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RESUMO

Um dos fatores que comprometem a qualidade do leite € a falta da estabilidade frente
ao alcool. A instabilidade do leite causa prejuizos a industria na producéo de derivados
lacteos, uma vez que o leite precipita quando submetido ao tratamento térmico. O
objetivo da pesquisa foi analisar a estabilidade do leite de produtores do Estado do
Parana, por meio da prova do alcool sob seis concentracfes e relacionar com o0s
fatores que possam interferir sobre a estabilidade. Foram coletadas amostras de leite
dos tanques de resfriamento dos produtores, sendo as coletas realizadas duas vezes
no verdo e duas vezes no inverno, gerando 425 e 389 amostras, respectivamente,
totalizando 814 amostras. As propriedades foram classificadas de acordo com o nivel
de intensificacdo dos sistemas de producdo: a pasto com suplementacédo (PS) e
confinamento (CO). No laboratdrio, as amostras foram submetidas as analises de
teste do alcool, acidez titulavel e concentracdo de calcio ibnico (Cai), além da
composicdo quimica do leite, contagem de células somaticas (CCS) e contagem
padrdo em placas (CPP). Foram realizadas analises descritivas e de correlacdo entre
as variaveis. Na andlise de variancia foram avaliados a estacdo do ano (inverno ou
verao) e o sistema de producéo (PS ou CO). As analises de regressao logistica foram
calculadas para determinar a probabilidade de ocorréncia de leite instavel ndo acido
(LINA) nas concentracdes alcodlicas de 72 e 78 °GL. Na analise de regressao linear
multipla, a estabilidade do leite foi considerada como a variavel dependente. A
estabilidade do leite foi maior no inverno e apresentou menores teores de Cai em
relacdo ao verdao. Quanto ao sistema de producéo, verificou-se que as vacas mantidas
em confinamento produziram leite com maior estabilidade e teor de lactose em
comparacdo com as vacas criadas sob pastejo. A estabilidade teve correlacao
negativa com o Cai e positiva com o teor de lactose. A acidez titulavel apresentou
correlacao positiva com a estabilidade, possivelmente devido a elevada acidez natural
observada. A incidéncia de LINA considerando o alcool a 72 °GL foi de 12,16% e no
alcool a 78°GL foi de 34,64%. Na regressdao logistica de risco de LINA72 apenas as
variaveis Cai e lactose foram determinantes, enquanto no risco de LINA7s as variaveis
determinantes foram o Cai, a acidez titulavel, a lactose e o nitrogénio uréico no leite.
Na regressdo linear multipla, a lactose (r? parcial = 0,13) e o Cai (r? parcial = 0,06)
foram as varidveis que apresentaram incremento linear significativo para a
estabilidade do leite, no entanto, o modelo explica apenas 26,6% (r? total = 0,266) da
variacao total. Nas condi¢des de producao da pecuaria leiteira do Parana, a ocorréncia
de LINA72 foi baixa, sendo mais frequente no verao e no sistema de producéo a pasto
com suplementacéo. As variaveis determinantes e comuns ao LINA72 e LINA7s foram
as concentracdes de Caie lactose. Portanto, comprova-se que a ocorréncia do LINA
no Estado do Parana foi baixa e as causas foram multifatoriais.

Palavras-chave: acidez natural; calcio ibnico; estabilidade ao etanol; lactose;
gualidade do leite.



ABSTRACT

One of the factors that compromises the milk quality is the loss of stability in the face
of alcohol. The milk instability impair the industry, in the production of dairy derivatives,
since milk precipitates when subjected to high temperatures during thermal
processing. The objective of the research was to analyze the milk stability from
producers in the State of Parand, through the alcohol test under six concentrations and
to relate it to the factors that may interfere with the stability. Milk samples were
collected from the producers' cooling tanks, being collected twice in the summer and
twice in the winter, generating 425 and 389 samples, respectively, totaling 814
samples. The properties were classified according to the level of intensification of the
production systems: pasture with supplementation (PS) and confinement (CO). In the
laboratory, the samples were submitted to alcohol test, titratable acidity and ionic
calcium concentration (Cai), chemical composition, somatic cell count (SCC) and
standard plate count (SPC). Descriptive and correlation analyzes were performed. In
the analysis of variance the season of the year (winter or summer) and the production
system (PS or CO) were evaluated. Logistic regression analyzes were calculated to
determine the probability of occurrence of unstable non-acid milk (UNAM) at alcohol
concentrations of 72 and 78 °GL. In the multiple linear regression analysis, milk stability
was considered as the dependent variable. Milk stability was higher in winter and
presented lower levels of Cai compared to summer. Regarding the production system,
it was found that cows kept in confinement produced milk with greater stability and
lactose content compared to cows raised under grazing. Stability was negatively
correlated with Cajand positively correlated with lactose content. The titratable acidity
showed a positive correlation with stability, possibly due to the high natural acidity
observed. The incidence of UNAM considering alcohol at 72°GL was 12.16% and in
alcohol at 78°GL it was 34.64%. In the logistic regression of risk for UNAM72, only the
variables Cai and lactose were determinants, while in Unamzs the determinant
variables were Cai, titratable acidity, lactose and milk urea nitrogen. In the multiple
linear regression, lactose (partial r> = 0.13) and Cai (partial r> = 0.06) were the variables
that showed a significant linear increase for milk stability, however, the model explains
only 26.6 % (total r? = 0.266) of the total variation. Under the production conditions of
dairy cattle in Parana, the occurrence of UNAM72 was low, more frequently in the
summer and in the pasture production system with supplementation. The determining
and common variables for UNAM72 and UNAM~7s were Cai and lactose concentrations.
Therefore, it is proven that the occurrence of UNAM in the State of Parana was low
and the causes were multifactorial.

Key-words: natural acidity; ionic calcium; ethanol stability; lactose; milk quality.
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CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva da bovinocultura de leite € uma das principais atividades
econbmicas do agronegocio brasileiro, gerando renda para mais de um milhdo de
produtores e empregos no segmento. No ano de 2019 o valor bruto da producao
primaria de leite cru atingiu R$ 34,91 bilhdes (BRASIL, 2019) sendo o sétimo maior
valor dentre os produtos agropecudrios nacionais.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de leite bovino, atras somente dos
Estados Unidos e da india (FAO, 2019). De acordo com os dados do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) em 2020 a producdo de leite brasileira foi de 35,4
bilhdes de litros. O estado de Minas Gerais € o lider nacional, com producao de 9,7
bilhdes de litros de leite, seguido do Parana e Rio Grande do Sul com producdes de
4,4 bilhdes e 4,2 bilhdes de litros, respectivamente (IBGE, 2020).

O municipio de Castro (Parana) foi denominado como “a Capital Nacional do
Leite” (Lei Federal n213.584, de 26 de dezembro de 2017), produzindo 363,9 milhdes
de litros. Este mantém-se na primeira posicdo do ranking dos municipios de maior
producdo, seguido dos municipios de Carambei (Parand) e Patos de Minas (Minas
Gerais) com producdes de 224,8 milhdes e 195,0 milhdes de litros, respectivamente
(IBGE, 2020).

Além dos indicadores de producédo, vem crescendo o interesse, tanto das
indUstrias e cooperativas quanto dos produtores, nos parametros de qualidade do leite
com a finalidade de garantir a salde da populacdo e a qualidade dos produtos lacteos.
Neste sentido, as Instrucbes Normativas (IN) determinam a identidade e os padrdes
de qualidade que devem apresentar o leite cru refrigerado, o leite pasteurizado e o
leite pasteurizado tipo A.

Atualmente, estad em vigor em todo o territério nacional a IN n2 77 do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) de 2018. As principais alteracdes
em relacdo a IN n2 62 foram em relacdo a contagem de células somaticas (CCS) e
contagem padrao em placas (CPP), em que os produtores devem apresentar médias
geométricas trimestrais de, no maximo, 500.000 células/mL e 300.000 UFC/mL,
respectivamente (BRASIL, 2018).



15

Outro parametro importante quando se refere a qualidade do leite € a
estabilidade. De acordo com a IN n2 77, o leite ndo devera coagular na prova do
alizarol na concentracdo alcoodlica minima de 72 °GL para que possa ser aceito e
submetido ao processamento industrial. O teste do alcool/alizarol € realizado
diariamente nas propriedades leiteiras, por se tratar de um método réapido, e € umas
das provas obrigatdrias antes da captacéo do leite pelo caminhao e na plataforma de
recebimento dos laticinios. A realizacdo do teste do alcool tem a finalidade de estimar
a estabilidade das proteinas do leite, pois ele mensura indiretamente a estabilidade
do leite ao tratamento térmico e ao pH (MARQUES et al., 2007).

Equivocadamente, o leite que coagula na prova do alcool é interpretado como
leite acido, no entanto, de acordo com Fischer et al. (2012) amostras que precipitam
no teste e apresentam resultados normais de acidez titulavel ou pH, sdo denominadas
de leite instavel ndo acido (LINA). Portanto, fatores néo relacionados a acidez do leite
também podem estar associados com a instabilidade das proteinas do leite,
principalmente das caseinas, caracterizando o LINA (MARQUES et al., 2007).

Segundo Fischer et al. (2012) a incidéncia de LINA no Brasil tem sido grande,
em aproximadamente metade do leite analisado, gerando mal entendimento entre a
indUstria e o produtor, e também perdas econémicas, pois o LINA é rejeitado pelas
industrias devido ao risco com problemas de estabilidade, principalmente se este

produto for destinado para a producéo de leite ultra-high temperature (UHT).

1.2 CARACTERIZACAO DO ESTADO DO PARANA

O Estado do Parana possuiu em torno de 110.000 produtores de leite, em que
86% produzem até 250 litros de leite/dia e a maioria dos produtores possui area de 18
a 43 hectares, com um sistema de producéo baseado na pastagem e suplementando
a dieta dos animais com o concentrado (IDR-PARANA).

Segundo a Secretaria de Agricultura e de Abastecimento do Parana (Seab) a
regido sudoeste tem sido a maior produtora de leite de todo o Estado, obtendo uma
producdo de aproximadamente um bilhdo e 200 milhdes de litros de leite em 2016. A
regido sudoeste produziu 25% de todo o leite do Estado, em seguida vem as regides
oeste (21%) e centro-oriental (16%).
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De acordo com a classificacdo de Koppen-Geiger (1948), no Parana domina
o clima do tipo C (mesotérmico). O clima Cfa - subtropical é caracterizado por verdes
guentes, mais de 30 mm de chuva na estacdo seca e com poucas geadas. Nos meses
mais quentes a temperatura média & superior a 22 °C, e nos meses mais frios € inferior
a 18 °C. Esse clima é encontrado nas regifes Norte, Oeste, Sudoeste, no Oeste da
Serra do Mar e do Vale do Ribeira.

Ja na regido de Curitiba, nos Campos Gerais, Sul e parte do Sudoeste do
Terceiro Planalto predomina o clima Cfb — temperado que é caracterizado por veréo
ameno, sendo que a temperatura média nos meses mais quentes nado ultrapassa 22
°C, com geadas severas e frequentes. As chuvas sao uniformemente distribuidas

durante o ano com precipitacéo de 1.100 a 2.000 mm, sem estacao seca.

1.2.1 Sistemas de producéo

Os sistemas de producdo de leite podem ser classificados em extensivo
(animais a pasto), semi-intensivo (animais a pasto com suplementacdo volumosa) e
intensivo (animais em confinamento), os quais se diferem pelo tipo de instalacao,
conservacao das forragens, fornecimento do concentrado, manejo adotado e area
ocupada.

Segundo dados do Levantamento Top 100 elaborado pelo MilkPoint (2022),
as vacas leiteiras das fazendas Top 100 sdo mantidas em sistema de confinamento,
com nenhum ou praticamente nenhum acesso a pastagem (77%). Apenas 14% das
propriedades adotam o sistema de produgcdo a pasto. Em relagdo ao tipo de
alojamento, a maioria das propriedades opta pelo free stall (48%), seguidos do
compost barn (29%), das propriedades que optam por mais de um tipo de alojamento
(13%), piquetes em pastagem rotacionada (7%) e com menor expressao 0s piguetes
para descanso (3%).

No sistema de producéo a pasto, 0s animais vao até o pasto para pastoreatr,
podendo ser fornecida a suplementagédo com concentrado e volumoso no cocho apos
o término da ordenha. Segundo Cecato et al. (2002) a baixa produtividade nesse
sistema é consequéncia da baixa fertilidade natural dos solos e ado¢cdo de manejos
inadequados. Além disso, 0s animais podem sofrer stress térmico se 0s piquetes nao

possuirem sombra natural, como arvores. Nesse sistema, deve-se respeitar a altura
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das forragens de entrada e saida dos animais, sendo o planejamento forrageiro
essencial para garantir o fornecimento de volumosos em quantidade e qualidade.

No tipo de alojamento em confinamento free stall os animais ficam soltos em
uma area cercada e coberta, possuindo acesso livre para alimentacdo e para
caminhadas, cada animal possui uma cama para descanso, forrada geralmente com
areia, serragem ou de colchdo de borracha. Neste sistema, deve ser dada uma
atencao especial as necessidades basicas dos animais, respeitando as dimensdes
das instalacfes e espacamentos dos cochos, fornecimento de conforto térmico com a
utilizacédo de aspersores de agua e ventiladores, com a finalidade de garantir o bem-
estar dos animais e aumento da produtividade.

Outro tipo de alojamento em confinamento € o tie stall onde os animais séo
alojados em barracdes totalmente fechados e mantidos confinados, geralmente por
correntes no pescoco (FELTON, 2011). O barracdo possui ventilagdo forcada, por
meio de placas evaporativas em uma extremidade e ventiladores e exaustores em
outra extremidade do barracéo.

O sistema de confinamento compost barn consiste em um barracdo coberto
para descanso das vacas, sendo a area revestida com serragem, sobras de corte de
madeira e esterco compostado. O sistema oferece aos produtores uma alternativa
para elevar a produtividade, possibilita maior conforto e higiene aos animais, contribui
para a reducao dos problemas de casco e pernas, diminui a contagem de células
somaticas, aumenta a deteccdo do cio e a producdo de leite e diminui o odor e a
incidéncia de moscas.

Ha escassez de pesquisas que avaliaram o efeito dos sistemas de producgéo
sobre a estabilidade do leite. No entanto, Martins et al. (2007) observaram que quanto
maior o grau de especializacdo das propriedades, menor o percentual de casos de
mastite, contribuindo para a obtencdo de um leite com qualidade.

Segundo Werncke et al. (2016) com o atendimento dos requerimentos
nutricionais dos animais, tém-se maior disponibilidade de nutrientes para a sintese
dos componentes do leite na glandula mamaria e assim, maior producgao de leite. Além
disso, quanto maior o aporte nutricional, principalmente energético, mais estavel o
leite sera no teste do alcool. Portanto, independente do sistema de producdo adotado
pelo produtor, o atendimento as necessidades nutricionais € crucial para a produgéo

de um leite de qualidade e com alta estabilidade.
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1.3 EXIGENCIAS NA QUALIDADE DO LEITE PELAS INDUSTRIAS NA REGIAO

Com o intuito de garantir uma matéria-prima de qualidade, as indlstrias e
cooperativas desenvolveram um sistema de pagamento do litro de leite a partir do
preco base e com as bonificagdes ou penalizacdes aos produtores. Esse sistema de
pagamento traz beneficios para a industria, com a melhoria da qualidade da matéria-
prima, e para o produtor, que tem o seu produto valorizado e, consequentemente,
consegue um melhor precgo pelo litro.

No municipio de Carambei (Parand) fica uma das sedes da industria Lactalis,
0 maior grupo lacteo e a maior captadora de leite do Brasil, sendo que em 2020 o
volume de captacéo foi de 2,7 bilhdes de litros de leite (ABRALEITE, 2021). O grupo
€ responsavel por marcas tradicionais como Itambé, Cotochés, Boa Nata, Galbani,
Pocos de Caldas, Santa Rosa, DoBon, Societé, Président, Parmalat, Elegé e Batavo.

O Pool Leite € uma entidade de produtores, operada pelas Cooperativas
Castrolanda, Frisia e Capal, cujos objetivos sdo mediar as relacdes entre produtores
e industrias da Intercooperacao, organizar 0s processos de pagamento por volume e
qualidade e sistematizar a logistica de coleta do leite nas propriedades.

Sao atribuidas bonificac6es no preco do leite aos produtores que atendem os
seguintes indicadores: volume de leite entregue, capacidade de estocagem na
propriedade (24 ou 48 horas), acesso a propriedade (permitindo o trafego de
caminhdo toco, truck ou carreta), temperatura de resfriamento do leite e o
credenciamento de boas préaticas na fazenda (BPF). Caracteristicas microbiolégicas e
nutricionais do leite podem refletir em bonificagcdes ou penaliza¢gbes, como a contagem
de células sométicas (CCS), contagem padrdo em placas (CPP), percentual de
gordura e de proteina. Os produtores podem receber penaliza¢des de acordo com a
presenca de antibidticos e/ou inibidores, alteracdes na crioscopia e alizarol fora do
padrao das industrias (POOL LEITE, 2019).

Em relac@o ao alizarol fora do padréo, as industrias utilizam um sistema de
rastreabilidade da carga. Apos a identificacdo do produtor fora do padrao € realizado
a aplicacédo de descontos de 2,0% sobre a producéo de leite mensal, no entanto, se
persistir o problema por 15 dias o desconto sera de 4,5% e se persistir por 30 dias o
desconto sobe para 7,0% (POOL LEITE, 2019).
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A razdo da importancia da prova do alizarol é que ela é realizada para estimar
a estabilidade térmica do leite (FISCHER et al., 2012). A estabilidade térmica do leite
€ importante principalmente para as inddstrias, pois 0 processamento de leite com
menor estabilidade implica em aumento da deposicéo de residuos sdlidos nas placas
de troca de calor do pasteurizador e também nos sistemas de processamento do leite
UHT, em consequéncia disso, a industria teria que parar todo o sistema operacional e
realizar a limpeza do sistema, ocasionando aumento dos custos de producao
(MARTINS et al., 2018).

Existem poucas referéncias na literatura avaliando a incidéncia de casos de
baixa estabilidade no Estado do Parana (MARX et al., 2011; SILVA et al., 2012;
RIBEIRO JUNIOR et al., 2013; FAGNANI et al., 2014; FAGNANI et al., 2016), no

entanto, a estabilidade ainda é um problema a ser solucionado.

1.4 ESTABILIDADE TERMICA DO LEITE

Entende-se por estabilidade térmica a capacidade do leite em suportar
elevadas temperaturas no processamento sem sofrer coagulacdo ou gelificacdo
visivel (SINGH, 2004).

Um dos métodos mais utilizados, pela industria para estimar a estabilidade
térmica do leite € o teste do alcool/alizarol. A metodologia do teste é a seguinte:
amostras de leite sdo misturadas na mesma proporcéo com a solugéo de alcool etilico,
homogeneizadas e verifica-se a formag&o ou ndo dos coagulos (BRASIL, 2018).

Na prova do alizarol o processo de coagulacao do leite explica-se pela acéo
desnaturante e desidratante do alcool. Quando este é adicionado ao leite ocorre o
colapso da regido C-terminal da k-caseina, aumento do pKa dos residuos glutamato
e aspartato e reducao da solubilidade do célcio e dos fosfatos da micela de caseina.
Além disso, ao expor o interior hidrofébico da micela de caseina, ocorre a aglomeracéo
das micelas caracterizando a coagulacgédo do leite (O’'CONNELL et al., 2006).

A interpretacdo dos resultados da prova do alcool/alizarol conforme Tronco
(2010) é a seguinte: amostras que apresentam a coloracao final pardo-avermelhado
e sem coagulacéo sao classificadas como leite normal (14-18 °Dornic (°D)), coloracéo

pardo-avermelhado e com coagulacao fina é leite com acidez de 19 a 21 °D, coloracéo
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amarela e com coagulagéo é leite com acidez superior a 21 °D e coloragéo violeta é
leite alcalino ou fraudado com agua.

Com a intencdo de captar um leite de maior estabilidade térmica, muitas
industrias vém aumentando a concentracdo alcodlica utilizada, aumentando o rigor do
teste e assim, aumentando o percentual de leite rejeitado por problemas de
instabilidade ao teste do alcool (ZANELA; RIBEIRO; FISCHER, 2015). Segundo Negri
(2002) o aumento da graduacéo alcoodlica pode aumentar a ocorréncia de resultados
falsos positivos no teste, no entanto, estas ndo apresentam correlacao elevada com a
resisténcia térmica.

O colostro e leites oriundos de vacas no final da lactacdo também coagulam
no teste e ndo sdo processados pela industria (HORNE, 2016). Segundo Holt (2004)
o leite oriundo de vacas na fase final da lactacdo e com mastite € alcalino devido ao
aumento da permeabilidade do epitélio mamario, possibilitando a passagem de ions

e proteinas, ocasionando a alteracdo dos constituintes do leite e a elevacéo do pH.

1.5 FATORES QUE ALTERAM A ESTABILIDADE DO LEITE

As causas de instabilidade do leite sdo multifatoriais e em muitos casos
desconhecidas, portanto, a prevencao da ocorréncia de LINA é a melhor solucéo, pois
torna-se dificil a correcéo da estabilidade do leite por meio de praticas de manejo na
propriedade. Segundo Stumpf et al. (2013) a estabilidade do leite pode ser alterada

pelas suas propriedades, por variagdes naturais e incontrolaveis.

1.5.1 Proteinas do leite

De acordo com a IN n2 77 o teor minimo de proteina total no leite cru
refrigerado deve ser de 2,9 g/100g (BRASIL, 2018). As proteinas do leite bovino séao
distribuidas em 80% de caseinas e 20% de proteinas do soro. As fracdes de caseina
sdo subdivididas em a (as1, as2-CN), B (B-CN) e k (k-CN) e sdo mantidas unidas por
interacOes hidrofobicas e pontes salinas (TRONCO, 2010). As fra¢gdes do soro do leite
sdo subdivididas em B-lactoglobulina, a-lactalbumina, albumina do soro,
imunoglobulinas e lactoferrina (LIVNEY, 2010).



21

As caseinas sao fosfoproteinas que possuem inumeros radicais fosfatos
ligados ao aminoacido serina (P-Ser). Sao sintetizadas nas células epiteliais da
glandula mamaria e a sua concentragdo média no leite bovino é de 24-28 g/L
(SGARBIERI, 2005).

A proposta de conformacéo das micelas de caseina que mais ganha suporte
€ a de Walstra (1990). Segundo o autor, as micelas de caseina sdo agregadas em
formatos esféricos entre 40 e 300 nm de diametro, de formato irregular e sdo formadas
por submicelas, ligadas por grupamentos de fosfato de célcio.

As micelas apresentam variagcdes conforme a composi¢cdo das submicelas,
podendo ser formadas por a, 3 € K-CN; ou por a e k-CN apenas. A K-CN possui carater
hidrofilico, é estavel na presenca do calcio ibnico (Cai) e, dessa forma, projeta-se na
parte externa da micela e protege o interior da micela. Esta € composta pelas
subunidades a e B-CN que sao hidrofébicas e instaveis na presenca do Caj
(WALSTRA, 1990).

As micelas de caseina possuem a predominancia de cargas elétricas
negativas, que sao equilibradas pela presenca do calcio ligado a proteina. Quando ha
aumento da concentracdo do Cai, aumenta-se o calcio ligado a micela, havendo uma
reducdo da carga negativa. Com isso reduz-se a for¢ca de repulséo eletrostética entre
as micelas e aumenta-se a forca de atracdo entre elas, facilitando o processo de
coagulacdo quando em contato com a solucao alcodlica (BARROS et al., 1999) e,
portanto, maior susceptibilidade a instabilidade do leite durante o processamento
térmico. O aumento do fluxo de Cai da corrente sanguinea para o leite é justificado
por varias razdes que serao esclarecidas adiante.

As concentracdes das fracdes de caseina variam de acordo com o estagio da
lactagéo e encontram-se constantes durante a fase intermediaria da lactagéo (KRUIF;
HUPPERTZ, 2012). Barbosa et al. (2012) evidenciaram que quando comparadas com
amostras de leite estaveis, as amostras de LINA apresentaram maiores
concentragdes de B-CN e de proteina total, porém menores teores de k-CN. Segundo
Swaisgood (2003) a B-CN possui um C-terminal hidrofébico dominante, sendo

considerada a caseina mais hidrofobica e instavel na presenca do Cai.
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1.5.2 Deficiéncia nutricional

A deficiéncia nutricional € um dos principais fatores associados com casos de
LINA, pois um periodo de restricdo alimentar, como ocorre em épocas de vazio
forrageiro, pode reduzir a propor¢cao da subunidade de k-CN, e também aumentar o
espaco entre as células do epitélio alveolar da glandula mamaria (MARTINS et al.,
2018).

Stumpf et al. (2013) em estudo com vacas da raca Jersey e submetidas a 50%
de restricdo alimentar, encontraram que o0 aumento da permeabilidade das tight
junctions (TJ) da glandula mamaria esta positivamente associado com a reducdo da
estabilidade do leite ao teste do alcool devido ao desequilibrio salino. As TJ séo
estruturas que separam o lumen alveolar (contetdo apical) do fluido intersticial
(conteudo basolateral) desempenhando importante funcdo como barreira, pois
impede a passagem de ions ou pequenas moléculas entre o0 sangue e o leite
(STELWAGEN; SINGH, 2014).

Um dos indicadores do aumento da permeabilidade das TJ seria a elevacao
da concentragcédo de lactose no sangue (STELWAGEN; SINGH, 2014). A lactose, 0
principal carboidrato do leite, € o Unico agucar que € sintetizado a partir da glicose na
glandula mamaria. A enzima lactose sintase, formada pela galactosiltransferase e a-
lactoalbumina, € a responsavel pela sintese da lactose a partir de glicose e galactose.
A fase final da sintese de lactose ocorre no aparelho de Golgi. ApGs a sintese, a
lactose é transportada por vesiculas citoplasmaticas para o limen alveolar, onde é
secretada (HETTINGA, 2019).

Por essa razdo, pequenas concentracbes de lactose no sangue Ss&o
indicativas da sua passagem do limen alveolar para a corrente sanguinea devido ao
aumento da permeabilidade das TJ. Além disso, também ocorre a reducgédo do teor de
lactose no leite (STUMPF et al., 2013).

Segundo Stumpf et al. (2013) outro parametro indicativo do aumento da
permeabilidade das TJ € a elevacéo da concentracdo de sodio no leite. Chavez et al.
(2004) encontraram maiores teores de ions, como o cloro, s6dio e 0 potassio em
amostras de leite instaveis comparadas com amostras estaveis. Segundo 0s autores,

esses minerais aumentam a forca ibnica, diminuem a constante dielétrica do meio,
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enfraquecendo a barreira de energia, e assim facilitando a aglomeragao das micelas
de caseina, causando a precipitacédo do leite.

Além do fator nutricional, o estadio de lactacdo também pode alterar a
permeabilidade das TJ. Segundo Stumpf et al. (2020) a porcentagem de leite instavel
no &lcool 63,2 °GL foi maior em vacas em estadio avancado de lactacgéo.

Durante o periodo de restricdo alimentar, o déficit energético € a principal
causa de instabilidade no leite, especialmente no inicio da lactacdo, quando as vacas
passam pelo balanco energético negativo (BEN) (MARTINS et al., 2018). No entanto,
segundo Schmidt (2014), o desequilibrio da relacao proteina/energia da dieta também
€ um fator predisponente para a ocorréncia de LINA.

Em um estudo, Schmidt (2014) avaliou a recuperacédo da estabilidade do leite
através do suprimento das exigéncias de proteina e/ou energia de vacas em lactacao.
O autor constatou que no periodo de recuperacdo da estabilidade, a dieta com
atendimento de 100% das exigéncias de proteina e energia dos animais recuperou a
estabilidade na concentracédo alcodlica de 72 °GL. J& a dieta com atendimento de
100% das exigéncias de energia e restricdo de 50% de proteina recuperou a
estabilidade para 68,84 °GL e a dieta com atendimento de 100% das exigéncias de
proteina e restricdo de 50% de energia reduziu mais ainda a estabilidade do leite,
sendo instavel no alcool 62 °GL e também ocasionou a reduc¢éo do peso vivo corporal
e perda de escore de condi¢ao corporal (ECC).

Os resultados do fornecimento de uma dieta desbalanceada na relagcéo
proteina/energia sdo alteragcdes metabdlicas e ruminais que podem alterar a
composicdo do leite, além do aumento da incidéncia de problemas reprodutivos no
rebanho (SCHMIDT, 2014).

Martins et al. (2019) avaliaram o efeito do processamento do amido (floculado
ou moido) e da relacao proteina degradavel no ramen (PDR): proteina ndo degradavel
no raimen (PNDR) sobre a estabilidade do leite. Os autores observaram que na dieta
composta por milho moido e com baixa relacdo PDR/PNDR (95 g de PDR/kg MS e 63
g de PNDR/kg MS) houve aumento do consumo de MS, da producao de leite e da
estabilidade do leite ao teste do alcool e ao aquecimento a 140 °C. Nao houve efeito
do processamento do grao ou da degradabilidade da proteina bruta nos teores de k-
CN. Além disso, observou-se que as vacas alimentadas com a dieta de baixa

digestibilidade apresentaram maiores teores de k-CN 1 glicosiladas em relacéo a dieta
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de alta digestibilidade. De acordo com Bijl et al. (2014) o aumento desta caseina foi
associado a micelas de menor diametro, que apresentam maior tempo de coagulacéo
e coagulos mais firmes na produgao de queijos em comparagao ao menor teor de K-
CN glicosiladas e de maior diametro (GLANTZ et al., 2010).

Martins et al. (2021) observaram que a parcial substituicado de milho moido por
polpa citrica e com o uso de tamponante (bicarbonato de s6dio associado ou 0xido de
magneésio) ndo alteraram o volume de leite produzido, nem as concentra¢cdes de Cai
no leite, bem como a estabilidade do leite das vacas submetidas ao tratamento térmico
No entanto, as vacas que receberam apenas milho moido apresentaram baixo pH
urinario, indicando maior acidificacdo sanguinea quando comparadas com as vacas
gue receberam a substituicdo por polpa citrica e com tamponante. Desse modo, a
intensidade da acidificagdo sanguinea pode determinar a concentracéo de Cai no leite
e a estabilidade das micelas de caseina (MARTINS et al., 2021). Os autores também
constataram que as vacas que receberam a substituicdo do milho moido por polpa
citrica na dieta apresentaram reducdo da estabilidade térmica a 140 °C,
principalmente devido ao menor consumo de matéria seca e assim, menor

disponibilidade de nutrientes para a sintese de leite.

1.5.3 Estresse térmico

A maior incidéncia de casos de LINA ocorre em épocas de elevadas
temperaturas e umidade relativa do ar (MARTINS et al., 2018). Segundo Polsky e Von
Keyserlingk (2017) a principal resposta fisiolégica de vacas leiteiras sob o efeito de
estresse térmico € a reducdo do consumo de matéria seca, diminuindo a
disponibilidade de nutrientes para a sintese de leite na glandula mamaria. Além disso,
também ocorre aumento do metabolismo basal devido a ativagcdo do sistema
termorregulador para manter a homeostase. A privacdo de sombra reduz a
estabilidade do leite, que foi associado a maior acidez do leite, provavelmente em
resposta a acidose metabdlica (ABREU et al., 2020).

Hu et al. (2016) observaram alteracdes no nivel de transcricdo dos genes,
principalmente dos marcadores da capacidade de secrec¢do das células epiteliais,
guando estas foram submetidas ao estresse térmico, sugerindo ocorrer um disturbio

na funcdo secretora na glandula mamaria. Os autores encontraram diminui¢cao
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significativa da expressdo dos genes da B-CN e butirofilina (BTN1A1l — proteina
associada as goticulas de gordura no leite) apos 0,5 h a 12 h de exposicao térmica. A
transcricdo do gene da as1-CN foi maior em comparagdo com o grupo controle apos
12 h. Além disso, também se observou aumento da expressdo dos genes Hsps
(proteinas de choque térmico) como forma de defesa contra o estresse térmico nas

células epiteliais da glandula mamaria.

1.5.4 Doengas metabdlicas

As doencas metabdlicas em vacas leiteiras podem causar perdas de reservas
corporais, de produtividade e também alteracdes nas caracteristicas fisico-quimicas
do leite (MARQUES et al., 2011). Essas alterac¢des digestivas e/ou metabdlicas podem
estar associadas com a ocorréncia de casos de LINA como ocorre em casos de
acidose ruminal e sanguinea (FISCHER et al., 2012).

O quadro de acidose é caracterizado por pH ruminal abaixo de 5,5 e os dois
principais fatores que predispdem o0s animais a ocorréncia de acidose ruminal sdo a
alta inclusdo de fontes de amido, além do recomendado para a categoria animal em
questédo, e fornecimento de dietas deficientes em fibra fisicamente efetiva (FDNfe)
(MARTINS et al., 2021).

Os rins sdo 6rgdos do sistema urinario responsaveis, entre outras fungdes,
pela manutencao do equilibrio &cido-base do sangue. Quando o pH do sangue torna-
se 4cido, os rins excretam ions amoénio (NH4*) a fim de aumentar o pH da urina
(MARQUES et al., 2011). O fornecimento de sais anidnicos na dieta com base nos
anions cloreto e sulfatos (Cl- e SO4?, respectivamente) sdo uma estratégia nutricional
muito utilizada nas dietas pré-parto, com o proposito de negativar a diferenca cation-
aniénica da dieta (DCAD), prevenindo a ocorréncia de hipocalcemia. Através do
aumento da concentracdo de anions oriundos da dieta, a concentragdo sistémica do
ion hidrogénio (H*) também aumenta, diminuindo o pH da urina para valores menores
de 7,5.

Martins et al. (2015) ndo observaram efeito do DCAD nas concentragdes de
a-(s1 € s2), B-CN e a-LA, no entanto, a concentragdo da fracdo de k-CN diminuiu
linearmente com o aumento do DCAD e a de B-LG aumentou de forma linear. Os

autores relataram que quando o DCAD aumentou de -71 a 290 mEg/kg de MS, as
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concentragdes de kK-CN no leite diminuiram 7,69% e a de B-LG aumentou 17,14%. O
DCAD também afetou a composicdo mineral do leite, pois as concentracdes de Cai e
cloreto aumentaram de forma quadratica e linear, respectivamente, com a reducao do
DCAD. Segundo os autores, a reducéo do DCAD resultou em aumento do Cai no leite
devido ao mecanismo compensatério da acidose metabdlica que foi diagnosticada nos
animais. Marques et al. (2011) também constataram que o fornecimento da deita
anibnica para vacas em lactacao resultou em acidose metabdlica.

Além disso, o DCAD também pode alterar a resisténcia das caseinas para
formar os coagulos quando em contato com a solugdo alcodlica ou durante o
tratamento térmico (MARTINS et al., 2015). Segundo os autores a estabilidade ao
teste do alcool e a térmica reduziram linearmente com a reducédo do DCAD. Assim,
com a reducdo do DCAD de 290 para -71 mEg/kg de MS a concentracdo alcodlica
necessaria para visualizar a precipitacdo do leite foi reduzida 4,6% e a resisténcia do
leite para formar os coagulos durante o tratamento térmico a 140 °C foi reduzida 4,77
minutos.

Portanto, a incidéncia de casos de acidose ruminal podem levar a acidose
metabdlica nos animais, resultando em queda do pH da urina e do leite, predispondo
o leite a maior instabilidade no teste do alcool (MARQUES et al. 2011).

1.5.5 Fatores genéticos

A k-CN apresenta uma sequéncia de 169 aminoacidos (Rijnkels, 2002) e
possui duas principais variantes genéticas que diferem nas posi¢cdes dos aminoacidos
136 (Treonina por Isoleucina) e 148 (Aspartato por Alanina), sendo as variantes A e
B, respectivamente (Alexander et al., 1988).

Botaro et al. (2009) observaram maior predominancia do alelo AA do gene da
K-CN nas ragas Holandesa e Girolanda e n&o encontraram associagéo significativa
entre a ocorréncia de amostras instaveis ao teste do alcool e as variantes genéticas
da k-CN. No entanto, Robitaille et al. (2001) constataram que o leite das vacas que
apresentaram uma expressao do alelo B maior do que do alelo A do gene da k-CN
necessitou de maior concentracdo de etanol para a precipitacdo do que 0 grupo com

a mesma expressao dos dois alelos.
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Mendes et al. (2018) constataram maior incidéncia de casos de LINA em
vacas leiteiras mesticas em comparacao aos animais da raca Holandesa. Portanto, é
possivel que as diferengas genéticas associados aos tipos de k-CN e outras proteinas

lacteas podem alterar a estabilidade do leite ao teste do alcool.

1.5.6 Saude da glandula mamaria

A ocorréncia de mastite estq associada a alteracdes nos componentes do
leite, se observa a reducdo nos teores de lactose e proteina, e aumento nas
concentracfes de ions (LEITNER et al., 2006) devido a reducédo da capacidade de
sintese dos componentes do leite nos alvéolos e aumento da permeabilidade das TJ
das células mamarias (OGOLA et al., 2007).

Alguns estudos indicam que o leite ordenhado de vacas com mastite
subclinica ndo influencia diretamente na estabilidade do leite no teste do &lcool
(FISCHER et al., 2012). Martins et al. (2019) avaliaram o efeito da mastite subclinica
sobre a estabilidade do leite e os autores ndo observaram efeito quando compararam
quartos mamarios sadios versus infectados e de quartos contralaterais. No mesmo
estudo, a estabilidade nao foi alterada quando os quartos mamarios infectados foram
classificados de acordo com 0s agentes patogénicos.

No entanto, outros trabalhos mostram uma relacdo entre mastite e
instabilidade do leite. Oliveira et al. (2013) constataram menor estabilidade ao teste
do alcool em amostras com alta CCS (CCS > 500x103 cel/mL). De acordo com Stumpf
et al. (2013) a mastite pode ocasionar o aumento da permeabilidade das TJ e,
consequentemente, influenciar na estabilidade do leite. Moussaoui et al. (2004)
associaram esse aumento da permeabilidade com a inflamacao causada pela bactéria
Escherichia coli e observaram o aumento da passagem de proteinas do soro como a

lactoferrina, albumina do soro e IgG para o leite.
1.5.6 Metodologicos
Segundo Zanela e Ribeiro (2017) os primeiros desafios no controle da

gualidade do leite sédo os procedimentos, geralmente, realizados pelos motoristas das

transportadoras que sao a agitacao do tanque de resfriamento e a coleta de amostras.
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De acordo com os autores a metodologia de coleta é a seguinte: apos o término da
ordenha de todas as vacas, ligar o dispositivo de agitacao do tanque de refrigeracao,
ou agitar os tarros de leite, por cinco a dez minutos, dependendo do volume de leite
armazenado.

A mensuracdo da temperatura do tanque de refrigeracdo também é
importante e preconizada pela legislacdo. De acordo com a legislacdo vigente, a
temperatura do tanque de refrigeracéao deve ser igual ou inferior a 4,0 °C até trés horas
apos a ordenha, independentemente de sua capacidade em litros (BRASIL, 2018).

Além dos fatores nutricionais e ndo nutricionais que podem estar influenciando
a ocorréncia de LINA, pequenas variacfes na realizacao do teste do alcool também
podem interferir nos resultados (ZANELA; RIBEIRO; FISCHER, 2015).

Entre os fatores metodolégicos pode-se citar a correta diluicdo do alcool
(volume/volume) e a manutencdo da concentracdo até a utilizacdo (MARTINS et al.,
2018), a temperatura do teste, em que se recomenda a realizacédo do teste do alcool
em amostras de leite refrigeradas e néo logo apds a ordenha, além do pH da solucéo
alcoolica, que deve ser ajustado para proximo da neutralidade (6,9 a 7,1) (ZANELA,
RIBEIRO; FISCHER, 2015). Ressalta-se ainda a importancia de utilizar volumes iguais
de leite e de solucéo alcodlica conforme recomendacéo da IN n2 77 (BRASIL, 2018).

1.6 PRODUCAO DE DERIVADOS LACTEOS

A qualidade do leite influencia diretamente no rendimento dos derivados
lacteos (FURTADO, 2016). Segundo Sales et al. (2017) varios fatores influenciam no
rendimento industrial, como aqueles ligados diretamente ao animal (genética, nutricdo
e saude), ou ligados ao processamento da matéria prima na planta industrial
(condicdes de higiene e técnica utilizadas).

O LINA com estabilidade ao teste do alcool/alizarol, igual ou superior a 72
°GL, é estavel no teste da fervura, podendo ser submetido ao processo de
pasteurizacdo e destinado para a fabricacdo de derivados lacteos pasteurizados
(ZANELA; RIBEIRO; FISCHER, 2015). Estudos mostram que nesta concentragédo de
alcool, o leite também apresentou estabilidade térmica para producdo de iogurte
batido, sendo que nédo foram observadas diferencas no tempo de fermentacao, pH e
viscosidade (RIBEIRO et al., 2006).
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Estudos foram realizados utilizando leites estaveis a 72 °GL e 80 °GL em que
se observaram poucas diferencas quanto a composicao e rendimento na fabricacéo
de queijos de massas firmes (COSTABEL et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011). Abreu
(2015) produziu queijo prato a partir de leites de diferentes estabilidades e concluiu
que o leite cru com estabilidade alcodlica igual ou superior a 72 °GL pode ser utilizado
para a producdo de queijo prato.

Apesar do LINA possuir estabilidade térmica satisfatéria para ser submetido a
pasteurizacao e producédo de derivados, as consequéncias na eficiéncia de producao

na industria ainda ndo possuem comprovacoes cientificas.
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CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO DE VARIAVEIS RELACIONADAS COM A
ESTABILIDADE DO LEITE BOVINO

2.1 INTRODUCAO

O estado do Parana é o segundo maior produtor de leite do Brasil, com
producao de 4,4 bilhdes de litros em 2020 (IBGE, 2020) e grande parte desta producao
provém de cooperativas. Segundo o comunicado do Sistema Ocepar (2021) no estado
h& 58 cooperativas ligadas a agropecuaria, sendo oito de laticinios e dentre elas
destaca-se a Unium, marca institucional das cooperativas Frisia, Castrolanda e Capal,
cooperativas presentes na regido dos Campos Gerais.

A regido sudoeste do Parana é a maior produtora em volume, com
aproximadamente 1,1 bilh&o de litros anuais. No entanto, a regido centro-oriental € a
gue apresenta os maiores indices de produtividade (litros/vaca/ano). A produtividade
dos municipios de Castro e Carambei em 2020 foram de 8.087 e 9.797 litros/vaca/ano
(IBGE, 2020), tais produtividades foram superiores, em comparacdo, com
Prudentopolis (localizada na regido sudoeste), onde a produtividade foi de 1.922
litros/vaca/ano (IBGE, 2020). A crescente preocupa¢cdo com o melhoramento genético
das vacas leiteiras associada a um manejo adequado e a utilizacdo de tecnologias
contribuem para o aumento da produtividade da regido, mas apesar do destague
nacional nesse quesito, problemas com a estabilidade do leite tém sido frequentes.

A estabilidade térmica do leite é de extrema importancia para as industrias do
setor de lacteos, visto que um leite com alta estabilidade pode ser submetido a
elevadas temperaturas sem sofrer o processo de coagulacdo (LOVEDAY et al., 2021).

A utilizacdo do leite instavel por parte da industria pode ocasionar menor
rendimento no processamento industrial, uma vez que este tipo de leite pode
apresentar menores teores de lactose, proteina e, em algumas situagdes, de gordura
(FISCHER et al., 2011). Outro problema causado pela instabilidade do leite € que ele
pode sofrer precipitacdo durante o processamento do leite UHT, aderindo-se aos
equipamentos e resultando na elevacao dos custos de limpeza, aumento no descarte
de leite (ROSA et al., 2017), além da reducéo da qualidade do produto final.

A andlise de estabilidade do leite, de acordo com a Legislacdo, é realizada

por meio do teste do alcool/alizarol que é avaliado na propriedade, antes do
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carregamento. O teste consiste na mistura de partes iguais de leite e alcool com no
minimo 72 °GL (STUMPF et al., 2016), por meio do qual se avalia a formacéo de
grumos, indicando se o leite sofre precipitacdo ou ndo. A precipitacdo ocorre
principalmente pela desidratacdo das principais proteinas lacteas, as caseinas
(MARQUES et al., 2007), permitindo analisar a capacidade do leite em suportar
elevadas temperaturas sem sofrer precipitacdo (coagulacéo) (SINGH, 2004).

Resultados positivos ao teste do alcool (precipitacdo) podem ocorrer devido a
reducdo do pH pela fermentacdo da lactose por microrganismos mesofilos com a
producéo de &cido latico, sendo considerado um leite &cido, ou seja, impréprio para o
consumo, ndo devendo ser transportado para a industria (FONSECA; SANTOS,
2000). No entanto, tem-se observado, em muitos casos, que a principal alteracéo € a
perda da estabilidade da proteina (precipitagdo positiva) sem haver acidez elevada,
sendo considerado neste caso como leite instavel ndo acido (LINA) (ZANELA et al.,
2009). A ocorréncia do LINA é um fendmeno complexo, de causas multiplas, que se
caracteriza por alteracdes fisico-quimicas do leite, tornando-o instavel ao alcool, com
acidez titulavel entre 14 e 18 °D, sendo, portanto, um leite ndo acido (FISCHER et al.,
2012).

Existem vérios fatores que interferem na estabilidade do leite, entre eles o
fator genético (raca do animal, espécie) (DAVIS et al., 2001), idade ou nimero de
lactacOes, estadio de lactacdo (OMOARUKHE et al.,, 2010), fatores nutricionais,
fatores ambientais (estresse térmico, estacdo do ano, manejo), sanidade e
contaminacdo bacteriana (ZANELA et al., 2006). Fatores metodoldgicos podem
interferir nos resultados da prova do alcool, por exemplo, a temperatura das amostras
de leite, em que se recomenda a realizacdo do teste em amostras refrigeradas; e o
pH da solucdo alcodlica, que deve ser ajustado/monitorado com frequéncia para
proximo da neutralidade (ZANELA; RIBEIRO, 2018). A estabilidade do leite também
pode ser afetada pela concentracdo de calcio ibnico no leite, em que a estabilidade é
reduzida quando o teor de célcio ibnico se eleva (AKKERMAN et al., 2019).

A ocorréncia de casos de instabilidade do leite no Parand € um problema
atual, no entanto séo escassas as pesquisas sobre o assunto na regiao (MARX et al.,
2011; RIBEIRO JUNIOR et al., 2013; FAGNANI et al., 2014; FAGNANI et al., 2016;
NEVES, 2021). O LINA ja foi diagnosticado em vérios estados do pais, entre eles o
Rio Grande do Sul (MARQUES et al., 2007; ZANELA et al., 2009; MACHADO et al.,



38

2017), Santa Catarina (ABREU, 2015; THALER NETO et al., 2012), S&do Paulo
(OLIVEIRA et al., 2011) e Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2020).

O mapeamento da ocorréncia de LINA é importante para avaliar a extensao
do problema e buscar sua prevencdo/solucdo, visto que as industrias realizam
penaliza¢cdes com descontos significativos no preco pago por litro de leite e até mesmo
a rejeicao do leite instavel na prova do alcool.

A industria tem buscado alimentos clean label, conceito de rétulo limpo, a fim
de oferecer produtos mais naturais e saudaveis aos consumidores. Prevendo essa
mudanca de habitos alimentares, houve a producao pioneira no Brasil, proveniente de
uma cooperativa da regido, de uma marca de leite UHT sem a adicdo de
estabilizantes, o Naturalle. Segundo o Superintendente de Operacdes Lacteas

Edmilton Aguiar Lemos:

O Naturalle mantém todas as caracteristicas do Leite UHT Castrolanda, em
termos de composi¢cdo de seus nutrientes, porém, sem aditivos. Esses
aditivos sao adicionados ao leite para que a proteina do leite seja "protegida”,
ou seja, ndo se desnature no processo térmico de ultra pasteurizagéo.
Somente matérias primas superiores em termos de qualidade podem ter esse
tipo de tratamento industrial.

Para a fabricacéo deste produto, o leite utilizado deve ser estavel a 82 °GL na
prova do &lcool, possuir baixa contagem bacteriana e de células somaticas,
possibilitado pela reducdo do tempo entre a ordenha na propriedade e o envase na
indGstria (COMUNICACAO PESSOAL).

Devido a importancia do setor leiteiro para a regido e sua representatividade
em termos de volume e qualidade, a analise da incidéncia de casos de instabilidade
do leite e suas causas merecem ser investigadas, uma vez que ira interferir na
qualidade do produto, impactando nos custos de producdo para o produtor e para a
indUstria. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi analisar a estabilidade do leite de
produtores do Estado do Parana, por meio da prova do alcool, e verificar possiveis

fatores associados com a estabilidade.

2.2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), no periodo de fevereiro a agosto de 2021 e em parceria com a
industria Lactalis do Brasil, a qual possui uma das unidades industriais no municipio

de Carambei, localizada na regido dos Campos Gerais do Parana, nas coordenadas
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24°55°04” de latitude sul e 50°05'50” de longitude oeste. O clima da regido, segundo
a classificacdo de Képpen-Geiger (1948) é o Cfb clima temperado, com verdo ameno
e com chuvas bem distribuidas durante o ano.

Para a realizacdo das analises, foram coletadas 814 amostras de leite cru do
tanque de resfriamento de 319 produtores. As coletas foram realizadas duas vezes no
verao (fevereiro e marco) e duas vezes no inverno (julho e agosto), totalizando 425 e
389 amostras, respectivamente. As propriedades foram escolhidas aleatoriamente. A
cada produtor foi entregue um questionario (APENDICE A), visando obter informacées
sobre o rebanho e o sistema de producao de leite. As propriedades leiteiras foram
classificadas de acordo com o nivel de intensificacdo dos sistemas de producdo em:
a pasto com suplementacédo (PS) e em confinamento (CO). Ambos os sistemas de
producdo forneciam concentrado comercial e forragem conservada (silagem de
milho).

Foi abrangido um total de 38 municipios localizados nas principais bacias
leiteiras paranaenses: da mesorregido sudoeste foram coletadas amostras de
propriedades localizadas nos municipios de lIrati, Prudentopolis, Sdo Mateus do Sul,
Imbituva, Rio Azul, Ipiranga, Reboucas, Mallet, Teixeira Soares, Guamiranga e
Antonio Olinto. Na mesorregido centro-oriental foram coletadas amostras dos
municipios de Ponta Grossa, Castro, Jaguariaiva, Palmeira, Arapoti, Reserva, Pirai
do Sul, Carambei e Tibagi. Do norte pioneiro foram Wenceslau Braz, Santo Anténio
da Platina, Joaquim Tavora, Ibaiti, Tomazina, Guapirama, Sao José da Boa Vista e
Japira. Da mesorregido metropolitana de Curitiba foram os municipios de Campo
Largo, Fazenda Rio Grande, Araucaria, Lapa, Quitandinha, Balsa Nova e Campo
Tenente. Da mesorregido centro-sul os municipios de Pitanga, Boa Ventura do Séo
Roque e da mesorregido norte-central o municipio de Nova Tebas.

Foi determinada a distancia da propriedade leiteira (km) até a unidade de
beneficiamento do leite, assim como o tempo (horas) gasto para percorrer a distancia
e a condicdo das estradas até a propriedade. Outras variaveis analisadas foram o
namero de ordenhas realizadas no dia, o tempo de armazenamento do leite na
propriedade leiteira, se o produtor tem a capacidade de armazenar, nos tanques
resfriadores, por 24 ou 48 horas. A temperatura do tanque de resfriamento (°C) e o

volume de leite (litros) foram mensuradas pelo motorista das transportadoras no
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momento do transporte do leite na propriedade e, para caracterizar os rebanhos
analisados, a raca das vacas leiteiras foi considerada.

As amostras foram armazenadas em frascos plasticos de 200 mL,
devidamente identificadas e transportadas em caixas térmicas com gelo reciclavel
para o laboratério do Centro Mesorregional de Exceléncia em Tecnologia do Leite
(CMETL), para a realizacdo das andlises laboratoriais. No laboratorio, as amostras
foram mantidas destampadas sob refrigeracdo para volatilizagcdo do gas carbénico,
sendo refrigeradas a 4 °C, a fim de manter a temperatura ideal de resfriamento do
leite, segundo a IN n2 77 (BRASIL, 2018). A temperatura do refrigerador foi

constantemente monitorada por meio de um termdémetro digital.

2.2.1 Andlises de composicdo quimica do leite

As andlises de composicdo do leite, contagem de células sométicas (CCS) e
contagem padréo em placas (CPP) foram realizadas pela Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raca Holandesa (APCBRH), localizada em Curitiba — PR e
integrante da Rede Brasileira de Laboratérios de Controle da Qualidade do Leite —
RBQL.

As analises quimicas do leite e de CCS foram realizadas no equipamento
NexGen (Bentley Instruments®), sendo divididas em dois médulos: o0 médulo FCM
(citometria de fluxo), que analisa células somaticas, de acordo com a International
Organization for Standardization (ISO) 13366-2 (2008). E o mbdulo FTS
(espectrbmetro na regido média por transformada de Fourier), para a analise dos
teores de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e nitrogénio uréico no leite, segundo
alS0O 9622 (2013). As analises de CPP foram realizadas no equipamento BactoCount
IBC (Bentley Instruments®) que utiliza a citometria de fluxo para a enumeracéo da

contagem bacteriana individual do leite cru, de acordo com a ISO 4833-1 (2008).
2.2.2 Andlises de estabilidade e de acidez titulavel
A estabilidade do leite foi analisada de acordo com a metodologia descrita por

Tronco (2010), por meio do teste do &lcool, nas concentracdes 72, 76, 78, 80, 82 e 86

°GL. As solucdes alcodlicas foram preparadas/monitoradas da seguinte forma:
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encheu-se a proveta com o &lcool etilico absoluto 96° GL até atingir a graduacgéo
alcoolica desejada e colocou-se o alcooldometro Gay-Lussac na proveta. Se o teor
alcodlico estivesse abaixo do esperado, adicionou-se alcool etilico e se o teor alcodlico
estivesse acima do esperado, adicionou-se 4gua destilada até atingir a graduacao
alcodlica desejada. O pH da solucéo foi medido em pHmetro, que deve estar entre
6,90 - 7,10 e foi ajustado, conforme o pH, com algumas gotas de acido cloridrico 0,1
N ou com solucéo Dornic.

Para a realizacdo da analise de estabilidade, foram pipetados 2 mL de leite e
em seguida 2 mL da solucao de alcool nas concentracdes mencionadas, em placas
de Petri. Em seguida a amostra foi homogeneizada e entdo analisada visualmente,
observando a formac&o ou ndo de grumos, sendo a presenca de grumos classificada
como leite instavel. A estabilidade foi expressa pela menor concentragdo alcodlica que
promoveu coagulagdo (ZANELA; RIBEIRO; FISCHER, 2015). As amostras estaveis
(sem formacé&o de grumos) na concentracao alcoolica de 86 °GL foram consideradas
instaveis na concentracéo de 88 °GL.

A acidez titulavel (gramas de acido latico/100 mL) foi determinada segundo a
metodologia descrita por Tronco (2010), sendo pipetados 10 mL de leite em um
erlenmeyer e adicionados de quatro a cinco gotas do indicador &cido-basico
fenolftaleina. Em seguida realizou-se a titulacdo com solucéo de hidréxido de sodio
0,11 N (Solucéo Dornic) até o ponto de viragem, obtido pela coloracdo ligeiramente
résea. A acidez titulavel foi primeiramente mensurada em graus Dornic e em seguida,
transformada para gramas de acido latico/100 mL por meio da férmula:

Acidez titulavel (g de &cido latico/100 mL) = valor obtido da titulagéo * fator de
correcdo da solucao de NaOH/ 10

O leite foi classificado em: a) Leite normal: = acidez entre 0,14 — 0,18 g/100
mL, considerado com pH entre 6,6-6,8; b) Leite acido: com acidez maior que 0,18
g/100 mL, com pH abaixo de 6,6 e c) Leite alcalino: com acidez menor que 0,14 g/100

mL, com pH acima de 7,0.

2.2.3 Andlise da concentracéo de calcio ibnico

Para a determinacdo do calcio ibnico das amostras de leite foi utilizado um

potencidmetro da marca Thermo Scientific Orion® (Orion Star A214). O potenciémetro
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conta com um eletrodo de ion seletivo para calcio (Ca) com leitura direta, em mg/L.
Para a sensibilizacdo do eletrodo, o mesmo foi mergulhado por no minimo quatro
horas em solucéo de cloreto de calcio padronizada (1000 ppm) e com a solucdo de
preenchimento dentro do eletrodo. Para calibracdo do eletrodo foi utilizada solugbes
padronizadas de cloreto de calcio preparadas nas seguintes concentra¢des: 50 ppm
e 500 ppm, em cada solucao foram adicionados 1 mL de ionic strenght adjustor (ISA)
- solucao de ajuste ibnico de cloreto de potassio na concentracdo de 4 mol/L. Para
determinacao do teor de célcio ibnico no leite bovino foram utilizados 50 mL de leite e
1 mL de ISA, sendo homogeneizadas com uma haste de plastico e, posteriormente, o
eletrodo foi colocado imerso na amostra, para a leitura da concentracdo de calcio
ibnico no leite (RIBEIRO et al., 2010).

2.2.4 Andlise Estatistica

Os parametros foram analisados primeiramente de forma descritiva, usando o
procedimento UNIVARIATE e FREQ do programa estatistico SAS® (Statistical
Analysis System, versdo 9.3) para o célculo de média, desvio padrao e valores
maximos e minimos de cada variavel.

A andlise do Coeficiente de Correlacdo de Pearson entre as variaveis
(estabilidade ao etanol, composicdo do leite, teores de calcio idnico, temperatura do
tanque de resfriamento, volume de leite, nimero de ordenhas, nimero de vacas
ordenhadas, relacdo gordura/proteina, distancia e tempo de viagem) foi realizada
utilizando o procedimento PROC CORR (coeficiente de Spearman) do SAS®. Sendo
consideradas fracas (0 — 0,29), moderada (0,30 — 0,59), fortes (0,60 — 0,89) e muito
forte (0,90 — 1,00) (CALLEGARI-JACQUES, 2008).

Na analise de variancia (ANOVA) foram avaliados separadamente a estacdo
do ano (inverno ou veréo) e sistema de producédo (confinamento - CO ou pasto com
suplementacéo - PS), com o procedimento GLM do SAS®e a opcdo LS means de
Fisher para determinacdo das médias. Os valores P foram considerados significativos
a 5%. Adicionalmente, nas analises de regressao logistica foi utilizado o procedimento
LOGISTIC do SAS® (opcdo backward) para avaliar a probabilidade de ocorréncia de
LINA72 e LINA7s considerando as seguintes variaveis: calcio ibnico, acidez titulavel,

proteina, lactose, solidos totais, solidos ndo gordurosos, CCS, CPP, nitrogénio uréico
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no leite, temperatura do tanque de resfriamento, volume, nimero de vacas, distancia

percorrida e tempo de viagem. Foram retidas no modelo apenas as variaveis que

influenciam na ocorréncia de LINA e o modelo usado na regressao logistica foi:
logit(p) = Bo + B1Xi

Onde:

p: € a probabilidade de ocorréncia de LINA;

X: é a variavel independente;

B: € o coeficiente de regressao.

A andlise de regressao linear multipla foi realizada por meio do pacote
estatistico SAS® utilizando o procedimento REG (opcédo de selegdo de variaveis
stepwise), a fim de determinar quais variaveis que afetam a estabilidade do leite, a
variavel dependente do modelo.

Os dados de CCS e CPP foram transformados em Logio para as analises
estatisticas, porém para facilitar a interpretacdo foram utilizados os valores originais

na apresentacao dos resultados.

2.3 RESULTADOS

Os resultados referentes a andlise descritiva da composicdo quimica e de
parametros fisico-quimicos do leite dos rebanhos avaliados encontram-se na Tabela
1.

Tabela 1 — Andlise descritiva da composicao quimica e caracteristicas fisico-quimicas do leite dos
rebanhos analisados no Estado do Parana

Variavel N Média + desvio padrao Amplitude
Estabilidade ao etanol (°GL) 814 80+4,94 72 - 88
Célcio idnico (mg/L) 813 111,81+40,35 29 — 540
Acidez titulavel (g/100mL) 813 0,1582+0,0176 0,11 -0,28
Gordura (g/100g) 751 3,77+0,38 2,11- 5,81
Proteina (g/100g) 756 3,23+0,20 2,56 — 4,06
Relacdo Gordura/Proteina 749 1,17+0,09 0,59 -1,80
Lactose (g/100g) 756 4,43+0,19 2,76 — 5,46
Soélidos totais (g/100g) 756 12,3740,61 9,07 -14,41
ESD (g/100g) 756 8,62+0,30 6,53 - 10,34
CCS (mil céls/mL) 756 528+410 17 — 3808
CPP (mil UFC/mL) 757 114+489 2-9999
NUL (mg/dL) 684 12,2344,05 4,10 — 30,20

N: nimero de observacdes; ESD: extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células somaticas;
CPP: contagem padréo em placas; NUL: nitrogénio uréico no leite.
Fonte: A autora.
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A estabilidade média do leite das propriedades ao teste do etanol foi obtida
na concentracdo alcodlica de 80 °GL, apresentando grande amplitude, com amostras
instaveis no alcool a 72 °GL (12,19%) e outras instaveis no alcool 88 °GL (12,44%). A
concentracdo meédia de célcio ibnico nas propriedades analisadas foi de 111,81 mg/L
e da mesma forma, apresentou grande variagao.

Os resultados de acidez titulavel variaram de 0,11 a 0,28 g/100 mL, no entanto
89,28% das amostras apresentaram acidez titulavel dentro do padréo estabelecido
pela IN n2 77 que preconiza o recebimento de amostras de leite cru com acidez
titulavel de 0,14 a 0,18 g de &cido latico/100 mL (BRASIL, 2018).

Os teores médios de gordura e de proteina foram de 3,77 g/100g e 3,23
g/100g, respectivamente. Considerando esses resultados, foi calculada a relacéo
gordura/proteina (G/P) através da divisdo dos teores de gordura pela proteina. O
resultado é um indicativo do status energético e da saude dos animais avaliados. A
relacdo G/P média foi de 1,17+0,09 e encontra-se proximo da faixa da relacdo G/P
recomendada, de 1,2 a 1,3.

Os teores de lactose em aproximadamente 83% das amostras de leite ficaram
acima de 4,3g/100g e o percentual de observagdes com ST acima de 11,49/100g foi
de 96,2%. Com relacdo a CCS, a média foi de 528 mil células/mL e a CPP foi de 114
mil UFC/mL. Os valores médios de CCS ficaram acima do preconizado pela IN n®&77
(500 mil células/mL) e os de CPP abaixo do preconizado pela Legislacdo (300 mil
UFC/mL).

O nitrogénio uréico no leite (NUL) teve grande variacdo entre as amostras,
com valores de 4,10 a 30,20 mg/dL. Os valores de NUL considerados aceitaveis
devem estar entre 10 e 14 mg/dL (ALMEIDA, 2012).

O numero de observacbes da composicdo quimica e parametros fisico-
quimicos estao descritos na Tabela 2. Os resultados das andlises foram separados
em intervalos, de acordo com os parametros exigidos pela Legislacdo vigente, a IN n®
77 (BRASIL, 2018).
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Tabela 2 — Percentual de observagfes (%) (produtores x namero de dias avaliados) dos teores de
composicdo quimica e parametros fisico-quimicos de amostras de leite de tanques
resfriadores e niveis recomendados pela IN ne 77 do MAPA (2018)

Variavel Intervalos de cada variavel e percentual de
observacdes

Gordura (g/100g) <3,0 - = 3,0*

1,87 98,13

Proteina (g/100g) <29 - =29

2,91 97,09

Lactose (g/100Q) <43 - >4,3*
17,0 82,9

Solidos totais (g/1009) <11,4 - >11,4*

3,84 96,16

Extrato seco desengordurado (g/100g) <84 - = 8,4*
20,79 79,21

Contagem de células somaticas (mil <200 200 - 500* > 500
céls/mL) 14,83 40,98 43,0

Contagem padréo em placas (mil <100 100 — 300* > 300
UFC/mL) 81,7 11,36 6,63

Acidez titulavel (g de &cido <0,14 0,14 - 0,18* > 0,18
latico/100mL) 7,28 89,28 3,44
Estabilidade ao etanol (° GL) <72 74-78 =80
12,19 22,41 65,4

Célcio idnico. (mg/L) <80 80-100 =100

14,55 28,48 56,96

* Valores de referéncia segundo a IN N2 77 (BRASIL, 2018).
Fonte: A autora.

Observa-se que menos de 5% das observacgdes tiveram abaixo dos limites
minimos de gordura, proteina e ST, em concordancia com os padrdes estabelecidos
pela IN n 77.

Em relagdo aos valores de CCS, 55,81% das observagbes tiveram CCS
inferior a 500.000 células/mL, sendo compativel com o recomendado pela legislacao
vigente. Para a CPP o percentual de observacfes que atenderam a Legislacao foi
maior, ou seja, 81,7% das amostras apresentaram CPP abaixo de 100.000 UFC/mL.

A grande maioria das observacdes (89,28%) apresentou valores de acidez
titulavel de 0,14 a 0,18 g/100mL. Houve maior percentual de amostras de leite
consideradas alcalinas (7,28%) em relacdo as amostras de leite acidas (3,44%).
Observa-se elevada estabilidade do leite no teste do alcool, pois 65,4% das amostras
apresentaram estabilidade ao etanol na concentracédo igual ou superior a 80 °GL. Com
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relacdo ao célcio idnico, 14,55% das observacdes apresentaram concentracdes
inferiores a 80 mg/L e 56,96% tiveram concentracdes iguais ou superiores a 100 mg/L.

A média da temperatura do leite dos tanques de resfriamento foi de 3,31 °C
(Tabela 3). Preconiza-se que o leite deve ser refrigerado a temperatura maxima de
4,00 °C em até trés horas ap0s a ordenha (BRASIL, 2018).

Tabela 3 — Andlise descritiva da temperatura do leite dos tanques de resfriamento (TempTR), do volume
de leite de cada propriedade, do numero de ordenhas, do nimero de vacas ordenhadas, da
distncia e do tempo de transporte do leite das propriedades até a inddstria dos rebanhos
leiteiros no Estado do Paran&

Variavel N Média + desvio padrdo Amplitude
TempTR (°C) 806 3,31+0,44 1,40 - 4,00
Volume (L/més) 801 18484+34802 270 — 336797
N2 ordenhas 783 240,25 1-3
Ne vacas ordenhadas 764 34,70+52,98 2-500
Distancia (Km) 522 102,21+48,97 3-255
Tempo de transporte (min) 524 327,98+145,28 60 - 720

N: namero de observacoes.
Fonte: A autora.

Com relacéo ao tipo de ordenha realizada, 5,86% das propriedades utilizam o
sistema manual; 40,45% das propriedades trabalham com a ordenha mecéanica
canalizada e 53,68% utilizam o sistema de ordenha mecénica com balde ao pé. O
namero de ordenhas diarias nas propriedades foi de duas ordenhas (em 93,74% das
propriedades) e apenas 3,96% e 2,30% realizavam uma e trés ordenhas,
respectivamente.

Quanto ao volume de leite captado houve grande variacdo, pois a inddstria
faz a captacédo do leite de pequenos e grandes produtores, com volumes variando de
270 a 336.797 litros mensais, respectivamente. O nimero de vacas ordenhadas variou
de 2 a 500 vacas leiteiras, sendo que os rebanhos foram compostos das seguintes
racas leiteiras: Holandesa (60,26%), Jersey (16,10%), cruzamento da raca Jersey e
Holandesa (14,53%) e Girolanda (9,12%).

A distancia média das propriedades até a unidade de beneficiamento do leite
(UBL), localizada no municipio de Carambei-PR, foi de 102,21 km, havendo
propriedades com distancia de até 255 km. Dessa forma, o tempo de transporte do
caminhao foi em média 327,98 minutos (5 horas e 28 minutos) e houve variacéo de
60 a 720 minutos, uma hora a 12 horas, respectivamente.

No total foram coletadas amostras de 27 rotas distintas e os municipios que

compreenderam cada rota podem ser observados na Tabela 4. A frequéncia de
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carregamento do leite pelas transportadoras foi de 24 ou 48 horas, sendo que apenas
10,15% dos produtores possuiam tanques de resfriamento com capacidade de

armazenamento de 24 horas e 89,85% transportavam o leite a cada 48 horas.

Tabela 4 — Rotas realizadas pelos caminhdes isotérmicos com o numero (n) de observacdes
(produtores), frequéncia (%) e os municipios compreendidos por cada rota

Rota N Frequéncia Municipios
(%)

3 54 6,67 Lapa

6 40 4,94 Carambei

7 6 0,74 Castro

22 21 2,59 Imbituva, Guamiranga e Prudentdpolis

23 21 2,59 Guamiranga, Pitanga e Boa Ventura de Sao Roque
2450 25 3,09 Arapoti
3106 59 7,28 Guapirama, Arapoti, Santo Antdnio da Platina, Japira e Joaquim

Tavora
3283 4 0,49 Pitanga e Nova Tebas
3669 32 3,95 Castro, Pirai do Sul e Carambei
3973 41 5,06 Lapa
4114 54 6,67 Araucaria, Quitandinha, Lapa, Campo do Tenente, Fazenda Rio
Grande, Palmeira e Campo Largo
4785 25 3,09 Palmeira
4874 16 1,98 Palmeira
4887 14 1,73 Carambei e Castro
5176 1 0,12 Carambei
5188 31 3,83 Palmeira, Campo Largo, Araucdria e Bolsa Nova
5231 17 2,10 Castro
5437 54 6,67 Prudentopolis, Imbituva, Irati, Tibagi, Ipiranga e Guamiranga
5438 41 5,06 Ponta Grossa e Teixeira Soares
5528 55 6,79 Rio Azul, Reboucas, Ponta Grossa, Mallet e Sdo Mateus do Sul
5582 56 6,91 Lapa, Antdnio Olinto, S&o Mateus do Sul e Palmeira
5709 24 2,96 Castro e Carambei
6074 40 4,94 Reserva, Ipiranga, Tibagi, Guamiranga, Imbituva, Ponta Grossa e
Teixeira Soares

6205 30 3,70 Arapoti, Castro e Sdo José da Boa Vista
6281 6 0,74 Palmeira
6324 31 3,83 Jaguariaiva, Arapoti, Tomazina e Wenceslau Braz
7212 12 1,48 Pirai do Sul e Castro

Rota: rota de transporte do leite
Fonte: A autora.

As correlacdes lineares entre as variaveis apresentaram valores positivos e

negativos e sdo apresentadas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Coeficientes de correlag8es lineares entre as variaveis de estabilidade ao etanol (EST), célcio idnico (Cai), acidez titulavel (AT), gordura (G), proteina
(P), lactose (Lac), solidos totais (ST), contagem de células somaticas (CCS), contagem padrédo em placas (CPP), nitrogénio uréico no leite (NUL),
temperatura do leite no tanque de resfriamento (TempTR), relacéo gordura/proteina (G/P), distancia da propriedade até a industria (Dist) e tempo de
transporte (TT)

EST Cai AT G P Lac ST CCS CPP NUL TempTR G/P Dist TT

EST 100 -0,26**  0,23* 0,00 0,11* 0,35**  0,15** -0,04 -0,11* 0,11* 0,05 -0,08* 0,04 0,05
Cai 100 -0,07* -0,06 -0,09* -0,12*  -0,11* 0,02 0,05 0,02 -0,05 -0,00 0,17** 0,08
AT 100 0,22  0,31* 0,28  0,31** -0,14* 0,04 0,19** -0,00 -0,08*  -0,16* -0,03
G 100 0,59** 0,03 0,89** -0,03 -0,01 0,19** -0,10* -0,01 -0,09* 0,01
P 100 0,11* 0,75** -0,00 -0,01 0,20** -0,02 -0,03 -0,09* -0,04
Lac 100 0,36*  -0,50**  -0,18** 0,10* 0,04 -0,04 0,03 -0,06
ST 100 -0,20** -0,06 0,21** -0,04 0,49** -0,07 -0,02
CCs 100 0,19** 0,02 0,01 -0,03 -0,02 0,04
CPP 100 -0,05 -0,02 -0,01 -0,02 0,02
NUL 100 0,00 0,09* -0,08 0,07
TempTR 100 -0,11  -0,15*  -0,09*

G/P 100 - -

Dist 100 0,47**
TT 100

** VVaridveis com correlagdes significativas <0,01

* Variaveis com correlagdes significativas <0,05

Valores em vermelho: correlagfes fracas; azul: correlacdes moderadas e verde: correlagfes fortes.
Fonte: A autora
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Houve correlagcéo negativa fraca (P<0,01), entre a estabilidade ao etanol e o
nivel de calcio iénico no leite (-0,26), indicando que quanto maior o teor de calcio
ibnico, menor a estabilidade do leite quando submetido ao teste do alcool. A
estabilidade ao etanol também apresentou correlagdo positiva fraca (0,23) e
significativa com a acidez titulavel.

A acidez titulavel teve correlacdo positiva fraca (0,22) com o teor de gordura.
Quanto a proteina, verificou-se correlacdes positivas moderadas com a acidez titulavel
e com o teor de gordura (0,31 e 0,59, respectivamente). A lactose apresentou
correlacao positiva moderada (0,35) com a estabilidade do leite e positiva fraca (0,28)
com a acidez titulavel.

Os ST do leite apresentaram correlacfes positivas moderadas com a acidez
titulavel (0,31) e com a lactose (0,36) e a correlacao foi positiva forte com a gordura
(0,89) e proteina (0,75).

A CCS teve correlacdo negativa moderada com a lactose (-0,50), indicando
gue a maior CCS no leite pode interferir negativamente no teor de lactose. Quanto a
CPP, verificou-se correlacdo negativa fraca com a lactose (-0,18), no entanto, a
correlacdo da referida variavel com a CCS foi positiva fraca (0,19).

O NUL apresentou correlagbes fracas com o teor de proteina e ST (0,20 e
0,21, respectivamente). Na relacdo G/P houve correlacdo positiva moderada com os
ST (0,49).

A distancia percorrida teve correlagdo positiva moderada com o tempo de
transporte (0,47), ou seja, quanto maior a distancia (km) da propriedade até a UBL,
maior o tempo de transporte. Houve correlagcéo fraca entre a distancia percorrida e o
teor de célcio ibnico (0,17). Ndo houve correlagdo entre a distancia percorrida e o
tempo de transporte com a estabilidade e nem com a CCP.

Considerando-se as estagdes do ano verificou-se que no inverno a
estabilidade do leite foi maior (P<0,01) em comparac¢do com o verdo, sendo estavel
nas concentracdes meédias de etanol de 83,56 °GL e 79,16 °GL, respectivamente
(Tabela 6). Por outro lado, as amostras analisadas durante o inverno apresentaram
menores concentracbes de calcio ibnico comparadas as coletadas no verdo, com

concentracfes médias de calcio de 92,78 mg/L e 126,07 mg/L, respectivamente.
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Tabela 6 — Valores médios das variaveis fisico-quimicas do leite, de composicéo, temperatura do leite
no tanque de resfriamento (TempTR), volume de leite, nimero de vacas ordenhadas, nimero
de ordenhas diarias em funcdo da estacdo do ano (inverno ou verdo) e do sistema de
producéo: confinado (CO) ou pastejo com suplementacéo (PS)

Variavel Estacdo do ano Sistema de producéo

Inverno  Verdo P CoO PS* P
Estabilidade ao etanol (°GL) 83,56 79,16 <0,01 8197 80,75 <0,05
Caélcio idnico (mg/L) 92,78 126,07 <0,01 107,06 111,78 0,2467
Acidez titulavel (g de acido latico/a00mL) 0,1680 0,1503 <0,01 0,1598 0,1586 0,4666
Gordura (g/100g9) 3,83 3,68 <0,01 3,73 3,77 0,3142
Proteina (g/100g) 3,28 3,21 <0,01 3,25 3,23 0,3294
Relacdo Gordura/Proteina 1,17 1,15 <0,05 1,15 1,17 <0,05
Lactose (g/100g) 4,50 4,43 <0,01 4,51 4,42 <0,01
Solidos Totais (g/100g) 12,56 12,25 <0,01 12,44 12,37 0,2584
ESD (g/100g) 8,73 8,59 <0,01 8,71 8,61 <0,01
Logi0 (CCS) 12,81 1290 0,0961 12,76 12,96 <0,05
Logio (CPP) 10,31 10,16 0,1487 10,080 10,39 <0,05
NUL (mg/dL) 12,88 12,13 <0,05 12,96 12,06 0,0690
TempTR (°C) 3,36 3,34 0,6420 3,38 3,31 0,1560
Volume (L/més) 39587 33956 <0,05 60119 13424 <0,01
Ne vacas ordenhadas 70 66 0,1945 112 25 <0,01
Ne ordenhas diarias 2,03 204 08006 2,11 1,96 <0,01

P: nivel de significancia. PS*: pastejo com suplementagdo com silagem de milho e concentrado

comercial.
Fonte: A autora.

Durante o inverno, as amostras de leite analisadas tiveram maiores valores
de acidez titulavel, gordura, proteina, lactose, ST, ESD e relacdo G/P em relacédo ao
verdo. Da mesma forma, o volume de leite produzido foi maior no inverno em
comparacao com a estacao do verao.

Com relacdo ao sistema de producdo, as vacas mantidas no sistema em
confinamento produziram leite com maior estabilidade (estavel no etanol a 81,97 °GL)
comparado com as vacas no sistema a pasto com suplementacédo (estavel no etanol
a 80,75 °GL) (P<0,05).

Os teores de lactose e ESD, bem como o volume de leite produzido, foram
maiores (P<0,01) no sistema de confinamento, enquanto a CCS e a CPP
apresentaram menores valores em comparacdo com o leite das vacas criadas no
sistema a pasto com suplementacéao.

Na analise de regressao logistica de LINA7 (leite instavel ao etanol a 72 °GL
e ndo acido) foram retidas no modelo as variaveis Cai e lactose. A equacdo de
regressao foi a seguinte: LINA72= 22,782 + 0,014Cai - 6,089Lactose. Portanto, a cada
unidade a mais de Cai aumentam as chances de ocorréncia de LINA72 em 1,014 vezes

e a cada unidade a mais de lactose diminuem as chances de ocorréncia em 0,002

vezes (P<0,05).
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Considerando o LINA7s (leite instavel ao etanol a 78 °GL) foram retidas no
modelo o Caij, a acidez titulavel, a lactose e o NUL. A equagéo foi a seguinte: LINA7s=
16,773 + 0,01Cai— 0,155Acidez titulavel — 3,439Lactose — 0,092NUL. Portanto, a cada
unidade de aumento de Cai aumentam as chances de ocorréncia de LINA7s em 1,01
vezes e a cada unidade de aumento de acidez titulavel, lactose ou NUL, diminuem as
chances de ocorréncia de LINA7s em 0,856, 0,032 e 0,912 vezes, respectivamente
(P<0,05).

A analise de regresséo linear multipla apresentou o seguinte modelo preditivo
para a estabilidade do leite: EST = 10,856 — 0,031Cai + 0,327Acidez titulavel +
9,475Lactose + 0,870CCS - 0,294CPP + 0,106NUL + 0,003Tempo de transporte com
um grau de ajuste igual a 26,6% para a variacao total (r* total = 0,266). Observou-se
que a lactose (r? parcial = 0,13) e o Cai (r?> parcial = 0,06) foram as variaveis que
apresentaram incremento linear significativo para a estabilidade do leite (P<0,01).

2.4 DISCUSSAO

As amostras de leite avaliadas no presente trabalho sdo provenientes de
propriedades localizadas na maior bacia leiteira do Brasil, possuindo animais
especializados para a producdo de leite, de alto valor genético e alojadas em
instalacdes de alta tecnologia que proporcionam o bem-estar aos animais, além do
acompanhamento constante de técnicos, possibilitando uma alta produtividade e um
leite de alta qualidade. Além dos produtores especializados, houve a coleta de
amostras de leite provenientes de pequenos produtores, que utilizam o sistema de
ordenha manual, com um pequeno numero de vacas em lactacdo e com baixa
producao de leite mensal.

Com relacdo ao leite cru na planta da industria, um dos parametros de
gualidade mais importantes é a estabilidade térmica do leite. O alto percentual de
amostras de leite estaveis em concentragao de etanol 280 °GL (Tabela 4) indicam que
as condicbes de nutricdo, manejo, ambiéncia e bem-estar dos rebanhos foram
satisfatorias.

As correlacdes de Pearson observadas na presente pesquisa, em sua
maioria, foram consideradas fracas (0 — 0,29) e moderadas (0,30 — 0,59) (Tabela 5).

O efeito dos niveis de Caj no leite sobre a estabilidade do leite foi verificado neste
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trabalho, evidenciando a relagdo dos ions célcio sobre as micelas de caseina,
conforme descrito por Akkerman et al. (2021), onde se verificou que a maior
instabilidade das micelas de caseina foi associada aos maiores niveis de Caido leite.
Segundo Marques et al. (2011) a estabilidade do leite reduz linearmente com o
aumento das concentragfes de Cai e, de acordo com 0s autores, quanto maior a
concentragéo de Cai, menores sdo o pH da urina e do leite, reduzindo a graduacéo de
alcool necessaria para induzir a sua coagulacao.

Ao contrario do esperado, a acidez titulavel apresentou correlacdo positiva
fraca com a lactose (P<0,01). A lactose atua no equilibrio osmético do leite, exercendo
impacto no volume de leite produzido (HETTINGA, 2019). De acordo com Marques et
al. (2007), o teor de lactose no leite esta intimamente associado a energia da dieta e
a sanidade da glandula mamaéaria. A maioria das amostras apresentaram CPP abaixo
de 100.000 UFC/mL (Tabela 4) e esta variavel apresentou correlacao negativa fraca
com o teor de lactose. Portanto, a correlacdo positiva observada entre a acidez
titulavel com a lactose indica que ndo houve a degradacéo da lactose pelas bactérias
mesodfilas e, assim, a acidez titulavel se manteve na faixa preconizada pela legislacao.

A correlagao positiva moderada observada entre a estabilidade ao etanol e a
lactose, indicam que em amostras instaveis ha uma diminuicdo deste componente do
leite. Segundo Stumpf et al. (2013), a maior permeabilidade das tights junctions da
glandula mamaria, provoca a saida da lactose para o plasma sanguineo e assim,
ocorre a reducdo deste componente no leite e aumento dos teores de sédio. Este
aumento da permeabilidade, resulta em instabilidade ao etanol devido ao
desbalanceamento salino. Martins et al. (2019) ao avaliarem o efeito da mastite
subclinica sobre a estabilidade do leite ao etanol, encontraram que a Unica variavel
da composicao do leite que apresentou correlacdo positiva com a estabilidade foi a
lactose (r = 0,18; P<0,01).

Houve uma correlacdo negativa moderada entre a CCS e a lactose. Cinar et
al. (2015) observaram que em vacas de segunda lactagéo, os teores de lactose no
leite diminuiram quando a CCS foi alta (>500.000 células/mL) e segundo Moussaoui
et al. (2004) a elevacdo da CCS pode aumentar a permeabilidade das zonas de
oclusdo entre as células alveolares. Tem sido relatado que alteragbes na

permeabilidade relacionadas a reagfes inflamatorias nos alvéolos mamarios podem
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causar alteracfes nos componentes do leite, como nos teores de proteina, gordura e
de lactose (PALES et al., 2005).

Ao contrario do esperado, a estabilidade do leite apresentou correlacéo
positiva fraca (P<0,01) com a acidez titulavel. Foi observada pouca incidéncia de leite
acido nas amostras de leite analisadas (Tabela 4), portanto, a correlagéo positiva com
a estabilidade pode ser devido aos niveis elevados de proteina e fosfatos, que confere
acidez natural do leite mais elevada.

O NUL também apresentou correlagdo positiva fraca (P<0,01) com o teor de
proteina do leite. O NUL é um parametro indicativo do sincronismo do metabolismo
proteico e de carboidratos no rimen. Valores altos de NUL podem indicar excessos
de proteina bruta na dieta, tanto de proteina degradavel no ramen como da proteina
ndo degradavel no ramen, baixa taxa de fermentacéo ruminal dos carboidratos néo
fibrosos e aumento da relacdo G/P do leite (PONCHEKI; CARNEIRO; ALMEIDA,
2021). Apesar da correlacéo positiva observada, os teores médios de NUL estavam
dentro da faixa ideal recomendada (Tabela 6).

A logistica de transporte também pode interferir na qualidade do leite que
chega na industria, de modo que, com o0 aumento da distancia percorrida e do tempo
de transporte, os parametros de qualidade s&o prejudicados, entre eles, a estabilidade
do leite. Uma vez que o caminhdo de transporte é isotérmico, ou seja, apenas mantém
a temperatura de leite, a qualidade das estradas é fator determinante na manutencao
das caracteristicas do leite, sendo este quesito reconhecido por algumas cooperativas
na forma de remuneracdo ao preco pago por litro ao produtor. Neste sentido,
esperava-se correlacdo entre distancia e tempo de transporte com a instabilidade do
leite, a acidez titulavel e com a CPP (Tabela 5). No entanto, isso ndao ocorreu,
indicando, provavelmente, que a distancia percorrida (maximo de 255 km), o tempo
de transporte (maximo de 12 horas) e a temperatura do leite na propriedade (maximo
de 4 °C) foram suficientes para manter a qualidade do leite transportado com relagao
aos parametros de estabilidade e CPP.

Oliveira et al. (2020) observaram maior numero de amostras em
desconformidade e ocorréncia de LINA em determinadas rotas de transporte do leite
e, segundo os autores, as altera¢des nas caracteristicas fisico-quimicas das amostras
podem estar associadas a distancia do laticinio. Czerniewicz; Kruk e Kieczewska

(2006) estudaram o efeito do transporte do leite, da propriedade até a industria,
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através de uma simulacdo de vibracdo vertical em varias frequéncias. Os autores
constataram que quando se aplicou uma vibracdo de 60 Hz nas amostras de leite
houve aumento de aproximadamente 7% nas concentracdes de Cai comparadas com
0 grupo controle que nao recebeu a vibracdo. De acordo com os autores quando o
leite esta sob influéncia da vibracéo, parte do fosfato de célcio coloidal passa para a
fase solavel, aumentando assim a concentracdo de Cai, desestabilizando a micela de
caseina e, resultando em menor estabilidade do leite.

A menor estabilidade do leite na prova do &alcool durante o verdo em
comparacao ao inverno (Tabela 6) pode estar relacionada, entre outros fatores, com
0 maior teor de Cai no leite verificado no verdo. O célcio é encontrado no leite sob trés
fases, sendo que o equilibrio entre elas muito importante para a estabilidade. Cerca
de 65 a 70% do calcio apresenta-se na forma coloidal, associado ao fésforo formando
o fosfato de calcio coloidal. A dissolucdo do fosfato de célcio coloidal acompanhado
com um aumento da forca idnica e da atividade do calcio idnico contribui para o
aumento da forca de atracdo entre as micelas de caseina (DUMPLER et al., 2017).
De acordo com Philippe et al. (2003) o aumento de Cai no leite causa uma
desestruturacdo micelar e aumento da hidrofobicidade, o que determina maior
agregacdao das micelas e, consequentemente, aumento da instabilidade. Além disso,
o Cai livre € o responsavel por diminuir a repulséo eletrostatica das submicelas de
caseina, tornando-as mais propensas a desestabilizacdo e a coagulacdo quando
expostas a acao desidratante do alcool (MARQUES et al., 2011).

A acidez titulavel obtida nas estacfes verdo e inverno atenderam o padréo
preconizado pela legislacdo vigente, porém, a maior acidez observada no inverno em
relacdo ao verdo pode ser justificada em funcdo da composicéo do leite. Segundo
Durr; Fontaneli e Moro (2001), os componentes que contribuem para a acidez natural
do leite sédo o dioxido de carbono, a proteina, os fosfatos e os citratos. Segundo
Velloso (1998) a acidez do leite é dividida em acidez natural e adquirida, sendo que a
acidez natural ou aparente do leite, é causada pela albumina (1 °D), pelos citratos (1
°D), pelo dioxido de carbono (1 °D), pelas caseinas (5 a 6 °D) e pelos fosfatos (5 °D).
Portanto, a constituicdo normal do leite compreende a uma acidez de 13 a 14 °D. Ja
a acidez adquirida ou real, resulta da soma da acidez natural com os acidos
produzidos na fermentagdo do agucar do leite, a lactose (VELLOSO, 1998). Portanto,

guanto maior os teores destes componentes, como observado com a proteina no
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inverno (Tabela 6), maior € a acidez natural do leite. Foi observado que uma grande
percentagem das amostras apresentou CPP abaixo de 100.000 UFC/mL (Tabela 4).
Logo, os valores de acidez titulavel ndo foram devido a fermentacéo da lactose pelas
bactérias mesofilas e sim a composicédo do leite, possivelmente devido aos niveis
elevados de proteina e fosfatos, embora este Gltimo ndo tenha sido avaliado.

A baixa incidéncia de LINA a 72 °GL (12,16%) encontrada nos rebanhos
avaliados no Parana foi inferior a obtida por Marx et al. (2011), no verdo de 2010-
2011, ao analisarem 69 amostras de leite cru da regido oeste do Parana, com 33% de
casos. Ja Fagnani et al. (2016) verificaram uma ocorréncia de LINA, de 42,8% em um
estudo realizado no norte do Parana, que analisaram 322 amostras de leite de maio a
julho de 2012. Sendo assim, mesmo considerando LINA com &lcool na concentracao
de 78 °GL, o percentual de casos foi baixo (34,64%). A escolha do teste do &lcool na
concentragéo alcoolica de 78 °GL e ndo 72 °GL foi pelo fato de ser o nivel exigido pela
indUstria, na captacao do leite cru, e a concentracao alcodlica de 72 °GL € a minima
exigida pela IN n2 77 (BRASIL, 2018). No entanto, pela legislacdo, ndo ha limites para
a concentracdo alcodlica maxima utilizada.

Segundo Marques et al. (2007) essas diferencas sédo devido a variacao no
namero de amostras utilizadas na pesquisa e as particularidades das regides
analisadas. Além disso, a utilizacdo de uma concentracdo alcodlica mais baixa no
teste do alcool influencia o nUmero de amostras com instabilidade ao teste. O presente
estudo abrangeu grande parte do estado, sendo coletados leites de tanques
resfriadores de 38 municipios, totalizando 389 e 425 amostras no inverno e no verao,
respectivamente.

A maior instabilidade do leite das vacas a pasto em relagdo as confinadas
(Tabela 6) pode ser devido a problemas de balanceamento nutricional, subnutricao
dos animais ou mesmo fatores relacionados com o ambiente.

Na analise de acidez titulavel em funcdo do sistema de producédo, ambos
mantiveram a acidez dentro dos niveis recomendados pela legisla¢cdo, mostrando que
tanto o sistema a pasto quanto o confinamento foram eficientes nos processos de
higiene e manutencéo da temperatura do leite, fatores estes que sao primordiais para
garantir os niveis normais de acidez do leite. Por outro lado, os menores valores de
lactose, ESD e maiores valores de CCS e CPP dos rebanhos a pasto em relagéo aos

confinados (Tabela 6), pode indicar problemas no balanceamento das dietas, falta de
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suplementacao durante os periodos de escassez de forragem, além da possibilidade
de maior exposicdo dos animais a microrganismos causadores da mastite (piquetes,
lama em periodos chuvosos), levando ao aumento da CCS. Apesar da maior CPP
obtida no sistema a pasto, esta variavel foi baixa nos rebanhos avaliados (Tabela 4).

Segundo Fruscalso et al. (2013) vacas leiteiras que sdo submetidas a
periodos de restricdo alimentar, como ocorre em épocas de vazio forrageiro,
apresentam reducéao tanto na producéao de leite quanto nos teores de lactose, gordura
e proteina, devido ao menor suprimento sanguineo de nutrientes para a glandula
mamaria.

Com relacdo aos resultados obtidos da regresséo logistica, a variavel que
apresentou maior probabilidade de aumentar a ocorréncia de instabilidade foi o Cai e
a variavel que possuiu a maior probabilidade de diminuir a ocorréncia de instabilidade
foi a lactose.

Em estudos realizados por Loveday et al. (2021) os autores encontraram que
o Cai é o principal preditor do tempo de coagulacdo do leite pelo calor. Segundo os
autores, a estabilidade eletrostatica seria mais fraca em pH mais baixo devido ao
menor potencial ¢, mais proximo do ponto isoelétrico. Com isso, o leite fica mais
suscetivel a ponte salina induzida pelo Caie ha coagulacdo das micelas de caseinas.
O aumento do Cai no leite pode ser devido a deficiéncia nutricional (STUMPF et al.,
2013) observada em épocas de vazio forrageiro e por doengas metabdlicas como a
acidose ruminal (FAGNANI et al., 2014). Aléem disso, modifica¢des fisico-quimicas
também podem alterar os teores de Cai no leite como a acidificacdo, o tratamento
térmico, o resfriamento, a adicdo de quelantes, de cloreto de sodio ou cétions
divalentes (GAUCHERON, 2005).

O NUL também apresentou uma estimativa negativa na probabilidade de
ocorréncia de instabilidade, indicado também pela correlagdo positiva fraca com a
estabilidade (Tabela 5). Segundo Huppertz (2016) quando o leite € submetido a
elevadas temperaturas, a uréia decompde-se lentamente em aménia e diéxido de
carbono, sendo que a amonia pode estabilizar o leite contra a acidificacdo induzida
pelo calor. Portanto, se por um lado a elevagéo dos teores de NUL nédo é desejavel
em funcdo das caracteristicas do leite (propor¢céo das caseinas e proteinas do soro),
por outro, esta variavel pode contribuir para melhorar a estabilidade do leite.
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2.5 CONCLUSOES

A maioria das amostras de leite dos municipios localizados no estado do
Parana apresentaram estabilidade ao etanol 80 °GL.

Apesar de se observar correlagdo negativa do calcio ibnico com a estabilidade
do leite, esta foi considerada fraca, indicando que outros fatores podem causar a
instabilidade do leite como a deficiéncia nutricional, doencas metabdlicas, a genética
e fatores ambientais. Os resultados de acidez titulavel e a correlacdo positiva da
estabilidade com a acidez indicaram que a elevagao da acidez n&o ocorreu em funcéo
da contagem bacteriana, mas sim em razdo dos constituintes do leite que
influenciaram na acidez natural, ndo comprometendo sua estabilidade. E foi
encontrada uma correlagéo positiva da estabilidade com o teor de lactose do leite.

Na estacdo do verdo foram verificados maior nimero de casos de
instabilidade do leite em relacdo ao inverno, havendo também maiores niveis de célcio
ibnico em comparacdo com o inverno. Vacas mantidas no sistema a pasto com
suplementacdo apresentaram menor estabilidade do leite e maiores valores de CCS
e CPP em comparacao com as vacas confinadas, indicando maior susceptibilidade a
variacdes de ambiente (estresse térmico, restricdo alimentar, entre outros) em relacéo
ao sistema confinado. As variaveis mais determinantes e comuns ao LINA72 e LINA7s

foram as concentracdes de Cai e lactose.
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APENDICE A — QUESTIONARIO DE COLETA DE DADOS

eNome do Produtor:
eNome da Propriedade:
e Data da coleta:

e Municipio:
e Producdao de litros/dia:
eNUmero de animais em lactacao:

o Raga:

o Dias em leite médio (DEL):
¢ Ordem de Parto:

o Primiparas (nimero):

o Multiparas (numero):
e NUmero de ordenhas:

o Horario das ordenhas:
¢ Sistema de criacdo das vacas em lactacao:

( ) Confinamento ( ) Semi-confinamento ( ) Em pastagem
¢ Alimentacgdo das vacas em lactacao:

o Fonte de volumoso:

o Relagao volumoso/concentrado:
eAgua: () Tratada ( ) Pogo ( ) Outros — Qual?
e Coleta de leite: ( ) 24h () 48h
eCCS:

*CBT:

Favor enviar o questionario para: (42)99965-2653 Fernanda Antunes Martins



