas exercem grande influéncia sobre a estabilidade térmica do leite e seus
derivados. A adicédo de citrato no leite, melhora a estabilidade térmica do leite, devido a sua
eficacia em sequestrar o calcio ibnico (Ca®") e reduzir a concentragio de fosfato de calcio
coloidal (SANTOS; FONSECA, 2007).

De acordo com Teixeira (2019) a adicdo de citrato no leite pode aumentar a sua
estabilidade térmica, pois propicia maior equilibrio entre as fases (solivel e coloidal),
reduzindo a concentracdo de fosfato de célcio coloidal por meio da conversdo em citrato

solGivel ndo ionizado.

1.2.5.2 Célcio

No leite, 0 mineral Ca encontra-se em duas formas: soltvel e coloidal, sendo a forma
soltvel encontrada na forma de Ca?* e ligado ao citrato e fosfato e na forma coloidal ligado a
estrutura das proteinas (SANTOS; FONSECA, 2007).

As micelas de caseina, apresentam-se com cargas negativas no leite, sendo estas
cargas resultantes das ligagdes de fosfato de calcio em sua estrutura. No entanto, quando

ocorre 0 aumento de Ca solivel no meio, ocorre o aumento de célcio ligado, causando
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reducdo das cargas negativas das micelas, resultando na diminuicdo da barreira eletrostatica.
O aumento da concentracdo de célcio total no leite, em pH normal (6,6), levara ao aumento
das ligacGes desse mineral com as micelas, causando diminuicdo das cargas elétricas das
micelas (HORNE; PARKER, 1982).

De acordo com Horne; Parker (1981), a medida que ocorre 0 aumento do nivel de
calcio total no leite, a concentracdo alcoodlica de etanol (prova do &lcool) necesséria para que
ocorra a precipitacdo (coagulacdo) das micelas de caseina, é reduzida, ou seja, o leite torna-se
mais instavel. Chavez et al. (2004), em um estudo avaliando os parametros que afetam a
estabilidade do leite, observaram que a elevacio da concentragdo de Ca?* provocou aumento
da instabilidade do leite ao etanol e a diminuicdo da resisténcia térmica do leite, quando
submetido ao teste de coagulacdo por aquecimento.

A capacidade hidrofébica das micelas de caseinas aumenta ap6s a adicdo de Ca no
leite, 0o que indica modificacbes estruturais das micelas. Quando uma proteina esta
desorganizada estruturalmente, pode ocorrer a exposi¢cdo dos seus segmentos hidrofébicos
(PHILIPPE et al. 2003).

1.2.5.3 Fosfatos

O fosfato de calcio é considerado de fundamental importancia para a manutencao da
estrutura das micelas de caseina pois est4 associado principalmente as fracdes de asl-, as2- e
B-caseinas. Estas ligacOes sdo responsaveis pela manutencdo da estrutura e estabilidade das
micelas (GAUCHERON, 2005).

De acordo com Horne; Muir (1990), a adicdo de fosfato de calcio antes do pré-
aquecimento do leite causa reducdo da concentracdo de célcio solUvel. Essa reducdo se deve a
todas as micelas de caseina apresentarem em suas estruturas, residuos de fosfoserina. Os
grupos fosfato destes residuos constituem os principais sitios de ligacdes de cations nas
micelas (GAUCHERON, 2005).

1.2.6 Vitaminas

O leite apresenta uma grande quantidade de vitaminas necessarias para 0 organismo.
As vitaminas conhecidas como lipossoluveis, vitamina A, vitamina D, vitamina E e a

vitamina K, que estdo associadas principalmente aos glébulos de gordura no leite
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(GONZALEZ; CAMPOS, 2003). Além disso, apresenta também niveis elevados de vitaminas
no complexo B (vitamina B2, vitaminas B4, vitamina B6 e vitamina B12) e a vitamina C
(ALBUQUERQUE, 1997). Uma importante funcdo das vitaminas, especificamente da
vitamina D, no organismo, é com relacdo a absorcdo intestinal de célcio. A forma ativa do
metabolito da vitamina D (diidroxivitamina D [1,25(0OH)2 D3 ]), é considerada a principal
reguladora da absorcao de célcio pelo intestino (SILVA; TEIXEIRA; GOLDBERG, 2004).

1.3 QUALIDADE DE LEITE

Com a crescente producdo nacional de leite, devido a sua importancia nutricional na
alimentacdo, estudos vém sendo realizados com o proposito de melhorar seus padrdes de
qualidade, visando atender a demanda das industrias de beneficiamento e dos consumidores,
que estdo cada vez mais exigentes (TRONCO, 2010).

A qualidade do leite in natura é influenciada por muitos aspectos, entre 0s quais se
destacam os fatores zootécnicos associados a alimentacdo dos animais, ao manejo, potencial
genético dos rebanhos e fatores relacionados & obtengdo e armazenagem do leite (MOURA et
al. 2017). Com a preocupacao de padronizar a producdo de leite e de garantir sua qualidade, o
Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do leite (PNMQL) por meio da instrucdo
normativa (IN) de n°® 76/77, estabeleceu normas de producdo e padrdes fisico-quimicos do
leite, visando melhorias na qualidade do leite cru e industrializado brasileiro (BRASIL, 2018).

De acordo com a IN n° 76, o leite deve apresentar as seguintes propriedades: pH 6,6
- 6,8, acidez entre 0,14 — 0,18 g de &cido latico/ml, estabilidade ao alizarol na concentracdo
minima de 72% vl/v, densidade relativa entre 1,028 e 1,034 g/ml, teor minimo de gordura de
3,0 g/100g; teor minimo de proteina total de 2,9 g/100g, indice crioscépico entre -0,530 °H e a
-0,555 °H, contagem de células somaticas (CCS) de no maximo 500.000 CS/mL e a contagem
padrdo em placas (CPP) de no maximo 300.000 UFC/mL (BRASIL, 2018).

Conforme mencionado, a estabilidade do leite representa um dos parametros de
qualidade exigidos pela legislacdo e sua avaliagdo € realizada por meio do teste do etanol. O
etanol utilizado no teste promove a desidratacdo do leite, reduzindo a constante dielétrica do
meio, 0 que leva ao aumento da dissolucdo de sais e a reducdo da carga negativa das micelas,
fazendo com que aumente a precipitagdo das caseinas (MARQUES et al. 2007). Portanto,
quando o leite coagula no teste ou apresenta resultado positivo (precipitacdo), é classificado

como leite instavel.
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O teste do alcool é realizado na propriedade, antes do carregamento do leite, e avalia
a estabilidade das principais proteinas lacteas, as caseinas, que sao submetidas a desidratacao
pelo alcool (MARQUES et al. 2007), permitindo analisar a capacidade do leite em suportar
elevadas temperaturas sem sofrer precipitacdo (coagulacdo) (SINGH, 2004), simulando o
processo ocorrido na industria. Porém, segundo Ribeiro et al. (2008) além de avaliar a
estabilidade térmica do leite, o teste também é considerado um indicador indireto da acidez
do leite. Resultados positivos ao teste do etanol podem ocorrer devido principalmente a
reducdo de pH, pela fermentacao da lactose por micro-organismos mesofilos com a producéo
de acido latico, sendo considerado um leite acido. Segundo a legislacdo, este leite ndo deve
ser transportado para a industria (FONSECA; SANTOS, 2000).

No entanto, o que tem causado divergéncias entre produtores e a industria é que a
perda da estabilidade do leite, que resulta em precipitacdo positiva, em muitos casos ndo é
acompanhada de acidez, sendo entfo considerado como Leite Instavel Ndo Acido (LINA)
(ZANELA et al. 2009). O LINA apresenta instabilidade em suas proteinas e é rejeitado pela
industria de lacteos por ndo manter sua integridade quando submetido a elevadas temperaturas
durante o processamento térmico (BACKES; STEFANI; PASETTI, 2012).

Embora reconhecido e regulamentado pela legislacdo, a eficacia do teste do alcool tem
sido questionada. Viero (2008), em um estudo avaliando a relacdo entre o LINA e as
caracteristicas fisico-quimicas do leite em vacas da raga Jersey, observou que cerca de 18,6%
de amostras positivas no teste do etanol mantiveram-se estaveis quando submetidas ao teste
de fervura (100°C), que simula o tratamento térmico realizado industrialmente. Sendo assim,
segundo o autor, o teste do etanol e o teste da fervura sé@o dois parametros que ndo estdo

correlacionados.

1.4 FATORES QUE INTERFEREM NA ESTABILIDADE DO LEITE

A ocorréncia de instabilidade no leite € um fenbmeno complexo, de causas multiplas,
que altera as caracteristicas fisico-quimicas do leite, tornando-o instavel ao alcool, com acidez
entre 0,14 -0,18 g/acido latico, sendo, portanto, considerado um leite ndo acido (FISCHER,
2005).

Por muitos anos 0s problemas relacionados a estabilidade do leite ao teste do etanol
foram ignorados ou confundidos com a acidez elevada do leite (RIBEIRO et al. 2011), porém,

a ocorréncia do LINA pode causar prejuizos econdmicos significativos a toda cadeia
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produtiva, uma vez que o leite pode ser penalizado, gerando descontos no preco pago ao
produtor, e também pode ser rejeitado pela indUstria, mesmo apresentando niveis de acidez
normais pelos padrdes do Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA) (MARX et al. 2011).

Existem varios fatores que podem interferir na qualidade do leite e modificar sua
estabilidade. Dentre eles pode-se citar o fator genético (espécie, raca, genética), fator
intrinseco (idade ou numero de lactacbes, estddio de lactacdo), fatores nutricionais
(alimentacdo, forma de conservacdo, ajuste da dieta as exigéncias do animal), fatores
ambientais (estresse, estacdo do ano, manejo), fatores extrinsecos (sanidade animal,
contaminagdo bacteriana), dentre outros (FISCHER et al. 2011). Procedimentos
metodoldgicos no teste do alcool também podem apresentar falhas, comprometendo a

avaliacdo da estabilidade.

1.4.1 Concentragéo de etanol e pH do leite

A estabilidade do leite pode ser diretamente afetada pela concentracdo de etanol.
Quanto maior a concentracdo de alcool, maior a susceptibilidade do leite coagular no teste.
Isso pode ocasionar falsos positivos pela alta taxa de desnaturacdo das proteinas devido a
reducdo da constante dielétrica do meio, a qual reduz a barreira de energia que previne a
coagulacdo, modificando a carga das proteinas e, consequentemente, causando precipitacdo
das micelas (HORNE; PARKER, 1981).

O pH da solucdo alcodlica também pode interferir nos testes, devendo ser corrigido
proximo da neutralidade para ndo ocasionar resultados falsos positivos. De acordo com a
Teoria da dissociacdo i6nica de Arrhenius, uma substancia é considerada acida se, em meio
aquoso, liberar como Unico cation o H*. Quanto maior a quantidade desse ion no meio, maior
sera a acidez da solucdo (SOUZA; SILVA, 2018), causando interferéncia nos resultados de

estabilidade.

1.4.2 Temperatura da amostra de leite

Outro fator que pode afetar os resultados é a temperatura da amostra de leite. Estudos
indicam que quando as amostras ndo sdo refrigeradas podem ficar mais predisponentes a
coagulagdo nos testes de estabilidade (ZANELA; RIBEIRO; FISCHER, 2015). Porém, um

estudo feito por Costa et al. (2014), analisando a interacdo entre quatro temperaturas (4°C,
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10°C, 15°C e 20°C) frente a concentracGes de etanol variando de 66 a 96% v/v, demonstrou
que a medida que a temperatura das amostras foi elevada (até 20°C), estas apresentaram
maior estabilidade ao teste do etanol. Isso demostra que ha uma divergéncia entre a
temperatura ideal para a realizacdo do teste do etanol, 0 que pode ocasionar resultados
equivocados. Machado (2010) em seu trabalho observou que a temperatura ndo interferiu no
resultado do teste do &lcool e recomendou o teste em amostras de leite em temperatura

ambiente (em torno de 20°C).

1.4.3 Desestabilizacéo da micela de caseina

A principal causa da instabilidade do leite frente a prova do alcool esta relacionada a
caseina (SANTOS; FONSECA, 2007). Ela é formada pela agregacdo das subunidades a., B, y
e k-caseina, sendo a ultima a principal responsavel pela manutencdo da estabilidade da
micela. A k-caseina esta presente na superficie da micela, que constitui a fracdo hidrofilica
gue reage com a agua e impede a agregacdo das subunidades das micelas (CREAMER et al.
1998). Segundo Tuinier; Kruif (2002), a estabilidade esférica gerada pela camada externa de
k-caseina na micela, em forma de escova, é o fator mais importante para manter a estabilidade
da micela. Normalmente, a caseina € bastante estavel em altas temperaturas e ndo é afetada
pelo processo de pasteurizacdo ou esterilizacdo no processamento industrial. Entretanto,
guando ha acidificacdo do leite, ocorre a hidrdlise enzimética da k-caseina em decorréncia de
altas temperaturas, pequenas reducdes de pH (mesmo dentro da faixa de normalidade),
excesso de célcio idnico, com a modificacdo no padrdo isoelétrico da micela. Estes fatores
afetam sua estabilidade coloidal, causando a desestruturacdo das micelas e sua precipitacéo,
formando coagulos no leite (O’CONNELL et al. 2006).

1.4.4 Restricdo nutricional ou alimentar

A estabilidade do leite sofre influéncia do status nutricional dos animais. Sendo
assim, fatores como estacdo do ano, disponibilidade de alimento e manejo nutricional
exercem efeito sobre as caracteristicas do leite produzido (BONDAN, 2015). Estudos
realizados com vacas submetidas a algum tipo de restrigdo alimentar indicaram relacdo com o
aumento da permeabilidade das tight junctions (juncdes firmes) das celulas epiteliais

mamarias, causando um aumento do influxo de sodio e cloro para o liumen alveolar, com
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passagem compensatoria de lactose e potassio para 0 sangue, sendo esses minerais
responsaveis por modificar a barreira eletrostatica entre as micelas de caseina, causando a sua
precipitacdo (STUMPF et al. 2013).

Animais submetidos a situacGes de restricdo alimentar ao longo da lactacéo
apresentam reducao na producdo de leite e queda na sintese de lactose, gordura e proteina. A
reducdo da sintese dos componentes e causada principalmente pelo menor suprimento
sanguineo de nutrientes para a glandula mamaria devido a restricdo alimentar (FRUSCALSO
et al. 2013).

Gabbi (2013), avaliando a estabilidade do leite de animais da raga Holandesa e
Jersey submetidas a quatro niveis de restricdo alimentar, observou relagdo entre a reducdo da
estabilidade do leite com a severidade e a duracdo da restricao alimentar. O fornecimento de
diferentes niveis de energia na dieta avaliado pelo autor também afetou os atributos fisico-
quimicos do leite, sendo observado aumento da producdo de leite, dos teores de lactose e da
estabilidade ao teste do etanol em fungdo do incremento energético na dieta de vacas leiteiras.
A restricdo alimentar em vacas leiteiras impacta negativamente da producdo de leite,
concentracdo de componentes e produzindo leite com menor estabilidade, ainda que sejam

modulados de acordo com a durag&o e severidade da restricdo (GABBI et al. 2016).

1.4.5 Composicao nutricional da dieta

A composicao nutricional da dieta dos animais pode causar influéncia na estabilidade
do leite ao etanol. Vacas alimentadas com pastagem de Tifton com teor mais elevado de
potassio causou reducdo da estabilidade do leite. Essa reducdo da estabilidade foi causada
devido ao maior teor de potassio observado no leite devido a sua alta permeabilidade na
membrana apical das células epiteliais mamarias (FRUSCALSO et al. 2013).

Em um experimento realizado por Martins et al. (2019) avaliando os efeitos do
processamento do milho e da proteina degradavel na alimentacéo de vacas leiteiras, os autores
observaram maiores teores de k-caseina glicolisada, aumento da producdo de leite e do
contetido de caseina total e maior estabilidade do leite ao etanol dos animais alimentados com
proteina de baixa degradabilidade em relacdo aos alimentados com proteina de alta
degradacéo.

Marques et al. (2010) observaram que vacas submetidas a um alto nivel de

suplementacdo com aporte de 80% das exigéncias energéticas e proteicas apresentaram maior
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eficiéncia na melhoria da estabilidade do leite frente a prova do etanol, quando comparadas
com vacas submetidas a um baixo nivel de suplementacdo proteica (20% da exigéncia).
Voges et al. (2018) observaram que a utilizacdo de suplementacdo volumosa na alimentacéo
dos animais (silagem de milho), alem da oferta de pastagens de melhores qualidade, com
menor teor de FDN, influenciaram na menor ocorréncia de leite instavel.

A utilizacdo de dietas cétion-anibnicas também pode causar mudancas na
estabilidade do leite. Martins et al. (2015) observavam que a utilizacdo de dietas cation-
anibnicas causaram efeito positivo na estabilidade do leite, ocorrendo o aumento linear da
estabilidade do leite em funcdo do aumento da diferenca cation-anidnica da dieta das vacas.

A suplementacdo de vacas em lactacdo com sal anidnico também pode ocasionar
aumento nos teores de Ca?* do leite. A utilizacio de sal aniénico (cloreto de aménio) causa
diminuicdo do pH da urina e do leite aumentando os teores de calcio iénico, causando maior
instabilidade do leite a prova do etanol (MARQUES et al. 2011).

O fornecimento de dietas com diferentes fontes de nitrogénio processado também
causa modificacGes nos perfis de proteina no leite. Avaliaram o fornecimento de milho e
farelo de soja em diferentes processamentos e observaram que ocorreu modificacdes nas
fracOes de caseina das amostras. Animais que receberam milho em flocos apresentaram maior
percentual das fragdes asl-caseina e, animais que receberam dietas com farelo de soja com
tratamento térmico apresentaram fraces de as2-caseina em maior quantidade (LI et al. 2014).
Essa mudanca nas fracGes de caseina presentes no leite pode interferir na estabilidade da
micela. Segundo Barbosa et al. (2012) amostras de leite instavel apresentam maiores valores
da fracdo de P-caseina e menores valores de k-caseina. A k-caseina é responsavel pela

manutenc¢do da estrutura da micela, e é a Gnica subunidade hidrofilica e estavel ao ion célcio.

1.4.6 Racga

A composicdo do leite apresenta variagdo de acordo com a raca dos animais, e a
estabilidade ao etanol ndo esta relacionada a uma raga especifica (FAO, 2001). Em um
trabalho realizado com animais da raca Jersey e Holandesa para avaliar a composicéo e as
propriedades de coagulacdo do leite, Jensen et al. (2012) verificaram variacdo nos teores de
proteina, minerais, producgdo de leite e nas propriedades de coagulagdo, indicando que o leite
de vacas Jersey apresentou propriedades de coagulacdo superiores, relacionadas a produgéo

de queijo. A maior capacidade de coagulacdo do leite de vacas da raca Jersey pode ser
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explicada, segundo os autores, pelo alto teor de proteina total e da fracdo de k-caseina que
favorece a ocorréncia de coagulacdo (JENSEN et al. 2012).

As diferencas genéticas entre as racas podem modificar a composicdo e,
consequentemente, a qualidade do leite produzido. Estas diferencas podem alterar a estrutura
primaria das proteinas e resultar em alteracdes de suas propriedades fisico-quimicas (HILL et
al. 1996). lkonen et al. (2004) avaliaram os efeitos genéticos sobre as propriedades de
coagulacao do leite em mais de 4.600 amostras e concluiram que a selecdo de animais com
alto teor de proteina ou caseina (CN), acarretou em efeitos positivos sobre a estabilidade e a

composicdo do leite.

1.4.7 Estadio de lactagdo

A medida que a lactacio avanca, ocorre aumento na estabilidade do leite, voltando a
reduzir nos ultimos dias do estadio lactacional, sendo causado principalmente pela aumento
da permeabilidade das juncdes firmes da glandula mamaria (BARROS, 1999). A perda da
integridade das juncgdes firmes ao longo do estadio de lactacdo estd associada a redugdo da
secrecdo do leite e do aumento do transporte celular de componentes do sangue para o leite
(STELWAGEN; SINGH, 2013). Marques et al. (2010) avaliando o efeito de duas dietas com
baixo e alto nivel de suplementacdo para vacas em estadio avancado de lactacdo (DEL igual a
220), ndo verificaram estatisticamente alteracdo na estabilidade do leite ao teste do etanol. No
entanto, os autores verificaram que os animais que receberam dietas com alto nivel de
suplementacdo apresentaram maiores niveis de estabilidade na prova do etanol.

Stumpf et al. (2020), ao avaliarem a permeabilidade das juncdes firmes da glandula
mamaria em vacas leiteiras, utilizando a prova do alcool com diferentes concentracdes (entre
50 a 98% v/v), observaram que vacas com estadio de lactacdo avancado, produziram maior
porcentagem de leite instavel a 63,2% v/v. De acordo com o0s autores, a reducdo da
estabilidade do leite estd relacionada com a permeabilidade das jungdes firmes da glandula
mamaria pois com o aumento da entrada de eletrolitos do sangue para o leite, podem ocorrer
mudancas no equilibrio salino, causando maior influxo de Na no leite, havendo diminuicdo
dos niveis de lactose (STUMPF et al. 2013).
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1.4.8 Concentracao de calcio idnico

A concentragdo Ca* é considerada um dos principais fatores relacionados com a
instabilidade da micela, quando o leite é submetido a prova do etanol. Segundo Horne;
Parker (1981), as micelas de caseina, quando em pH normal (6,6 - 6,8), apresentam-se
negativamente carregadas, sendo essas cargas de fundamental importancia para sua
estabilizacdo em solucdo. Tais cargas sdo controladas pela quantidade de célcio ligado e,
consequentemente, pelo nivel de calcio livre. Quando ocorre aumento do nivel de célcio total
no leite, aumenta a quantidade fons de Ca?" e isso causa uma reducéo das cargas negativas das
micelas, diminuindo assim a repulséo eletrostatica entres elas, causando sua precipitacao.

As fragdes a e B - caseinas sd0 muito sensiveis ao Ca?*, enquanto que a k-caseina é
uma glicoproteina que possui apenas um grupo fosfoserina em sua estrutura, sendo
considerada estavel na presenca de Ca®*, assumindo importante papel na estabilidade da
micela (WALSTRA, 1999). Porém, quando ocorre o0 aumento da concentracdo de Ca®",
verifica-se 0 colapso da camada de k-caseina, e a consequente reducdo na carga micela,
causando a precipitacdo do fosfato de calcio (O’CONNELL et al. 2006). O aumento de Ca?"
no leite diminui minimiza a capacidade da micela em manter sua estrutura, causando sua
desestruturacdo e consequente diminuicdo da repulsdo eletrostatica entre as micelas,
ocasionado sua agregacao (PHILIPPE et al. 2003).

Segundo Holt (2004) o excesso de calcio diminui a solubilidade das proteinas em
agua. O excesso de sais minerais domina as cargas do solvente, representado pela agua,
diminuindo consequentemente o nimero de cargas disponiveis para se ligarem ao soluto, que
é a proteina. Desta forma, aumenta a interacdo soluto/soluto, ocorrendo a precipitacdo das
proteinas.

Algumas modificacdes fisico-quimicas, também podem alterar os teores de calcio
ibnico do leite como acidificacdo, tratamento térmico, resfriamento, adicdo de quelantes,
cloreto de sodio ou cétions divalentes (GAUCHERON, 2005).

1.4.9 Sanidade
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1.4.9.1 Mastite

A ocorréncia de doengas, principalmente a mastite, pode ter relacdo positiva com a
instabilidade do leite. No entanto, ndo existe concordancia entre os autores. Em um estudo
realizado por Zanela et al. (2006), ndo houve relagdo positiva entre a mastite e a instabilidade.
Em contrapartida, Oliveira et al. (2011) constataram maior contagem de células somaticas
(CCS) em amostras de leite consideradas instaveis ao etanol. De acordo com Tozzetti;
Bataier; Almeida (2008) a mastite altera a permeabilidade vascular das células da glandula
mamaria, afetando o equilibrio salino do leite, causando instabilidade nas micelas de caseina.

Vargas et al. (2014), avaliando as correlaces entre a CCS e os parametros fisico-
quimicos e microbiologicos de qualidade de leite, observaram que os teores de minerais do
leite aumentaram a medida que se elevou a CCS. De acordo com Shamay et al. (2003), apesar
das concentracdes de K e do Ca* serem menores em leites com alta CCS, o teor de minerais
eleva-se em consequéncia do aumento no teor de Na e cloro (Cl), ocasionado pela alta

permeabilidade das juncdes firmes.

1.4.9.2 Acidose metabdlica

A acidose ruminal é uma doenca metabolica que pode acometer vacas leiteiras
(OETZEL, 2003). Com o crescente aumento na demanda de produgéo de leite, tornou-se
usual alimentar vacas leiteiras com dietas ricas em concentrado (ricas em gréos). Assim que
esses animais sao alimentados com esse tipo de dieta, ocorre aumento na taxa de producédo de
acidos no riamen. O aumento da taxa de producdo de acido pode causar excesso na taxa de
absorcéo ruminal e de tamponamento causando problemas digestivos, mais conhecido como
acidose ruminal (DIONISSOPOULOS et al. 2012).

A acidose pode ocasionar menor consumo alimentar, diminuicdo da producdo de
leite e consequentemente reducgéo do teor de gordura do leite, proveniente de uma dieta com
menores teores de fibra (KLEEN et al. 2003). Casos de acidose ruminal podem causar a
ocorréncia de acidose metabdlica nos animais, provocando queda do pH da urina e do leite,
podendo predispor o leite a maior instabilidade (MARQUES et al. 2011).

Segundo Fagnani et al. (2014) vacas com desequilibrios acidobasicos ocasionados
por casos de acidose metabolica e cetose apresentam maior instabilidade no leite, devido a

mudangas nos teores de minerais.
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1.4.10 Instalacdes e estresse térmico

As instalacBes usadas para vacas leiteiras tém grande impacto sobre os resultados de
produtividade e sanidade do rebanho, como também sobre a qualidade do leite obtido. Vérios
fatores devem ser ponderados ao planejar as instalagdes, sobretudo com relacdo ao conforto
térmico, espago fisico e de cocho e o tipo de piso mais adequado para 0s animais
(BRIGATTI, 2014).

O estresse térmico acarreta impactos negativos na producdo de leite, pois o animal
diminui a ingestdo de matéria seca, causando reducdo da ruminacdo e consequentemente na
absorcédo de nutrientes. Além disso, ha reducdo na disponibilidade de nutrientes usados para a
sintese de leite, ocasionando mudangas em sua composi¢cdo que podem comprometer a
estabilidade (MARCHEZAN; FIALHO, 2013).

Abreu (2015) ao submeter vacas da raca Holandesa ao estresse térmico (moderado
e severo), verificaram reducao da estabilidade do leite pelo teste do etanol e de fervura. Sendo
assim, o estresse térmico pode efetivamente induzir a problemas metabdlicos (acidose ruminal
e metabdlica) (KADZERE et al. 2002), o que poderia aumentar a concentragio de Ca* do
leite (MARQUES et al. 2011).

Estudos complementares com estresse térmico agudo (SILANIKOVE; SHAPIRO;
SHINDER, 2009) mostraram que vacas submetidas ao estresse térmico sofrem modificacbes
da atividade dos canais de K* nas membranas apicais das células epiteliais mamarias. Essa
mudanca causa modificacdo na passagem de componentes para o limen da glandula mamaria,
causando reducdo na sintese de gordura e proteina alteracdes nas propriedades de coagulacio

do leite no processamento de queijo.

1.4.11 Tempo de coleta ap6s a ordenha

O tempo para a coleta de leite ap6s a ordenha dos animais pode influenciar na
estabilidade do leite frente a prova do etanol. Angelo et al. (2018) avaliaram amostras de
tanque de vacas da raca Jersey e observaram grande variacdo no nivel de estabilidade das
amostras em um periodo de 7 horas ap06s a ordenha. Esses autores verificaram que quando as
amostras eram submetidas ao teste do etanol logos ap6s a ordenha, elas foram estaveis a
concentragdes alcoolicas superiores (76% v/v) quando comparadas a amostras submetidas ao

teste uma hora ap6s a ordenha sendo estaveis ao alcool 74% v/v. No entanto, do decorrer de
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seis horas ap0s a ordenha, as amostras se mantiveram estaveis em etanol ainda em solucéo

alcodlica 74% v/v.

1.4.12 Tempo entre a coleta e a anélise de leite

A acidez é um do fator que pode contribuir para a ocorréncia de instabilidade no leite
em relacdo ao tempo entre a coleta e a analise da amostra. O leite com pH menor que 6,5
(leite &cido) afeta a estabilidade do leite devido a sua interferéncia na forga iénica das micelas
de caseina. Ap6s a ordenha dos animais, ocorre a incorporagdo de dioxido de carbono (CO>)
no leite, e a sua presenca pode elevar o pH do leite em 1°D ou mais pois, 0 CO; é
transformado em acido carbdnico. Devido a isso é recomendavel que a acidez do leite seja
determinada somente ap6s um tempo depois da ordenha, para que ocorra a volatilizagdo do
CO2 (VELLOSO, 1998).

1.5 LIMITACOES DO USO DE LEITE INSTAVEL

A utilizacdo de leite instavel por parte da industria pode ocasionar prejuizos como
menor rendimento no processamento industrial, uma vez que este tipo de leite pode apresentar
menores teores de lactose, proteina e, em algumas situacdes, de gordura, comprometendo a
producdo de derivados (FISCHER et al. 2011). Oliveira et al. (2011) avaliaram a composicao
e caracteristicas fisico-quimicas do leite instavel ndo &cido recebido em um laticinio do estado
de Séo Paulo e observaram que as amostras positivas ao teste do etanol nos periodos de baixa
precipitacdo, apresentaram menores concentracdes de proteina e lactose, quando comparados
ao leite estavel.

Marques et al. (2007) avaliaram a ocorréncia de leite instavel ao alcool 76% e do
LINA e o efeito sobre os aspectos fisico-quimicos do leite. Os autores observaram que o leite
normal (sem a presenca de precipitacdo) apresentou teores de proteina e lactose superiores ao
LINA. Em contrapartida, o LINA apresentou teores de gordura e CCS superiores ao leite
normal. Para as inddstrias lacteas, as proteinas (caseinas), S0 0S componentes mais
importantes do leite pois as propriedades nutricionais, textura e sensoriais do leite fluido,
queijo e iogurtes, derivam principalmente das caseinas (KRUIF et al. 2012).

Outro problema causado pela instabilidade do leite € que ele pode sofrer precipitacéo

durante a fabricacdo do leite Ultra High Temperature (UHT), aderindo-se aos equipamentos,
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0 que resulta em elevacao dos custos de limpeza e aumento no descarte de leite pela indUstria
(ROSA et al. 2017). Além disso, a instabilidade do leite pode causar alteracdes no equilibrio
mineral, resultando em problemas como a precipitacdo durante a pasteurizacdo, aumento do
tempo de coagulacdo na fabricacdo de queijos, baixo rendimento em sua producdo, maior
fragilidade do coégulo e a possibilidade de precipitacdo nos processos de fabricagdo do leite
em po, devido as altas temperaturas dos processamentos térmicos (CEBALLO;
HERNANDEZ, 2001).

Nas inddstrias da regido dos Campos Gerais a prova do etanol é realizada nas
propriedades com concentracao alcodlica minima de 78% v/v antes do carregamento do leite.
Quando o leite é considerado positivo na prova do etanol, feita no carregamento do leite, 0
produtor é penalizado com desconto de 2% na producdo mensal de leite. No caso de
persisténcia de instabilidade do leite frente a prova do etanol em 15 dias, o desconto sera de
4,5% na produgdo mensal, e ainda, se apds 30 dias ocorrer positividade novamente ao teste, 0
produtor sofrera desconto de 7% da producio mensal (COMUNICACAO PESSOAL).

1.6 BENEFICIOS DO USO DE LEITE INSTAVEL

Apesar dos problemas relatados pela literatura com a utilizacdo de leite instavel
(FISCHER et al. 2011; OLIVEIRA et al, 2011; ROSA et al. 2017), ainda se tem poucos
estudos relacionados com sua utilizacdo em produtos lacteos. No entanto, de acordo com
Marques et al. (2007), a composi¢do do LINA € similar ao leite normal, estando de acordo
com os padrdes da IN 76/77 (BRASIL, 2018).

Ribeiro et al. (2006) avaliaram a utilizacdo de LINA e leite normal no
processamento de iogurte batido, e ndo encontraram diferencas no tempo de fermentacdo,
viscosidade e pH das amostras aos 30 dias, demonstrando que o leite considerado instavel a
prova do etanol, poderia ser utilizado na fabricacdo de iogurte.

Goulart; Piccinini; Pinto (2019) ao avaliarem a producdo de queijo fresco com leite
normal (estavel) e LINA, observaram que os parametros fisico-quimicos (pH, acidez, sélidos,
umidade, matéria seca e extrato seco) dos queijos ndo diferiram entre si. Além disso, 0s
autores relataram que o LINA, apresentou rendimento dos queijos frescos semelhantes ao leite
estavel, indicando que o mesmo poderia ser utilizado industrialmente.

Segundo Backes; Stefani; Pasetti (2012), ha escassez de pesquisas sobre a producéo

de derivados (queijo, iogurte, entre outros) com a utilizacdo de LINA. Apesar do leite instavel
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apresentar problemas para suportar o tratamento térmico industrial, em alguns processos
como a fabricacdo de queijo ou iogurte, nos quais a coagulacdo e a geleificacdo s&o
necessarias. Neste processamento, o leite de menor estabilidade poderia ser utilizado sem
causar tantos prejuizos para a inddstria, pelo o fato de poder suportar os tratamentos de calor
moderado, sem sofrer tantos danos (TSIOULPAS; LEWIS; GRANDISON, 2007).
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CAPITULO 2 - ESTABILIDADE DO LEITE: CARACTERISTICAS

FISICO - QUIMICAS E PARAMETROS DE DESEMPENHO DE REBANHOS
ESPECIALIZADOS DAS RACAS HOLANDESA E JERSEY

2.1 INTRODUCAO

A estabilidade das proteinas do leite frente ao processamento térmico € uma questéo
importante para as industrias de lacteos, especialmente para a fabricacdo de produtos que
sofrem aquecimento sob elevadas temperaturas (MARTINS et al. 2015). A producdo de
derivados do leite € uma das principais atividades das industrias de lacteos. Os principais
derivados produzidos industrialmente em 2018, foram queijo (8,3 milhGes de litros), leite
Ultra High Temperature (UHT) (6,8 milhdes de litros) e leite em po6 (5,8 milhGes de litros)
(EMBRAPA, 2019).

A utilizacdo do leite instavel ndo &cido (LINA) por parte da industria pode ocasionar
menor rendimento no processamento uma vez que este tipo de leite pode apresentar menores
teores de lactose e proteina (OLIVEIRA et al. 2011). Outro problema causado pela
instabilidade do leite é a ocorréncia de precipitacdo durante o processo UHT, aderindo-se aos
equipamentos e resultando na elevacdo dos custos de limpeza e aumento no descarte de leite
(ROSA et al. 2017), aumentando a sedimentacdo inclusive dentro da embalagem, além da
reducdo da qualidade do produto final.

No Parang, o municipio de Castro foi considerado como referéncia em producao de
leite, genética e produtividade, conquistando o titulo de Capital Nacional do Leite (BRASIL,
2017). Este resultado justifica-se pela alta selecdo genética do rebanho, nutricdo de precisao,
controle sanitario rigoroso e tecnificacdo no manejo dos animais (EMBRAPA, 2018). Apesar
do destaque nacional, a ocorréncia de LINA no municipio e regido tem sido frequente em
determinadas épocas do ano. Por este motivo, as industrias da regido tém adotado medidas
como descontos significativos no preco pago por litro de leite e até mesmo a rejeicéo do leite
instavel, além do maior rigor do teste, utilizando concentragdes elevadas do alcool (superiores
a 78%) (COMUNICACAO PESSOAL).

De acordo com a legislacdo em vigéncia (IN 76/77), a prova do etanol deve ser
realizada na concentragdo alcoolica de 72% v/v, mas ndo ha limite maximo para a
concentracdo alcoolica (BRASIL, 2018). A prova do etanol vem sendo realizada ao longo dos

anos pela industria, como parametro para determinar a estabilidade do leite a ser submetido ao
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processamento térmico (BARBOSA et al. 2009). Quando positivo no teste, o leite podera ser
recusado pelas industrias, pois estas alegam que este ndo € termoestavel, além de poder ser
classificado erroneamente como leite acido (BACKES; STEFANI; PASETTI, 2012).

No entanto, muitas industrias estdo adotando graduacGes alcodlicas superiores a
preconizada na legislagdo, com o intuito de obter uma matéria prima com melhor qualidade,
principalmente com relagdo a estabilidade térmica (SILVA et al. 2012). Entretanto, ndo ha
uma correlacdo positiva entre 0 aumento da graduacao alcoolica da prova do etanol com o
aumento na resisténcia térmica do leite industrialmente (MOLINA et al. 2001). Por outro
lado, leite estdvel em concentracBes alcodlicas maiores podera apresentar maior resisténcia
térmica, embora qual a melhor concentracdo etandlica ndo esteja bem estabelecida (KELLY,
2006). De acordo com Shew (1981), estabilidade ao etanol fornece uma maneira simples de
indicar se o leite bovino é adequado para o processamento UHT, com a estabilidade do etanol
de 74%v/v sendo o limite abaixo do qual o leite ndo é adequado. A estabilidade ao calor é
importante no processo de fabricacdo de produtos lacteos duréaveis, como leite em pd, comida
para bebés, suplementos dietéticos e leite condensado sem acucar, bem como leite
esterilizado.

Desta forma, o teste ndo é considerado especifico por pesquisadores (MARQUES et
al. 2007; ZANELA et al. 2009; OLIVEIRA et al. 2011), pois grande parte das amostras que
precipitam no teste apresentam resisténcia térmica aceitavel para processamentos industriais
menos desafiadores. Assim, o uso de concentraces alcodlicas mais elevadas levaria a um
aumento de resultados falsos positivos, podendo contribuir para o descarte ou a
subvalorizacdo do leite, sendo que esse leite poderia ser utilizado em processamentos térmicos
mais brandos (FISCHER et al. 2012).

O élcool da solucdo age como desidratante, ocasionando reducéo dielétrica do meio,
e deste modo, promove o aumento da dissolucdo de sais e a reducdo da carga negativa das
micelas de caseina (NELSON; COX, 2014). No entanto, sdo varios fatores que podem causar
instabilidade do leite, entre eles a genética (DAVIS et al. 2001), nimero de lactac6es, estadio
de lactacdo (OMOARUKHE et al. 2010), fatores nutricionais, ambientais (estresse, estacdo do
ano, manejo) (ZANELA et al. 2006), desordens metabdlicas (MARQUES et al. 2010),
sanidade, sazonalidade e a concentracdo de sais no leite, principalmente de calcio idnico
(HORNE; PARKER, 1982).
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No Parana, existem poucos estudos avaliando os casos de LINA (MARX et al. 2011,
SILVA et al. 2012, RIBEIRO JUNIOR, J. C.; BELOTI, V.; SILVA, L. C. C.; TAMANINI.
2013, FAGNANI et al. 2014; FAGNANI et al. 2016) e as limitac6es de seu uso na industria.
Com relacao a regido dos Campos Gerais, ndo ha estudos cientificos publicados avaliando a
estabilidade do leite frente & prova do etanol, e existe uma preocupacdo das industrias da
regido com essa questdo. Embora o percentual de produtores acometidos por casos de
instabilidade na regido nédo seja conhecido, as indudstrias estdo preocupadas com a qualidade
de sua matéria prima pois, a regido dos Campos Gerais é considerada uma das bacias leiteiras
mais tecnificadas do pais. As indUstrias da regido possuem especificacdes mais rigidas com
relacdo a estabilidade e aos padrdes de qualidade do leite produzido, com descontos que
podem chegar até 7% no pagamento por litro quando o leite é considerado instavel ao etanol
78% viv (COMUNICACAO PESSOAL).

Diante dos prejuizos causados ao produtor e a inddstria, a anélise dos casos de
instabilidade e os fatores relacionados sdo importantes para a definicdo de estratégias que
visem 0 aumento da qualidade do leite. Sendo assim a presente pesquisa teve como objetivo
avaliar o nivel de estabilidade do leite ao etanol e sua relagdo com as caracteristicas fisico-
quimicas do leite e com os parametros de desempenho de rebanhos especializados das ragas

Holandesa e Jersey, em propriedades com elevado grau de tecnificagéo.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em duas propriedades leiteiras no municipio de
Carambei-PR (24°57'09.9"S 50°07'04.6"W), no periodo de 21 de janeiro a 25 de mar¢o de
2020, compreendendo a estacdo do verdo, devido ao maior nimero de registros de casos de
instabilidade do leite. O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, € do tipo Cfb,
com verdes brandos e precipitacdo pouco superior a 1.400 mm, com chuvas bem distribuidas
durante 0 ano (ALVARES et al. 2013). Durante o periodo experimental a temperatura minima
foi de 17°C e mé&xima de 25°C, com precipita¢cdo média de 153 mm (CLIMATEMPO, 2020).

O critério de escolha das duas propriedades baseou-se na produtividade dos animais,
com médias de 39,3 litros/vaca/dia do rebanho de raca Holandesa e 25 litros/vaca/dia do
rebanho da raga Jersey, criados em sistema de confinamento (Tie-stall e Compost Barn),
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caracterizando os rebanhos especializados com elevado grau de tecnificagdo que representam
a regido.

2.2.1 Descricao do rebanho da raca Holandesa — Sistema de confinamento Tie-stall

Neste experimento o rebanho foi composto por 189 animais da raca Holandesa de
alta producdo (média de 39,3 litros/vaca/dia), sendo avaliadas amostras de leite de 63 vacas
mantidas em sistema de confinamento Tie-stall. As vacas foram alojadas em dois barracdes
totalmente fechados, com paredes de alvenaria e cortinas. A instalagdo contou com um
sistema de ventilacdo forcada, por meio de placas evaporativas em uma das extremidades do
barracdo e ventiladores e exaustores em outra extremidade. A temperatura média no barracédo
foi de 21,6°C e a umidade relativa de 81%, monitoradas por meio de um painel eletrénico. O
material usado nas camas foi o colch&o de borracha, utilizando-se cal para higienizagao.

As amostras de leite foram colhidas quinzenalmente, em quatro periodos, totalizando
252 amostras, sendo 42,1% provenientes de vacas de primeiro parto e 57,9% de vacas de
multiplos partos, variando entre a primeira até a sétima lactacdo. O nimero de dias em leite
(DEL) médio do rebanho foi de 175,1+155.

Os animais foram ordenhados trés vezes ao dia, as 05:00h; 14:00h e 22:00h, em
sistema de ordenha balde ao pé, com 4 conjuntos. Para a colheita das amostras de leite foram
acoplados quatro medidores graduados e a amostragem realizada ao final da ordenha. A dieta
das vacas foi formulada com base nas exigéncias nutricionais de vacas com producdo média
de 40 litros/vaca/dia (Tabela 1), ocorrendo variacdo apenas na quantidade fornecida a cada
animal, sem a formacéo de lotes. A agua foi fornecida a vontade, em bebedouros com boias.
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Tabela 1 — Composi¢do quimica da dieta das vacas em lactagdo

%

Ingrediente MS (%) PB(%) FDN (%) FDA (%) EE (%)
de MS

Silagem de Milho 0,37 34,6 74 37,2 19,5 33
Silagem de Cevada 0,06 30,4 13,1 449 26,7 3,3
Pré Secado Azévem 0,09 57,4 21,7 47,6 28,4 3,3
Concentrado* 0,37 89,7 21,4 21,4 12,6 3,1
Residuo de Cervejaria 0,02 16,8 24,8 53,2 - 10,8
Caroco de Algodao 0,05 92,0 23,5 50,3 40,1 18,6
Palha de Trigo 0,008 92,0 4.8 78,9 56,8 1,6

MS: Matéria seca; PB: proteina bruta; FB: fibra bruta; FDN: fibra insolGvel em detergente neutro; FDA: fibra
insolGvel em detergente acido; EE: extrato etéreo.

*Composicdo concentrado em % da MS: acucar: 5,60%, amido: 31,44%, célcio: 1,51%, fésforo: 0,46%,
magnésio: 0,35%, potassio: 0,83%, enxofre: 0,34%, sodio: 0,85% e cloro: 0,38%.

Fonte: A autora.

2.2.2 Descricao do rebanho da raca Jersey — Sistema de confinamento Compost Barn

Nesta propriedade o rebanho foi composto por 525 animais da raca Jersey de alta
producdo (média de 25 litros/vaca/dia), sendo avaliadas no experimento 71 vacas em lactagao.
Os animais foram mantidos em confinamento em sistema Compost Barn, com
aproximadamente 14 m? por animal. Utilizou-se serragem como cama para a compostagem
dos dejetos, revolvida duas vezes ao dia. O barracdo foi dividido em uma area destinada a
alimentacdo dos animais, com canzis, e outra para o descanso coletivo, onde os animais
permaneceram entre as ordenhas. A instalacdo possui um sistema de ventilacdo (ventiladores
grandes de teto de baixa rotacdo) sem aspersores.

Foram realizadas trés amostragens quinzenais de leite, totalizando 213 amostras,
47,4% de vacas primiparas e 52,6% de vacas multiparas (de duas a cinco lacta¢fes), com
DEL médio de 131,9+73,6. Os animais foram divididos em dois lotes (média e alta producao).
No lote de alta producéo as vacas produziam em média acima de 18 litros/vaca/dia e o lote de
média produzia abaixo de 18 litros/vaca/dia. As vacas foram ordenhadas duas vezes ao dia, as
04:00h e 14:30h e permaneciam em uma sala de espera com aspersores. A ordenha foi
realizada em sala tipo espinha de peixe com fosso com 10 conjuntos, com medidores
eletronicos e extratores automaticos de teteiras. A dieta foi formulada de modo a atender os
requerimentos nutricionais dos animais com producdo média de 28 litros/vaca/dia (lote alta

producdo) e de 18 litros/vaca/dia (lote meédia producdo), ocorrendo variagdo apenas no
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consumo de matéria seca (MS) de cada animal (Tabela 2). A dieta foi fornecida a vontade em
comedouros coletivos, de acordo com o respectivo lote, e a &gua foi fornecida a vontade em

bebedouros.

Tabela 2 — Composicdo quimica das dietas dos lotes de alta producdo de leite (acima de 28 L/vaca/dia) e de
média producdo de leite (abaixo de 18 L/vaca/dia) das vacas da raga Jersey

Lote Ingredientes % de MS MS (%) PB (%) FDN (%) FDA (%) EE (%)
Silagem de Milho 0,48 36 8,4 38,8 17,6 41
Pré Secado Azevém 0,08 52,5 14,5 55,5 29,7 3,8
Alta producéo Concentrado* 0,34 - 9,71 15,3 17,0 2,8
Caroco de Algodéo 0,06 92,0 235 50,3 40,1 18,6
Milho Umido 0,03 60,8 8,4 9,4 3,2 4,6
Silagem de Milho 0,49 36 8,4 38,8 17,6 4,1
Média Producdo | Pré Secado Azevém 0,15 52,5 14,5 55,5 29,7 3.8
Concentrado* 0,35 - 9,71 15,3 17,0 2,8

MS: Matéria seca; PB: proteina bruta; FB: fibra bruta; FDN: fibra insoltvel em detergente neutro; FDA: fibra
insolGvel em detergente acido; EE: extrato etéreo.

*Composicdo concentrado em % da MS: aglcar: 1,55%, amido: 39,14%, célcio: 1,87%, fosforo: 0,40%,
magnésio: 0,79%, potassio: 0,25%, enxofre: 0,29%, sodio: 1,28% e cloro: 0,57%.

Fonte: A autora.

2.2.3 Colheita das amostras de leite

A colheita das amostras foi realizada nas duas propriedades, quinzenalmente, na
ordenha da tarde (14:00h — vacas do sistema Tie-stall e as 14:30h — vacas do sistema Compost
Barn), em frascos plasticos de 200 mL, devidamente identificados, sem adicdo de
conservantes. A amostragem foi realizada apds a ordenha completa de cada animal, com o
auxilio de coletores automaticos com agitacdo, acoplados no sistema de ordenha de cada
propriedade. As amostras foram acondicionadas em caixas térmicas com gelo, e transportadas
para Centro Mesorregional de Exceléncia em Tecnologia do Leite (CMETL), pertencente a
Universidade Estadual de Ponta Grossa para a realizacdo das analises laboratoriais. No
laboratdrio as amostras foram armazenadas sob refrigeracéo a 4° C durante aproximadamente
11 horas. As amostras foram destampadas durante este periodo para a volatilizacdo do gas

carbonico.
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2.2.4 Andlises laboratoriais

2.2.4.1 Acidez titulavel

A acidez titulavel ou acidez Dornic (°D) foi determinada pela metodologia descrita
por Tronco (2010), onde se pipetavam 10 mL de leite e adicionados 4 a 5 gotas do indicador
acido-bésico fenoftaleina. Em seguida foi realizada a titulagdo com solucéo de hidroxido de
sodio (NaOH), até que a amostra atingisse seu ponto de viragem, com coloracgdo ligeiramente
rosea. A analise de acidez do leite do rebanho da raca Holandesa (sistema Tie-stall) foi
realizada em duplicata e a analise do leite da raca Jersey (sistema Compost barn) ocorreu sem
repeticdo devido ao menor volume coletado pelo medidor mecénico acoplado a ordenha, que
ndo foi suficiente para a realizacdo das analises em duplicata. A acidez foi determinada em

graus Dornic, e calculada por meio da formula, segundo Tronco (2010):

Acidez Dornic = valor obtido da titulacéo * fator de correcéo da solugdo de NaOH * 10.

As amostras foram classificadas de acordo com a acidez em: a) Leite com pH
normal: = acidez entre 14 — 18 °D, considerado com pH entre 6,6-6,8; b) Leite acido: com
acidez superior a 18 °D, com pH abaixo de 6,6; c) Leite alcalino: com acidez inferior a 14 °D,
com pH acima de 7,0.

2.2.4.2 Prova do Etanol

O teste de estabilidade do leite foi realizado por meio da metodologia descrita por
Tronco (2010), utilizando-se as seguintes concentragcdes de etanol: 72, 76, 78, 80% V/v.
Foram pipetados 2 mL de leite e 2 mL da solucdo de etanol nas respectivas concentracfes, em
placas de petri e em seguida homogeneizada e analisada visualmente, observando-se a
presenca ou ndo de precipitacdo. A avaliacdo da estabilidade do leite foi feita a partir da
observacao visual da presenca de coagulos (grumos). O valor considerado como instavel foi a
menor concentragdo do etanol que induziu a coagulagcdo. Amostras que ndo coagularam
usando a solucdo etandlica com 80% v/v foram consideradas como estaveis a 82% v/v.

A partir desses valores, as amostras leite foram classificadas em trés niveis de
estabilidade: alta (A): amostras com estabilidade em etanol acima de 80% v/v; intermediaria
(): amostras com estabilidade em etanol entre 78 — 80% v/v; baixa (B): amostras com

estabilidade em etanol entre 72 — 76% v/v.
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Em funcdo da elevada proporcdo de amostras de leite em ambas as ragas com
estabilidade intermediaria e alta, optou-se por considerar como LINA as amostras com
precipitacdo em solucdo de etanol na concentracdo menor ou igual a 76% v/v e acidez dentro
da faixa normal. Portanto, amostras com acidez entre 14 — 18°D e estabilidade baixa (entre 72

e 76%) foram classificadas como LINA.

2.2.4.3 Concentracdo de calcio idnico

A andlises da concentracéo de calcio i6nico (Ca?*) no leite foram realizadas de acordo
com a metodologia descrita por Barros et al. (1999), através de potenciometria. As amostras
foram coletadas em frascos plésticos de 200 mL logo apds a ordenha, e acondicionados em
caixas térmicas com gelo. Apds a colheita, as amostras foram mantidas em refrigeracéo por
um periodo de 11h, em temperatura média de 4°C. Foi utilizado um potenciémetro digital da
marca Orion®, com eletrodo combinado de referéncia e seletivo para ions céalcio. Antes da
realizacdo das andlises o eletrodo foi submetido a um periodo de sensibilizacdo, durante 12
horas em solucdo padrdo de célcio de 1.000 ppm. No dia seguinte, antes da realizacdo das
analises o equipamento foi calibrado com as solucBes padronizadas nas seguintes
concentragfes: 50 mL de solucdo padrdo de calcio 500 ppm e 100 mL de solucéo padrdo de
calcio 50 ppm. Em cada solucdo foi adicionado 1 mL da solucdo lonic Strenght Adjustor (ISA
- solucdo de ajuste ibnico de cloreto de potassio (KCI).

As determinacfes de célcio ibnico nas amostras de leite da raca Holandesa foram
realizadas utilizando-se 50 mL de leite e 1 mL da solucdo ISA. Para as amostras de leite da
raca Jersey utilizou-se um volume menor (25 mL de leite e 0,5 mL da solugdo ISA) devido a
menor quantidade de leite ordenhado, porém, manteve-se a mesma proporcao de leite: solucéo
ISA. Logo apds a preparacdo das amostras de leite, o eletrodo foi inserido para a

quantificacio de Ca®*, expressa em mg/L.

2.2.4.4 Crioscopia

A andlise do indice crioscopico do leite foi realizada por meio de um crioscépio da
marca Minilak®, seguindo as instrucdes do fabricante. Foram pipetados 2 a 2,5 mL de leite de
cada amostra em tubos de vidro, e em seguida analisados no crioscopio. Os resultados foram

expressos em graus Hortvet (°H).
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2.2.4.5 Andlises quimicas do leite

A amostragem do leite foi realizada no mesmo dia do controle leiteiro oficial no
rebanho da raca Holandesa, e no dia seguinte ao controle leiteiro no rebanho da raga Jersey
devido ao menor volume de leite coletado pelos coletores mecénicos acoplados em cada
ordenha, que impossibilitou a realizacdo de duas amostragens. As andlises quimicas do leite
foram realizadas mensalmente e foram analisadas na Associacdo Paranaense de Criadores da
Raca Holandesa (APCBRH), em Curitiba-PR. As andlises de proteina, gordura, lactose e
solidos totais (ST) foram determinadas por espectrofotdmetro de infravermelho (B 2300
Combi, Bentleylnstruments) (AOAC, 2016) e as analises de contagem de células somaticas
(CCS) por Citometra de Fluxo (Somacount®-500, BentleylInstruments) segundo a metodologia
de Prescott; Breed, (1910). Apos as analises os dados foram disponibilizados através do

controle leiteiro oficial de cada propriedade para serem utilizados na pesquisa.

2.2.5 Avaliacéo de escore de condicao corporal

As avaliacdes de escore de condicdo corporal (ECC) foram realizadas em ambas as
propriedades (Holandesa e Jersey), quinzenalmente, antes da ordenha da tarde.

Para a avaliacdo do ECC foi utilizada a metodologia proposta por Edmonson et al.
(1989). Esta se baseia em avalia¢Oes visuais das reservas corporais em pontos especificos do
corpo do animal, utilizando escala de 1 a 5, com subunidades de 0,25 pontos. O valor 1 se
refere a vaca muito magra e 5, muito gorda. As avaliagdes de ECC foram feitas por dois

avaliadores.

2.2.6 Avaliacao de escore de células sométicas

A CCS das vacas Holandesas e Jersey foram transformadas em escore linear de células
somaéticas (ECS) de acordo com a metodologia de Dabdoub; Shook (1984), por néo
apresentarem distribuicdo normal. A CCS foi transformada em escore linear através de uma
escala logaritmica de acordo com a funcéo:

EL: [Log2(CCS/100.000)]+3
Os ECS foram classificados em 10 categorias variando de 0 a 9 (Tabela 3).
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Tabela 3 — Escore linear e a contagem de células somaticas

CCS (x 1000 céls/mL)
Escore linear

Ponto Médio Variacdo
0 12,5 0-17
1 25 18 - 34
2 50 35-70
3 100 71-140
4 200 141 - 282
5 400 283 — 565
6 800 566 —1.130
7 1.600 1.131-2.262
8 3.200 2.263 — 4.525
9 6.400 Acima de 4.525

Fonte: (SHOOK, 1982)

2.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os dados foram classificados por raca e as andlises estatisticas foram realizadas
dentro de cada raca, separadamente. Os resultados foram avaliados primeiramente de forma
descritiva, usando os procedimentos UNIVARIATE e FREQ do programa estatistico SAS®,
para o célculo dos valores de média, mediana, moda, amplitude, coeficiente de variacédo e
avaliacdo da normalidade (teste Shapiro-Wilk). A analise de correlacdo entre as variaveis foi
realizada utilizando PROC CORR (coeficiente de Spearman) do SAS®.

A associacdo linear da estabilidade do leite (EST) com as variaveis independentes
namero de partos (NPARTOS), dias em lactacdo (DEL), concentracéo de ST, CCS, escore de
condicdo corporal (ECC), estabilidade no teste do alcool (EST, variando de 72 a 82%),
concentracdo de calcio ibnico (Ca;), acidez titulavel e crioscopia foi testada usando o
procedimento REG do SAS®, opcéo de selecdo de variaveis stepwise.

Para determinar a associacao das variaveis na explicacdo da dispersdo dos dados, foi
realizada a analise multivariada, mais especificamente a andlise de fatores principais (FP).
Previamente os dados foram padronizados usando o procedimento STANDARD, e os valores
foram transformados considerando média = 0 e desvio padrdo = 1, reduzindo o efeito das
magnitudes desiguais entre as varidveis originais. A op¢do Measurement System Analysis

(MSA\) foi utilizada para selecionar as variaveis a serem mantidas no modelo para a analise de
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FP. Foram retidas as varidveis NPARTOS, DEL, concentraces de ST, CCS, ECC,
estabilidade no teste do etanol nas concentracdes citadas, concentracdo de Cai, acidez titulavel
e crioscopia com eigenvalues iguais ou superiores a 1,0, que foram obtidos a partir das
matrizes de covariancia ou de correlacdo, que expliguem o maximo da variabilidade dos
dados. Os valores individuais (de cada combinacdo vaca x dia) dos escores de fatores
principais foram calculados com o procedimento SCORE do SAS®.

As regressdes logisticas foram calculadas para determinar quais as caracteristicas
originais e quais fatores principais aumentaram o risco de ocorréncia de LINA, usando o
procedimento LOGISTIC do SAS® (opcdo backward). O modelo usado para a regressio
logistica foi:

logit (p) = pO + plxil,
Onde:
p: € a probabilidade de ocorréncia de LINA,;
X: é a variavel independente (varidveis originais ou FP);
B: é o coeficiente de regressao.

Os valores de composicdo do leite, condicao corporal, e caracteristicas reprodutivas
de vacas produzindo leite com diferentes classes de estabilidade foram avaliados usando
analise de variancia, procedimento GLM do SAS® e op¢do LSmeans para separacio das
médias. Os resultados da analise de CCS foram transformados em logl0 para a analise

estatistica. Os valores P foram considerados significativos a <0,05.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Raca Holandesa

Os valores relativos a analise descritiva encontram-se na Tabela 4. A producdo de
leite apresentou grande variacdo, sendo que 78,4% dos animais tiveram producées de leite
acima de 30 litros/vaca/dia e apenas 21,1% com producdes inferiores. O DEL variou entre 3 e
866 dias, sendo que 27% dos animais apresentaram DEL menor que 100 dias e apenas 15,1%
tiveram DEL acima de 300 dias. A maior concentracdo de animais (47%) ocorreu com DEL

médio entre 180 dias.
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Tabela 4 — Analise descritiva dos indices reprodutivos, do escore de condicdo corporal e das caracteristicas
fisico-quimicas do leite de vacas da raga Holandesa

Variavel n Média  Mediana Moda Amplitude CV (%)
NPARTOS 252 25 4 1 1-7 0,5
PL (litros/vaca/dia) 171 39,6 40,4 42,4 13,4 -66,9 0,2
DEL (dias) 252 173,3 190,5 300 3-866 0,7
ECC (pontos) 252 31 31 3 21-42 0,2
Gordura (g/100g) 244 3,50 3,53 3,40 1,58 - 6,30 0,2
Proteina (g/100g) 244 3,40 3,40 3,10 2,63 4,42 0,1
Lactose (g/100g) 244 4,70 4,70 4,80 3,77-5,20 0,06
ST (g/100g) 244 12,60 12,60 12,40 9,62 — 15,75 0,08
CCS (mil céls/mL) 244 82,3 72,5 17 3-1.397 15
EST (% V/iv) 252 80 78 82 72-82 0,04
CA: (mg/L) 252 85,5 74,5 100 39-180 0,3
Acidez (°D) 252 15 16 15 11-23 0,2
CRIO (°H) 251 -0,543 -0,543 -0,540  -0,520a-0,574 -0,02

NPARTOS: nimero de partos; PL: producdo de leite; DEL: dias em leite; ECC: escore de condi¢do corporal; ST:
solidos totais; CCS: contagem de células somaticas; EST: estabilidade ao etanol; CAi: concentracdo de célcio
ibnico; CRIO: indice crioscopico; CV: coeficiente de variag&o.

Fonte: A autora.

O ECC apresentou variacdo entre a escala de 2,1 a 4,2, sendo que 42,5% dos animais
tiveram escore entre 2,1 a 3 e 44,4% com escore entre 3,1 a 3,5. A composi¢do do leite
apresentou grande variacao, principalmente com relacdo aos teores de gordura (1,58 a 6,3%).
Cerca de 75,8% das amostras apresentaram teores de gordura acima de 3,0 g/100g e 24,2%
das amostras com teores inferiores a 3,0 g/100g. Com relacéo aos teores de proteina, 88% das
amostras tiveram teores acima de 3,0 g/100g, e 12% das amostras foram inferiores a 3,0
9/100g. Os teores de lactose em 77,9% das amostras, ficaram acima de 4,6 g/100g. O
percentual de amostras com ST acima de 12,0 g/100g foi de 72,1%. Com relagdo a CCS do
rebanho, apenas 10,6% das amostras avaliadas apresentavam niveis superiores a 200 mil
céls/mL, sendo que apenas 2,5% das amostras tiveram CCS acima de 500 mil céls/mL.

A avaliacdo da estabilidade do leite em quatro concentra¢Bes alcoolicas mostrou
maior propor¢do de amostras (73%) estaveis ao etanol a 80% v/v. A concentragcdo media de
calcio ibnico no rebanho variou de 39 a 180 mg/L, sendo que 44,4% das amostras
apresentaram concentragdes menores que 80 mg/L, e 19% com concentrag0es superiores a
100 mg/L. A acidez teve variacdo de 11 a 23 °D, no entanto, 89% das amostras apresentaram

acidez entre 14 a 18 °D. Apenas 7,1% das amostras apresentaram acidez inferior a 13 °D e
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3,6% com acidez superior a 18 °D. Com relacdo a crioscopia, verificou-se que 76% das
amostras apresentaram indice crioscépico de -0,520 a -0,549 °H.

As frequéncias de gordura, proteina, lactose, ST, CCS, estabilidade (EST), acidez e
crioscopia (CRIO) estéo descritas na Tabela 5. Os resultados das frequéncias foram divididos
de acordo com os parametros exigidos pela legislacdo (IN 76/77) em vigéncia (MAPA, 2018)
que estabelece os padrdes de qualidade do leite. Conforme a IN n°® 76 o leite de tanque deve
apresentar teores de gordura iguais ou superiores a 3,0 g/100g, proteina igual ou superior a 2,9
0/100g, lactose maior ou igual a 4,3 g/100g, ST maior ou igual a 11,4 g/100g e CCS menor ou
igual a 500 mil céls/mL, deve apresentar-se estavel em uma concentracao alcoolica minima de

72% v/v, com acidez entre 14 — 18 °D e indice crioscépico entre -0,530 a -0,555 °H.

Tabela 5 — Frequéncia amostral dos teores de gordura, proteina, lactose, sélidos totais (ST), contagem de células
somaticas (CCS), estabilidade ao etanol (EST), acidez, crioscopia (CRIO) de amostras de leite de

vacas da raca Holandesa e niveis recomendados pela IN 76/77

Variavel Frequéncia amostral na mesma faixa
< 3,0%* >3,0*
Gordura (g/100g) 24.2% - 75.8%
. <2,9%* >2,9*
Proteina (g/100g) 5.3% - 94.7%
< 4,3** >4,3*
Lactose (g/100g) 7.0% - 93.0%
<11,4** >11,4*
ST (9/1000) 14,3% ] 86,0%
CCS (mil <200 200 - 500* > 500**
céls/mL) 89,0% 8,6% 2,5%
<72* 7678 >80
0 < >
EST (% vIv) 9,5% 9,1% 81,4%
. o <14* 14 - 18* > 18**
Acidez (°D) 7,1% 89,2% 3,7%
o > -0,530** -0,530 a -0,555* < -0,555**
CRIO (*H) 2,8% 91,2% 6%

*Valores de referéncia segundo a Instrucdo Normativa 76, IN 76/77 (BRASIL, 2018). **Valores fora dos
¢

padrdes preconizados pela IN 76/77 77 (BRASIL, 2018).

Fonte: A autora.

Uma alta frequéncia de amostras individuais apresentou valores compativeis com
aqueles exigidos pela IN76 para leite de tanque, e apenas um pequeno percentual de amostras
(menos de 15%) apresentou niveis de proteina, lactose e ST, inferiores aos preconizados pela
legislagdo. No entanto, deve-se destacar que 24,2% das amostras apresentaram teor de
gordura inferior a 3,0 g/100g, agravadas pela coleta na ordenha da tarde, ou seja, abaixo do
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preconizado pela legislagdo vigente. Com relacdo aos teores de ST, cerca de 75,8% das
amostras tiveram teor de gordura acima de 3,0 g/100g; 94,7% das amostras apresentaram teor
de proteina acima de 3,0 g/100g, 93% com percentual de lactose igual ou superior a 4,3
0/100g e 86% com ST igual ou maior que 11,4 g/100g.

Aproximadamente 89% das amostras apresentaram CCS inferior a 200 mil céls/mL e
2,5% apresentaram valores acima de 500 mil céls/mL. Apenas 9,5% das amostras de leite
apresentaram estabilidade igual ou inferior a 72% v/v e 81,4% apresentaram estabilidade alta
(acima a 80% v/v). Com relacdo aos demais parametros analisados, cerca de 89,2% das
amostras de leite apresentaram acidez entre 14 — 18°D e 91,2% apresentaram CRIO entre -
0,530 a -0,555 °H, ou seja, dentro do preconizado pela IN 76/77.

A partir dos valores de estabilidade as amostras leite foram classificadas em trés
niveis de estabilidade: alta (estabilidade em etanol acima de 80% v/v), intermediaria
(estabilidade em etanol entre 78 — 80% v/v) e baixa (estabilidade em etanol entre 72 — 76%
v/v). De acordo com a classificacdo aproximadamente 72,6% das amostras ndo coagularam
guando submetidas ao teste do etanol a 80% v/v, sendo entdo consideradas amostras de alta
estabilidade. Apenas 13,5% das amostras de leite apresentaram estabilidade baixa e 13,9%
apresentaram estabilidade intermediaria. Com relacéo ao percentual de amostras consideradas
LINA, apenas 13,5% das amostras apresentaram caracteristicas de LINA.

Né&o houve diferenca (P>0,05) entre PL, ECC, gordura, proteina, ST, acidez e CRIO
entre as classes de estabilidade do leite (Tabela 6). O grupo de alta estabilidade (A) foi
caracterizado por animais jovens (com menor numero de partos) e menor DEL, em relagédo
aos grupos de intermediaria (I) e baixa (B) estabilidade. As amostras de leite de A e |
estabilidade foram caracterizadas pela maior concentracdo de lactose (4,76 e 4,71 g/100g,
respectivamente), quando comparados as amostras de B estabilidade, com valor médio de
lactose inferior (4,49 g/100g) (P<0,05). As amostras de leite com A estabilidade apresentaram
ECS mais baixo, com média de 1,51 céls/logl0, quando comparado aos demais niveis de
estabilidade (I e B).

As amostras do grupo A (estabilidade acima de 82% v/v), apresentaram menor
concentracdo de Ca?* comparadas com as amostras classificadas como | e B. Nesta analise, as
amostras classificadas como de | tiveram estabilidade ao etanol de 79% v/v e as amostras de
B estabilidade ao etanol 73% v/v, com concentragcbes de calcio de 91,6 e 104 mg/L,

respectivamente, paras as amostras de | e B estabilidade (P<0,05).



61

Tabela 6 — Valores médios das varidveis nimero de partos (NPARTOS), produgdo de leite (PL), dias em leite
(DEL), escore de condicao corporal (ECC), gordura; proteina; lactose, sélidos totais (ST), escore de
células somaticas (ECS), estabilidade ao etanol (EST), calcio idnico (CA)), acidez titulavel e
crioscopia (CRIO) de amostras de leite de vacas da raca Holandesa em funcdo do nivel de
estabilidade (alta, intermediaria e baixa)

Média Estabilidade .
A | B
NPARTOS 2,36 2,54% 3,350 =0,0126
PL (litros/vaca/dia) 40,1 39,8 35,7 NS
DEL (dias) 186,3" 219,1%® 278,7% =0,0035
ECC (pontos) 3,17 3,19 3,06 NS
Gordura (g/100g) 3,53 3,83 3,74 NS
Proteina (g/100g) 3,36 3,35 3,48 NS
Lactose (g/100g) 4,762 4,718 4,49° <0,001
ST (g/100g) 12,5 12,7 12,6 NS
ECS (céls/log10) 1,518 1,73° 1,73° =0,0090
EST (% viv) 822 79,2 73,1° <0,001
CA (mg/L) 80,8° 91,6 104,0° <0,001
Acidez (°D) 15,3 15,3 15,6 NS
CRIO (°H) -0,543 -0,544 -0,545 NS

Letras diferentes na linha: diferenca significativa entres os niveis. P: nivel de significancia.

A: Alta estabilidade, acima de 82% v/v; |: Estabilidade intermediaria, entre 78 — 80% v/v; B: baixa estabilidade
entre 72 — 76% v/v.

Fonte: A autora.

As correlacBes entre as varidveis estudadas foram positivas ou negativas, sendo
consideradas muito fracas (0 — 0,25) e fracas (0,26 — 0,50) (Tabela 7). O nimero de partos
apresentou correlacdo positiva e muito fraca com a CCS (0,25), negativa e fraca com a acidez
(-0,31) e negativa e muito fraca com a EST (-0,24). Observou-se correlacdo positiva muito
fraca e ndo significativa com o0 ECC (0,12), indicando que o ECC ndo tem relacdo com o nivel
de estabilidade do leite, ndo sendo, portanto, um parametro para investigar a ocorréncia de

leite instavel.
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Tabela 7 — Niveis de correlacdo entre as variaveis nimero de partos (NPARTOS), dias em leite (DEL), sélidos
totais (ST), contagem de células somaticas (CCS), escore de condigdo corporal (ECC), estabilidade
ao etanol (EST), calcio idnico (CA)), acidez e crioscopia (CRIO) de amostras de leite de vacas da
raca Holandesa

NPARTOS DEL ST CCS ECC EST CA; Acidez  CRIO

NPARTOS 100 0,10 0,01 0,25* 0,05 -0,24* -0,12 -0,31* -0,01
DEL 100 -0,04 0,17 -0,07 -0,20* -0,06 0,01 -0,23*
ST 100 0,07 0,12 0,04 0,09 0,44 -0,19
CCS 100 0,02 -0,01 0,04 -0,02 -0,02
ECC 100 0,12* 0,02 0,26* 0,01
EST 100 -0,32* -0,18 -0,02
CA; 100 -0,08 -0,12
Acidez 100 0,02
CRIO 100

*Variaveis com correlagdes significativas.
Fonte: A autora.

Por outro lado, o NPARTOS (-0,24) e o DEL (-020) apresentaram correlagéo
negativa e significativa com a estabilidade do leite (P<0,05), indicando que animais mais
velhos (maior nimero de partos) e DEL avancado, podem apresentar maior frequéncia de leite
instavel quando comparado a animais mais jovens. Houve correlacdo negativa fraca, porém,
significativa entre a estabilidade e o CAi (-0,32). Este resultado indica que quanto maior a
concentracdo de célcio i6nico no leite, menor serd a estabilidade ao teste do etanol. A acidez
apresentou correlacdo positiva fraca (0,26) e significativa com o ECC. Quanto a crioscopia,
verificou-se correlacdo negativa muito fraca (-0,23) e significativa com o DEL.

A analise de cargas fatoriais mostrou a associacdo entre as variaveis originais
(NPARTOS, DEL, ST, CCS, ECC, EST, CA;, acidez e CRIO) e a ocorréncia de instabilidade
no leite (Tabela 8). Foram encontrados trés fatores principais (FP) significativos (eigenvalues
iguais ou superiores a 1,0) que explicam 49,65% da variancia total. No FP1 as variaveis
originais com maiores cargas fatoriais foram ST, ECC e acidez, que apresentaram associa¢ao
positiva entre si. No PF2 as variaveis originais com maiores cargas fatoriais foram
NPARTOS, DEL e CCS, associadas positivamente entre si. JA no FP3, as variaveis originais

com maiores cargas fatoriais foram EST e a CA,, com forte associa¢do negativa entre si.
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Tabela 8 — Cargas fatoriais, comunalidade e percentual de variancia das variaveis utilizadas para a analise
fatorial que relaciona a ocorréncia de instabilidade no leite de vacas da raga Holandesa

Fatores .
Fator 1 Fator 2 Fator 3 Comunalidade

NPARTOS -0,30481 0,69828* -0,03179 0,58
DEL (dias) -0,03352 0,63740* 0,24952 0,46
ECC (pontos) 0,65815* -0,00318 -0,23699 0,48
ST (9/100g) 0,79610* 0,03550 0,14097 0,65
CCS (mil céls/mL) 0,06667 0,73534* -0,02058 0,54
EST (% viv) 0,07699 -0,27614 -0,70623* 0,58
CA;i (mg/L) 0,04756 -0,10306 0,80467* 0,66
Acidez titulavel (°D) 0,79227* -0,19409 0,10108 0,67
CRIO (°H) -0,27970 -0,34468 -0,33324 0,30

% Variancia 18,79 16,79 14,07

*Variaveis responsaveis pela maior parte da variancia retidas analise fatorial.

NPARTOS: nimero de partos; DEL: dias em leite; ECC: escore de condi¢do corporal; ST: sélidos totais; CCS:
contagem de células somaéticas; EST: estabilidade ao etanol; CA;: concentragdo de célcio i6nico; CRIO: indice
crioscapico.

Fonte: A autora.

De acordo com os resultados fatoriais 0 FP3 foi considerado o fator com maior
influéncia na ocorréncia de instabilidade no leite, devido a forte associacdo negativa da
variavel estabilidade com a concentracdo de célcio idnico no leite que pode ser observada no

gréafico de escore 1.

Gréfico 1 — Gréfico de escore associando as varidveis retidas no fator principal 3 na anélise fatorial da raca
Holandesa
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Fonte: A autora.
Os FP2 e 3 foram retidos na analise de regressao logistica para avaliacdo do risco de

uma amostra ser considerada LINA (Tabela 9). O FP3 apresentou maior associagédo (29,18)
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em relacdo ao risco de ocorréncia de LINA nas amostras, tendo como principal associado a
CAi. As variaveis originais NPARTOS, DEL, CAi e a acidez foram retidas na regressao
logistica, apresentando associacdo positiva para a ocorréncia de instabilidade do leite. A

variavel original com maior associacao foi a acidez titulavel (2,99).

Tabela 9 — Andlise de regressdo logistica relacionando as varidveis retidas na analise fatorial e as variaveis
originais na ocorréncia de instabilidade do leite em vacas da ra¢a Holandesa

Parametro Estimativa Erro Padrao Qui-quadrado P
FATOR 2 0,91 0,32 7,63 =0.0057
FATOR 3 29,18 0,49 34,23 <0.0001
NPARTOS 0,38 0,12 10,27 =0.0014
DEL (dias) 0,004 0,001 9,10 =0.0025
CAi (mg/L) 0,03 0,008 16,08 <0.0001
Acidez titulavel (°D) 2,99 1,34 4,91 =0.0267

NPARTOS: nimero de partos; DEL: dias em leite; CA;: concentragdo de célcio idnico.
Fonte: A autora.

2.4.2 Raga Jersey

Os valores relativos a andlise descritiva dos animais da raga Jersey encontram-se na
Tabela 10. O NPARTOS apresentou variacdo, porém, 47,4% dos animais eram vacas
primiparas, e apenas 6% animais de quinta ordem de parto. A producdo de leite apresentou
variagdo acentuada, de 4,5 a 49,7 litros/vaca/dia. No entanto, apenas cerca de 6,7% das vacas
com producdes abaixo de 15 litros/vaca/dia, e 93,3% com producdes superiores. Ressalta-se
gue 56,6% apresentaram producdes acima de 25 litros/vaca/dia e uma pequena proporcao dos
animais avaliados (4%) produziram mais de 40 litros/vaca/dia.

O DEL apontou variagdo de 45 a 459 dias, sendo que 20,2% dos animais tiveram
DEL inferior a 100 dias. Por outro lado, apenas 1,9% das vacas tiveram DEL acima de 300
dias. Observou-se maior concentracdo de animais (59,6%) com DEL médio de 180 dias. O
ECC apresentou variagdo entre a escala de 2,3 a 4, sendo que 32,4% dos animais tiveram
escore entre 2,1 a 3 e 61,9% com escore entre 3,1 a 3,5.

A composicao do leite apresentou grande amplitude de variacdo. O teor de gordura
de 91% das amostras foi acima de 3,0 g/100g e apenas 9,39% apresentaram teores menores
que 3,0 g/100g, com a maior concentracdo (70,4%) de amostras com teores acima de 4,0
0/100g. Com relacéo aos teores proteicos das amostras, 100% apresentam teores de proteina
acima de 2,9 g/100g, destacando-se que aproximadamente 30% alcancaram teores maiores
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que 4,0 g/100g. Os teores de lactose em 72% das amostras ficaram acima de 4,6 g/100g. A
porcentagem de ST apresentou valores acima de 12,0 g/100g em 93,4% das amostras de leite.
Uma pequena porcentagem de amostras (6,6%) teve teores se ST menores que 12,0 g/100g e

cerca de 54% das amostras apresentaram teores acima que 14,0 g/100g.

Tabela 10 — Andlise descritiva dos indices reprodutivos, da producédo de leite, escore de condicdo corporal e
caracteristicas fisico-quimicas do leite de vacas da raga Jersey

Variavel n Média Mediana Moda Amplitude CV (%)

NPARTOS 213 2,1 3 1 1-5 0,5
PL (litros/vaca/dia) 150 28,4 26 21,4 45-49,7 13
DEL (dias) 213 170,3 165 133 45 — 459 0,4
ECC (pontos) 213 3,2 3,2 3,25 2,3-4 0,1
Gordura (g/100g) 213 4,70 4,47 4,90 1,77-9,06 0,3
Protefna (g/100g) 213 3,90 3,88 3,70 2,97 - 5,07 0,1
Lactose (g/100g) 213 4,70 4,67 4,80 3,68-5,31 0,06
ST (9/100g) 213 14,10 14,07 1456 10,80 — 18,34 0,1
CCS (mil céls/mL) 213 132 75,5 44 6—1.701 1,7
EST (% viv) 213 80 78,5 82 72-82 0,04
CA: (mg/L) 213 87 80,5 100 41-170 0,3
Acidez (°D) 208 16 15 16 10- 20 0,2

CRIO (°H) 212 -0,544 -0,543 -0,546 -0,512 - 0,598 -0,02

NPARTQOS: nlimero de partos; PL: producdo de leite; DEL: dias em leite; ECC: escore de condicéo corporal,
LAC: lactose; ST: sélidos totais; CCS: contagem de células somaticas; EST: estabilidade ao etanol; CA;:
concentragdo de célcio ibnico; CRIO: indice crioscdpico; CV: coeficiente de variagéo.

Fonte: A autora.

Com relagdo aos niveis de CCS apenas 14% tiveram niveis acima de 200 mil
céls/mL sendo que cerca de 70% das amostras apresentaram CCS inferiores a 100 mil
céls/mL. Em relacdo a estabilidade, 57,3% das amostras foram estaveis a 80% v/v de etanol.
A concentracdo de célcio ibnico do leite variou entre 41 e 170 mg/L, 35,2% das amostras
apresentaram concentracdes menores que 80 mg/L, e 18% com concentracfes superiores a
100 mg/L. A acidez teve variacao de 10 a 20 °D, 83,6% das amostras avaliadas tiveram acidez
entre 14 a 18 °D, 11% das amostras apresentaram acidez inferior a 13 °D e 5,3% com acidez
superior a 18 °D. Quanto a crioscopia, 78% das amostras apresentaram indice crioscopico
entre -0,530 a -0,549 °H.

Na Tabela 11 sdo apresentadas as frequéncias amostrais das variaveis gordura,
proteina, lactose, ST, CCS, EST, acidez e CRIO, de acordo com as exigéncias estabelecidas

pela legislagdo em vigéncia para leite de tanque (IN 76/77) (BRASIL, 2018). Uma alta
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frequéncia de amostras atendeu aos padrdes de qualidade exigidos pela IN e apenas um
pequeno percentual de amostras (menos de 9%) apresentou niveis de proteina, lactose e ST,
inferiores aos preconizados pela legislacdo. Com relacdo aos teores de ST, mais de 90% das
amostras apresentaram teores de solidos superiores aos preconizados pela legislacdo,
demostrando alta qualidade na composi¢do de sélidos das amostras avaliadas.

Quanto aos valores de CCS 86% das amostras apresentaram valores menores que
200 mil céls/mL e 4,6% com valores acima de 500 mil céls/mL, estando assim em
conformidade com as exigéncias da legislacdo. Em apenas 7,5% das amostras avaliadas
apresentaram estabilidade inferior ou igual a 72% v/v, e em 71,4% das amostras a estabilidade
foi considerada alta (acima de 80% v/v). Com relacdo aos demais parametros analisados,
cerca de 83,6% das amostras de leite apresentaram acidez entre 14 — 18°D e 79,7%
apresentaram CRIO entre -0,530 a -0,555 °H, destacando-se que 17,4% das amostras

apresentaram CRIO maior que -0,555.

Tabela 11 — Frequéncia amostral dos teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST), contagem de
células somaticas (CCS), estabilidade ao etanol (EST), acidez, crioscopia (CRIO) de amostras de
leite de vacas da raga Jersey e niveis recomendados pela IN 76/77

Variavel Frequéncia amostral na mesma faixa
Gordura (g/100g) <3,0™ - = 3,0
9,4% 90,6%
. <29 >2,9%
Proteina (g/100 ' - =
(0/100g) - 100,0%
Lactose (g/100g) <43 - = 4,3*
6,6% 93,4%
ST (g/100g) <114* ] >11,4*
1,9% 98,1%
CCS (mil céls/mL) <200 200 — 500* > 500**
86,0% 9,4% 4,6%
EST (% viv) <72*% 76 -78 >80
7,5% 21,1% 71,4%
Acidez (oD) < 14** 14 — 18* > 18**
11,0% 83,6% 5,3%
CRIO (°H) >-0,530** -0,530 a -0,555* < -0,555**
2,8% 79,7% 17,4%

*Valor de referéncia conforme a Instrucdo Normativa 76, IN 76/77 (BRASIL, 2018). **Valores fora dos padroes
preconizados pela IN 76/77 77 (BRASIL, 2018).
Fonte: A autora.

A partir dos valores de estabilidade as amostras leite foram classificadas em trés
niveis de estabilidade: alta (A), intermediaria (I) e baixa estabilidade (B). De acordo com a

classificagdo aproximadamente 57,3% das amostras ndo coagularam quando submetidas ao
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teste do etanol a 80% v/v, sendo entdo consideradas amostras de alta estabilidade. Apenas
13,6% das amostras de leite apresentaram estabilidade baixa e 29% apresentaram estabilidade
intermediaria. Com relacdo ao percentual de amostras consideradas LINA, apenas 13,6% das
amostras apresentaram caracteristicas de LINA.

Com relagdo aos pardmetros analisados em funcdo do nivel de estabilidade das
amostras (A, | e B), ndo houve diferenca (P>0,05) para o NPARTOS, PL, DEL, ECC,
proteina, lactose, ECS e CRIO (Tabela 12). Os valores medios de CAi do nivel de estabilidade
A foram menores que dos niveis de estabilidade 1 e B. O nivel A apontou menores teores de

gordura e menores teores de sélidos totais, quando comparado aos niveis | e B.

Tabela 12 — Valores médios das variaveis nimero de partos (NPARTOS), produgdo de leite (PL), dias em leite
(DEL), escore de condi¢do corporal (ECC), gordura, proteina, lactose, solidos totais (ST), escore
de células sométicas (ECS), estabilidade ao etanol (EST), célcio idnico (CA), acidez titulavel e
crioscopia (CRIO) de amostras de leite de vacas da raca Jersey em fungéo do nivel de estabilidade
(alta, intermedidria e baixa)

] Estabilidade
Média p
A | B

NPARTOS 2,09 2,25 2,27 NS

PL (litros/vaca/dia) 25,7 26,2 25,6 NS

DEL (dias em leite) 161,9 167,9 173,6 NS

ECC 3,25 3,22 3,18 NS
Gordura (g/100g) 4,50° 4,882 5,142 =0,0383

Proteina (g/100g) 3,82 391 3,92 NS

Lactose (g/100g) 4,70 4,66 4,63 NS
ST (9/1009) 13,9° 14,3% 14,62 =0,0371

ECS (log10) 1,81 1,81 1,71 NS
EST (% Vv/v) 822 78,92 73,7° <0,001
CAi (mg/L) 81,5° 93,72 95,02 <0,001
Acidez (°D) 15,92 15,92 14,4° =0,007

CRIO (°H) -0,543 -0,543 -0,543 NS

A: Alta estabilidade, acima de 82% v/v; |: Estabilidade intermediaria, entre 78 — 80% v/v; B: baixa estabilidade,
entre 72 — 76% v/v. P: nivel de significancia.
Fonte: A autora.

Os resultados das correlagcfes entre as varidveis estdo descritos na Tabela 13. A EST
apresentou correlacdo negativa muito fraca (P<0,05) com ST (-0,20), indicando que a maior
concentragdo de ST no leite pode interferir negativamente em sua estabilidade. A
concentracdo de CA; foi negativamente muito fraca relacionada (P<0,05) com o ECC (-0,17)
e negativamente fraca com a EST (-0,26). Este resultado indica que a maior concentracdo de
CAi esté associado ao menor ECC, porém de forma néo t&o significativa.
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A acidez tituldvel apresentou correlagdo negativa fraca (P<0,05) (-0,33) com o
NPARTQOS, constatando que a medida que ocorre aumento do numero de partos (idade),
menor sera a acidez titulavel no leite (leite alcalino). No entanto, quando se relacionou a
acidez com a estabilidade, houve correlacdo positiva muito fraca (P<0,05), indicando que o
aumento da estabilidade esta relacionado com o aumento da acidez titulavel, ou seja, acidez
do leite. O DEL apresentou correlacdo positiva fraca (0,27) com o ST (P<0,05), indicando que
quanto maior o DEL do animal, maior a concentracdo de ST no leite.

Tabela 13— Niveis de correlagdo entre as varidveis nimero de partos (NPARTOS), dias em leite (DEL), s6lidos

totais (ST), contagem de células somaticas (CCS), escore de condigdo corporal (ECC), estabilidade
ao etanol (EST), célcio idnico (CA)), acidez e crioscopia (CRIO) de amostras de leite de vacas da

raca Jersey

NPARTOS DEL ST CCS ECC EST CA; Acidez CRIO

NPARTOS 100 0,22 -0,19 0,10 -0,17 0,01 0,11 -0,33* 0,11
DEL 100  0,27* 0,04 0,03 -0,11 -0,07 0,16 0,01
ST 100 0,20 0,05 -0,20* -0,06 0,04 -0,01
CCS 100 -0,02 0,14 -0,01 -0,08 -0,10
ECC 100 0,01 -0,17* -0,07 -0,05
EST 100 -0,26* 0,20* 0,02
CAi 100 -0,01 -0,10
Acidez 100 -0,09

CRIO 100

*Varidveis com correlacdes significativas.
Fonte: A autora.

Cinco fatores principais (FP) foram significativos (com eigenvalues igual ou superior
a 1,0) e explicaram 64,8% da variancia total (Tabela 14). No FP1 as variaveis originais com
maior carga fatorial foram NPARTOS, Acidez e CCS, com associagdo negativa entre o
NPARTOS e a acidez. No FP2 as varidveis originais com maior carga fatorial foram DEL e
ST, com associagdo positiva entre si. Enquanto que no FP3 as varidveis originais com maior
carga fatorial foram EST e CA,, com forte associacdo negativa da CAi. No FP4 as variaveis
originais com maior carga fatorial foram ECC e CA;j, com associagdo negativa do CA;. Por
ultimo, no FP5, as varidveis originais com maior carga fatorial foram CCS e a CRIO, com

associacdo negativa da CCS.



69

Tabela 14 — Cargas fatoriais, comunalidade e percentual de varidncia das variaveis originais utilizadas para a
analise fatorial que relaciona a ocorréncia de instabilidade no leite de vacas da raga Jersey

Fatores
Comunalidade
Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4 Fator 5

NPARTOS -0.71071*  0.04009 -0.01028 -0.38930 0.13054 0,67
DEL (dias) -0.00670  0.80557*  -0.00401 -0.13387 0.11148 0,67
ECC 0.03069 0.01942 0.05702 0.86379* -0.02831 0,75
ST (g/1000) 0.12139 0.73655*  -0.13102 0.23318 -0.16770 0,65
CCS (mil céls/mL)  -0.41290*  0.32388 0.36343 -0.04410  -0.61604* 0,78
EST (% v/v) 0.13476 -0.25787  0.81795* -0.08098 -0.05406 0,76
CA: (mg/L) -0.09890  -0.15587  -0.64312*  -0.41349*  -0.19811 0,65
Acidez (°D) 0.80766* 0.17901 0.24329 -0.18996 -0.04662 0,78
CRIO (°H) -0.26380 0.08193 0.16407 -0.04309 0.79132* 0,73

%Variancia 14,41 14,27 13,21 11,87 11,08

*Variveis responsaveis pela maior parte da variancia retidas analise fatorial.

NPARTOS: nuamero de partos; DEL: dias em leite; ECC: escore de condic¢do corporal; ST: sélidos totais; CCS:
contagem de células somaticas; EST: estabilidade ao etanol; CAi: concentracdo de calcio idnico; Acidez
titulavel; CRIO: indice crioscopico.

Fonte: A autora.

De acordo com os resultados fatoriais o FP3 foi considerado o fator com maior
influéncia na ocorréncia de instabilidade no leite, devido a forte associacdo negativa da
variavel estabilidade com a concentracdo de célcio idnico no leite que pode ser observada no

gréafico de escore 2.

Gréfico 2 — Gréfico de escore associando as variaveis retidas no fator principal 3 na anélise fatorial da raca
Jersey
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Fonte: A autora.
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Os FP3, 4 e 5 foram retidos na analise de regressao logistica (Tabela 15). O FP3, ndo
foi associado com o risco do LINA mas, observando as cargas fatoriais retidas nesse fator, ele
estd fortemente relacionado com a estabilidade do leite. O FP4 e 5, apresentaram associacdes
positivas com a ocorréncia de LINA, sendo o FP4 mais relevante. Dentre as variaveis
originais retidas na analise de regressdo, a concentra¢do de ST aumentou o risco da ocorréncia
de instabilidade do leite. O ECS e acidez ndo foram associadas com a ocorréncia de

instabilidade na raca Jersey.

Tabela 15 — Analise de regressdo logistica relacionando as varidveis retidas na analise fatorial e as variaveis
originais na ocorréncia de instabilidade do leite em vacas da raca Jersey

Parametro Estimativa Erro Padréo Qui-quadrado P
Fator 3 -4,99 1,09 20,7212 <0.0001
Fator 4 1,31 0,57 5,3183 =0.0211
Fator 5 1,63 0,73 4,9697 =0.0258

ST (9/100g) 0,50 0,16 9,1742 =0.0025

ECS (log 10) -1,65 0,63 6,8553 =0.0088

Acidez (°D) -5,48 1,30 17,7522 <0.0001

ST: sdélidos totais; ECS: escore de células somaticas; Acidez: acidez titulavel.
Fonte: A autora.

2.5 DISCUSSAO

Os animais das racas Holandesa e Jersey avaliados no presente trabalho sédo
provenientes de rebanhos especializados, de genética aprimorada e criados em sistemas
tecnificados que possibilitaram o alto nivel de produtividade. Os teores de solidos no leite
(gordura, proteina, lactose e ST) dentro de cada rebanho variaram expressivamente (Tabela 4
e 10), porém apesar da variacdo observada mais de 80% das amostras tiveram teores de
solidos acima do recomendado pela IN 76/77, ainda que, os valores médios que sdo
recomendados pela legislacdo sejam para o leite de tanque e ndo individual (Tabela 5 e 11).
Pelos resultados obtidos, a raga Jersey obteve os teores de sélidos mais elevados. Animais da
raca Jersey produzem leite com até 30% a mais de solidos em comparagdo com as outras
racas leiteiras (ROCHA; CARVALHO; RESENDE, 2020). Com relagdo ao maior percentual
de amostras de leite com baixos teores de gordura encontrados na raca Holandesa (Tabela 5),
pode-se justificar pela influéncia da propria raca, que apresenta maior volume de producéo

(Tabela 4). Segundo Chalfun, (2009) os teores de gordura podem ser reduzidos quando a
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producdo de leite (volume) é mais elevada. Porém, esse percentual de baixa gordura no leite
ainda foi agravado pelo fato das amostras serem coletadas na segunda ordenha, que apresenta
naturalmente menores teores de gordura. Além disso, observou-se também que a relacéo
gordura: proteina de 18% das vacas Holandesas foi inferior a 1,05. Esta relacdo € um
importante indicativo do metabolismo nutricional dos animais, pois relagdes inferiores a 1,0,
podem indicar acidose ruminal (PACHECO et al. 2020). A queda da gordura no leite pode ser
causada devido ao excesso de carboidratos ndo fibrosos que causam a queda do pH ruminal e
facilitam a biohidrogenacdo incompleta de acidos graxos (BERCHIELLI; PIRES;
OLIVEIRA, 2006). No entanto outros fatores também podem contribuir mudancas
metabdlico-nutricionais que afetam a gordura do leite como fatores ambientais (composi¢do
da dieta e manejo) e fatores individuais (genética, sanidade, balanco metabolico energético e
periodo de lactacio) (GONZALEZ, 2009).

A CCS observadas nas amostras dos animais da raca Holandesa e Jersey
apresentaram valores de CCS inferiores a 200 mil céls/mL (Tabela 5 e 11). De acordo com
Brito et al. (2007) para que a glandula mamaria (GM) seja considerada saudavel, a CCS deve
estar entre 50 e 200 mil células/mL. Sendo assim, os animais do presente estudo apresentam
glandulas mamarias saudaveis. Em estudo conduzido por Botaro; Machado (2011), a média
de CCS para vacas da raca Holandesa e Jersey foi de 639 mil céls/mL e 567 mil céls/mL,
respectivamente, demostrando grande diferenca dos resultados encontrados no presente
trabalho ( 82,3 e 132 mil céls/mL, na raca Holandesa e Jersey). Essas diferencas nas duas
propriedades estudadas podem estar relacionadas com o manejo de ordenha eficiente,
contando com a correta utilizacdo do pré e pds-dipping, e 0s animais seguiam uma linha de
ordenha para diminuir o risco de contaminac¢des. Ainda os equipamentos de ordenha eram
higienizados de acordo com as recomendacdes e a sua manutencdo era feita rotineiramente.

Os resultados de amostras instaveis e consideradas como LINA, definidas neste
trabalho como leite instdvel em etanol igual ou inferior a 76% v/v demostraram que, em
ambos os rebanhos, houve grande percentual de amostras estaveis a 80% v/v, ou seja, uma
pequena incidéncia de LINA. As principais industrias da regido buscam leite de alta
estabilidade ao etanol, ou seja, leite estavel a 78% v/v. Uma grande porcentagem (72,6% da
raca Holandesa e 57,3% da raca Jersey) das amostras avaliadas ndo apresentou nenhum grau
de precipitacdo (coagulacdo) quando submetidas ao teste do etanol na concentracdo mais

elevada (80% v/v). Esses resultados demostram que, em o0s dois rebanhos avaliados eram
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constituidos de animais especializados na producdo de leite e a estabilidade ao etanol foi alta.
Silva et al. (2012) avaliaram a estabilidade do leite em quatro concentracfes alcoolicas (68,
72, 76 e 78% v/v) na regido norte do Parana e verificaram a ocorréncia de LINA em 43,6%
das amostras de leite, em um total de 352 amostras. Deve-se ressaltar que, embora a
estabilidade das amostras do presente estudo tenha sido alta (acima de 80% v/v), ela
representa a apenas uma pequena fracdo de animais do estado, oriundas de duas propriedades
altamente tecnificadas. Estas apresentaram instalacbes modernas, controle de temperatura,
alimentacdo balanceada e rigoroso controle sanitario, 0 que possivelmente contribuiu com os
resultados. Voges et al. (2018) observaram que a ocorréncia de LINA é mais comum em
propriedades familiares, com menor uso de tecnologias. Esses resultados demostram a grande
variacdo com relacdo a ocorréncia de instabilidade e LINA, dependendo da regido e das
condicdes de cada rebanho, uma vez que o LINA é um fenbmeno complexo e multifatorial
(FISCHER, 2005).

De acordo com a classificagdo das amostras quanto a estabilidade (A, | e B) na raga
Holandesa (Tabela 6), o percentual de amostras de leite com alta estabilidade esta relacionado
com animais mais jovens (2,36x1,79), baixo DEL (183,6+£151,4), baixo ECS (1,51+£157,2) e
baixa concentracdo de Ca; (80,8+25,1). Um dos fatores que podem provocar a instabilidade do
leite esta relacionado com o aumento das concentracdes de Ca?* no leite. O Ca®* diminui a
capacidade das caseinas em manter sua estrutura, reduzindo repulsdo eletrostatica. Isso
provoca agregacdo das micelas (PHILIPPE et al. 2003), causando a coagulacdo (instabilidade)
do leite. Este fato foi observado nas amostras classificadas como de baixa estabilidade no
rebanho da raca Holandesa e Jersey (Tabela 6 e 12), onde a maior concentragio de Ca?*
(104,0 mg/L — Holandesa e 95,0 mg/L - Jersey) diminuiu a repulsdo eletrostatica das micelas
de caseinas, reduzindo a estabilidade do leite na prova do etanol (73,1% v/v Holandesa e
73,7% vlv Jersey). Segundo Gaucheron (2005) o estadio de lactacdo e doengas como a mastite
podem modificar a concentracdo de ions na glandula mamaria. Esses efeitos estdo de acordo
com os resultados observados na pesquisa, onde verificou-se que animais com estadio de
lactacdo mais avangado e com maior ECS (raca Holandesa), embora ndo tdo expressivo,
apresentaram maiores concentracdes de Ca?*, e consequentemente menor resisténcia a prova
do etanol.

Na raca Jersey o maior percentual de amostras de alta estabilidade (Tabela 12) esta

associado com baixa concentracdo de Ca; (81,5+19,41) e menor teor de solidos totais
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(13,9+1,49). O alto teor de solidos no leite de animais da raga Jersey proporciona maior
acidez natural no leite (DURR; FONTANELI; MORO, 2001), causando maior predisposi¢éo
desses animais a ocorréncia de instabilidade no leite. Fato observado no presente estudo onde,
o leite de alta estabilidade apresentou menores concentracdes de solidos totais no leite
(P<0,05). Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (2011), que
reportaram menores teores de gordura e ST nas amostras estaveis ao etanol. Por outro lado
Fagnani; Beloti; Battaglini (2014) ndo encontraram diferencas na composicao quimica entre
leite instavel e estavel. Além disso, observou-se que os teores de gordura na raca Jersey
(Tabela 12) nas amostras de alta estabilidade foram inferiores as amostras de baixa
estabilidade. A gordura do leite é 0 componente que mais sofre variacdo no leite. Alteraces
na sintese de gordura do leite podem estar associados com alteracfes na proporcao de acidos
graxos produzidos no rimen (AGENAS; DAHLBORN; HOLTENIUS, 2003).

Na raca Jersey houve diferenca significativa (P<0,05) nas analises de acidez do leite,
sendo que as amostras classificadas como de baixa estabilidade (instaveis entre o etanol 72 -
76% v/v), apresentaram leite com acidez de 14,4 °D (Tabela 12). Apesar do referido valor de
acidez estar em acordo com o preconizado pela legislacdo, esse resultado esta incompativel
com outros estudos, pois a raga Jersey apresenta maior acidez natural do leite devido a maior
concentracdo de proteina total. Esta é a acidez natural do leite da raca Jersey, ndo sendo
causada devido a presenca de micro-organismos. O didxido de carbono, a proteina, os fosfatos
e 0s citratos sdo 0s componentes que contribuem para esta acidez natural (DURR;
FONTANELI; MORO, 2001). Porém, observou-se que os teores de proteina ndo variaram
(P>0,05) em funcdo dos os niveis de estabilidade (Tabela 12). A diferenca nos valores acidez
das amostras podem ter sido causadas por outros fatores que ndo foram mensurados na
presente pesquisa, como as proporcGes de caseinas e suas variantes genéticas, além da
concentracdo de fosfatos e citratos nas amostras.

Outro resultado importante encontrado neste estudo foi a diminuigdo (P<0,05) dos
teores de lactose no leite de baixa estabilidade nos animais da raca Holandesa. Essa
diminuicdo pode ndo estar relacionada com a instabilidade, mas sim com o DEL mais
avancado e o ECS, que embora ndo seja considerado alto, apresentou diferenca estatistica
quando comparado as amostras de alta de estabilidade (Tabela 6). Pesquisas mostraram que
altos valores de CCS estdo relacionados com a baixa estabilidade do leite devido a protedlise,

aos baixos teores de caseina e altos valores de sodio e cloro. Estes compostos causam
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desestabilizacdo das micelas de caseina (HORNE, 2016), promovendo a formacdo de
coagulos. Machado et al. (2017) avaliaram leite de tanque e observaram que amostras de alta
estabilidade (estaveis ao etanol acima de 78% v/v), apresentaram menores teores de lactose,
causado segundo os autores pela alta CCS e CBT das amostras, demonstrando que a CCS
pode interferir negativamente na estabilidade do leite. Além disso, a medida que ocorre o
avanco do DEL dos animais, ocorre a redugdo da instabilidade do leite, causada
principalmente pela descamacéo epitelial e 0 aumento da permeabilidade das juncGes firmes
da glandula mamaria (BARROS, 1999). A reducdo da secrecdo de leite e 0 aumento do
transporte celular de componentes do sangue para o leite, no final da lactagdo, causa maior
desequilibrio de sais, causando instabilidade (STELWAGEN; SINGH, 2013). Esses fatores
podem ter contribuido para a queda da lactose no leite na raca Holandesa pois, 0s animais
apresentaram DEL 278,7, sendo préximo ao final de lactacdo, que tem duracdo média de 305
dias.

As correlagdes observadas na presente pesquisa, em sua maioria, foram consideradas
muito fracas (menor que 0,25) e fracas (0,25 — 0,50) (Tabelas 7 e 13). Contudo, correlacbes
das varidveis analisadas com a estabilidade foram obtidas em ambos as racas. Na raca
Holandesa, a estabilidade apresentou correlacdo negativa (P<0,05) com o NPARTOS, DEL e
Ca2*. Marques et al. (2010) avaliaram o efeito de duas dietas (alta e baixa suplementago), em
vacas em estadio avancado de lactacdo, e ndo obtiveram melhoria na estabilidade do leite.
Segundo os autores, este resultado pode estar relacionado com alteracdes no equilibrio salino
do leite que ocorre em vacas em estadio final de lactacdo. Portanto, o0 aumento do NPARTOS
e avanco da lactacdo (maior DEL) verificados neste estudo podem ter reduzido a estabilidade
no leite. Esse resultado esta em concordancia com o estudo feito por Pereira et al. (2019),
onde vacas com acima de quatro partos apresentaram maiores incidéncia de leite instavel.

Na raca Jersey, a estabilidade apresentou correlacdo negativa (P<0,05) com a
concentragéo de ST e de Ca?*, e correlagdo positiva com a acidez (Tabela 13). A raca Jersey
apresenta acidez natural do leite mais elevada, causada pelo maior teor de sélidos no leite.
Isso explica a correlagdo negativa com o ST e positiva com a acidez. De acordo com
Marques et al. (2011) a reducéo do pH do leite e da urina, causa aumento de Ca?* no sangue e
no leite, reduzindo a concentracdo de etanol necessaria para induzir a precipitacdo do leite.

Esse resultado foi semelhante ao observado na pesquisa, constatando a correlacdo negativa da
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estabilidade com o Ca?". A mensuracdo do ECC das racas Holandesa e Jersey ndo foi
correlacionado significativamente com a estabilidade do leite.

Nos resultados das analises fatoriais com as variaveis originais retidas, relacionadas
com a ocorréncia de LINA, em ambos os rebanhos o NPARTOS, DEL, ECC, ST, EST, CAI,
acidez e CCS, que explicaram a maior parte da variancia total dos rebanhos (Tabelas 8 e 14).
Barbosa et al. (2009) observaram que o estadio de lactagdo influenciou nos teores de gordura,
proteina, sélidos totais e lactose. Assim como, as amostras de leite instaveis apresentaram
maiores teores de calcio i6nico e menor pH do leite. Fato observado no atual estudo, onde o
aumento do DEL e do NPARTOS foi associado com a menor porcentagem de sélidos totais e
desengordurados e a acidez. Por sua vez, o aumento da acidez foi associado com o calcio
ibnico e com a reducdo da estabilidade.

Com relacdo aos resultados obtidos da regressdo logistica de cargas fatoriais e
variaveis originais (Tabela 10 e 15), o fator que apresentou maior associacdo com a
ocorréncia de instabilidade do leite foi o FP3, que apresentou associagdo negativa entre a
estabilidade e a CAi. Embora na raca Jersey, o FP3 ndo apresentar associagdo na analise de
regressdo, esse fator apresentou maior associacdo com a estabilidade apresentando forte
associacdo negativa da estabilidade e a CA; (Tabela 14). Faria et al. (2017), relataram que 0
leite instvel apresenta menor condutividade elétrica, possivelmente causada pela maior
concentragio de Ca?" no leite. Além disso na raga Holandesa, foi observada associacéo
positiva da acidez com a ocorréncia de instabilidade. Essa associacao € justificada pois, em
pH &cido (menor que 6,5), ocorrem mudancas no equilibrio de ions para a manutencdo da
estrutura das micelas, ocasionando aumento da passagem de calcio da fase coloidal para
soltvel, provocando aumento da concentragdo de Ca?* no leite, causando a desestabilizagéo
das micelas e sua precipitacdo (SINGH, 2004). Em contrapartida, na raca Jersey nao houve
associacdo da acidez com a instabilidade, mas, o teor de ST foi associado com o0 aumento da
ocorréncia de instabilidade. Esta associacdo pode ser justificada pelo maior teor de s6lidos no
leite, especifico da raca Jersey, que promove maior acidez natural do leite (DURR;
FONTANELI; MORO, 2001). Devido a isso, a acidez na raca Jersey, ndo apresentou

associagao com a ocorréncia de instabilidade no leite na presente pesquisa.
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2.6 CONCLUSOES

Animais especializados dos rebanhos das racas Holandesa e Jersey apresentaram alta
estabilidade do leite, com grande proporcao de amostras estaveis em etanol acima de 80% v/v.
Adicionalmente, apenas 20% das amostras de ambas as ragas foram consideradas LINA.

A composigéo do leite das amostras dos dois rebanhos ndo foi afetada em fungéo do
nivel de estabilidade, porém, o maior nimero de partos e DEL avancado causaram maior
impacto na ocorréncia de instabilidade do leite na raca Holandesa, enquanto que o0 maior teor
de sdlidos totais teve maior impacto na raca Jersey.

Na raca Holandesa, o DEL avancado e a CCS, esta ainda que ndo muito expressiva,
interferiram negativamente nos teores de lactose e na estabilidade do leite. Por outro lado, o
ECC ndo foi considerado uma medida segura para avaliar a estabilidade do leite nas racas
Holandesa e Jersey, uma vez que a correlacdo entre ECC e estabilidade foi fraca e néo
significativa.

A acidez apresentou associacdo com a instabilidade do leite no rebanho Holandés.
No entanto, no rebanho Jersey, essa associacdo ndo foi observada devido a maior acidez
natural do leite desta raga.

A estabilidade do leite das amostras de leite dos rebanhos da raga Holandesa e Jersey
apresentou forte associagdo negativa com a concentragdo de Ca2*. Este foi considerado o
principal fator associado a instabilidade do leite em ambas as racas, demonstrando que a
concentracdo de calcio i6nico no leite € um importante pardmetro na avaliacdo da

estabilidade.
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