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RESUMO

Variabilidade de fracoes protéicas do leite em rebanhos leiteiros do estado de Sao Paulo

O presente estudo teve por objetivo estudar a variabilidade da proteina verdadeira do leite

em rebanhos leiteiros do estado de Sdo Paulo, segundo a influéncia da contagem de células
somadticas, raga, estacdo do ano e tipo de sistema de alimentacdo. Para tanto, foram utilizados 50
rebanhos comerciais distintos, formados por trés ragas distribuidas da seguinte forma: 17 da raca
Holandesa, seis da raga Jersey e 26 da raca Girolando. Mensalmente foram coletadas amostras de
leite do tanque de expansdo sendo estas analisadas em relacdo a composi¢cdo e contagem de
células somadticas pelo método automatizado, e em relagdo ao teor de proteina verdadeira pelo de
Kjeldahl. O teor de nitrogénio total foi multiplicado por 6,38 para transformd-lo em proteina
bruta do leite (PB). O teor de proteina verdadeira (PV) do leite foi calculado pela diferenca entre
estas duas fracdes nitrogenadas (PV = PB — NNP). As diferencas observadas nos teores de
proteina verdadeira, quando considerados os efeitos da época do ano, raca, sistema de
alimentacdo e contagem de células somadticas, ndo foram significativas, o que permitiu a
formulacdo de uma equacgdo, a qual possibilita determinar a proteina verdadeira de forma
simplificada. Foi proposta a equagao:
PV =-0,1862+ (1,0869x PB) — (1,2895x NNP) + 0,0687, com R?= 0,82. A utilizacdo do teor de
proteina verdadeira ao invés do teor de proteina bruta, como ainda € feito no Brasil, na calibra¢do
dos equipamentos automatizados, aumentaria de forma significativa a acuracia nos resultados de
proteina do leite, permitindo aos laticinios melhor classificagdo dos produtores dentro dos
sistemas de pagamento, remunerando os produtores de forma mais justa.

Palavras-chave: Gado leiteiro; Sazonalidade; Proteina verdadeira; Raca; Sistemas de pagamento;

Leite



ABSTRACT

Variability of milk protein fraction in dairy herds of state of Sao Paulo

The objective of this experiment was to study the variability of the true protein of milk
produced in dairy herds of Sao Paulo State, under the influence of milk somatic cell count,
breeds, season of the year and production system. For this aim, fifty commercial herds were
selected; these herds were divided by breeds in: 17 Holstein, six Jersey, and 26 Girolando.
Milk samples from the bulk tank were collected monthly and were analyzed to determine milk
somatic cell count (SCC) and milk composition by the automatic method and to determine the
true protein of milk (TP) by Kjeldahl method. The total nitrogen was multiplied by a factor of
6.38 to express the results in crude protein (CP) basis. True protein of milk was determined by
the equation (TP = CP — NPN). No significative effect were observed for season of the year,
breed, SCC and system of production were observed and this fact aloud a confection of one
equation to predict milk true protein: TP = —0,1862 +(1,0869x CP) - (1,2895x NPN )+ 0,0687
with R* = 0,82. The use true protein of milk instead of crude protein, like it is still used in
Brazil, will increase the accuracy of protein testing, and will improve substantially the milk
payment system.

Keywords: Dairy cattle; Season; True protein; Breed; Payment system; Milk

10
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais a composicao do leite, em particular o teor de proteina, apresenta crescente
importancia para os setores da cadeia agroindustrial desta matéria-prima. Fatores intrinsecos e
extrinsecos ao animal como raca, sistema de ordenha adotado, freqiiéncia de ordenha, manejo
alimentar e variacdes sazonais afetam esta composicdo (LINDMARK-MANSSON et al., 2003;
NORO et al., 2006 ). Por outro lado, a demanda por produtos lacteos, principalmente aqueles
com maiores teores de proteina, € tipicamente uniforme no decorrer do ano (ALLORE et al,
1997) e segue tal tendéncia, segundo Medeiros et al. (2001), desde a segunda metade da década
de 80. Em alguns paises como Holanda, Dinamarca, Polonia e Suica, desde o inicio da década de
80, maior énfase tem sido dada para a busca de maiores teores de proteina do leite, usada nos
sistemas de pagamento do leite (TEIXEIRA et al., 2003). Em paises como, Fran¢a, Austrilia,
Nova Zelandia e Canada, o teor de proteina bruta e gordura contabilizam, respectivamente, cerca
de 50 e 40% do prego total recebido pelos produtores (WILLIANS; JACHNIK, 1991). Mais
recentemente, Franca e E.U.A. utilizam o teor de proteina verdadeira como critério para
pagamento aos produtores (BEAUSEJOUR, 2002). No Brasil, diversas empresas empregam
atualmente sistemas de pagamento baseados na composi¢do centesimal do leite, nos quais a
proteina bruta e gordura sdo os componentes mais valorizados (MARTINS et al., 2004).

Em paises onde grandes quantidades de leite sao processadas para a producio de queijos,
€ necessdria certa estabilidade da proporcao de caseina na proteina verdadeira do leite (COULON
et al., 1998), j4 que a caseina contida no leite € o componente determinante de rendimento na
produc¢do de queijos e outros derivados lacteos (EMMONS et al., 1990). De acordo com
Associacao Brasileira de Indistrias de Queijos (2006), o Brasil detém grande potencial para
produgdo e exportagdo de queijo, haja vista o volume de producdo cresceu de 46.013 toneladas
em 1998 para 53.033 toneladas em 2003.

Alguns estudos acerca da composi¢ao do leite foram desenvolvidos no pais (MACHADO
et al., 2000; TEIXEIRA et al., 2003), entretanto, ainda ndo existem trabalhos publicados sobre os
efeitos exercidos pela composicdo genética, sistemas de alimentacdo adotados e efeitos da
sazonalidade sobre a proteina verdadeira (PV) do leite. Trabalhos de pesquisa anteriores tém
relacionado tais efeitos sobre concentragdes de nitrogénio uréico do leite (NUL) e de proteina

bruta (PB) do leite, além de somente apresentarem resultados dos teores protéicos do leite em
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termos de proteina bruta (PB = N x 6,38), sem avaliar a proteina verdadeira (PV = PB — NNP) e a
suas fragdes: caseina e proteina do soro.

Informagdes a respeito dos efeitos exercidos pelos fatores supracitados sobre a
composi¢do protéica do leite, sobretudo a proteina verdadeira, sdo escassas. Existindo ainda uma
alta demanda por estas informagdes por parte da inddstria e produtores, uma vez que a
composi¢do € um fator determinante nos sistemas atuais de pagamento do leite.

E como, ao contrdrio do que ocorre com a determinacdo dos valores de proteina bruta,
ainda ndao hd um procedimento véalido e aplicdvel a determinacdo da proteina verdadeira do leite
em escala automatizada, a presente pesquisa objetivou também, avaliar uma metodologia
automatizada para executar tal funcdo (S@ORENSEN, 2003) . A adog¢do de parimetros de PB ao
invés de PV como base para calibragdo dos equipamentos eletronicos de mensuraciao do leite,
leva a industria a imprecisdes da determinagdo protéica (BARBANO; LYNCH, 1992).

Assim os objetivos deste estudo foram estimar a variabilidade da composi¢do protéica do
leite em rebanhos leiteiros do Estado de Sao Paulo, determinando a correlacio entre os resultados
de proteina verdadeira determinada pelos métodos de Kjeldahl (padrio) e por absorcdo
infravermelha (automatizado), a amplitude da variagdo sazonal de proteina verdadeira do leite em
relac@o a duas estagdes: dguas (compreendida entre os meses de outubro e margo) e seca (entre 0s
meses de abril e setembro) e também o efeito da variacdo sazonal, ocorréncia de mastite,

alimentacdo e raca sobre o teor de proteina verdadeira do leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Qualidade do leite

O Brasil € o sexto maior produtor de leite do mundo, tendo uma taxa de crescimento anual
de cerca de 4%, superior a de todos os demais paises produtores (EMBRAPA, 2007). O pais é
também responsdvel por 66% do volume total de leite produzido nos paises que compdem o
Mercosul (MULLER, 2002). O sistema agroindustrial do leite movimentou, em 2004, US$ 66,30
bilhdes desconsiderando alguns setores ndo quantificados. Quando comparado a outras culturas
como soja, milho, cana-de-acticar ou recria e engorda, o leite possui a maior lucratividade: R$
1501,54/hectare/ano (3,9 vezes maior que a lucratividade da cana-de-aguicar). Este fato mostra a
importancia do sistema agro-industrial do leite, que é também responsdvel pela geracdo de mais
de trés milhdes de empregos, ficando evidente sua importancia sécio econdmica (NOGUEIRA, et
al., 2006).

Somando-se a importancia nutritiva do leite a este quadro mencionado acima, estaremos
diante de um dos produtos mais importantes da agropecudria brasileira (EMBRAPA, 2007).

No entanto, a qualidade da matéria prima se constitui num dos maiores entraves ao
desenvolvimento e consolidacdo desta indistria no Brasil. Esta baixa qualidade do leite atinge
toda a cadeia produtiva, causando perdas de produtividade e baixos rendimentos industriais, além
de elevar o risco do consumidor quanto a doengas, problemas digestivos ou de toxicidade
(DURR, 2004). De modo geral o controle da qualidade do leite nas dltimas décadas tem se
restringido a prevengdo de adulteracdes do produto in natura baseada na determinagdo da acidez,
indice crioscépico, densidade, percentual de gordura e extrato seco desengordurado (OLIVEIRA
etal., 1999).

Com a criagdo do “Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite” (PNMQL), no
final de 1996, buscou-se uma melhoria da qualidade do leite produzido no pais, visando padrdes
internacionais (DURR, 2005). Fazendo parte deste programa a Rede Brasileira de Laboratérios
de Controle de Qualidade do Leite (RBQL), responsdvel pelas andlises de leite para verificagdo
da qualidade. Desta forma atendendo as exigéncias crescentes do mercado consumidor e
colocando o leite brasileiro em condi¢des de competir no futuro, com paises especializados na

pecudria leiteira (COSTA, 1996).
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Somado a este programa, estd a implementagcdo da Instrugdo Normativa n°. 51 (IN 51) de
18 de setembro de 2002, que fixa os requisitos minimos a serem observados para a produgao,
identidade, qualidade, coleta e transporte do leite no Brasil (BRASIL, 2002). A IN 51 tem
provocado mudangas positivas na producao de leite no pais, mas melhoras efetivas na qualidade
do leite dependem ndo somente de mudanca de legislacdo e sim esforcos de toda a cadeia
produtiva.

Do ponto de vista legal e pratico, considera-se que a qualidade do leite cru compreende
dois aspectos principais. Um deles € a composi¢do que pode incluir um ou mais dos seguintes
teores: proteina, gordura, lactose e solidos totais/desengordurados. O segundo aspecto € o
higi€nico-sanitirio, ambos influenciam as propriedades tecnoldgicas e nutritivas do leite e
derivados e as caracteristicas sensoriais. Com relacdo ao aspecto higi€nico-sanitdrio, trés
requisitos sdo essenciais e adotados internacionalmente, a Contagem de Células Somadticas
(CCS), Contagem Bacteriana Total (CBT) e, ainda, a ocorréncia de residuos de antibidticos que
podem afetar tanto a saide humana quanto as propriedades tecnolégicas (BRITO; BRITO, 2004).

Entende-se por leite de qualidade, aquele que atende os seguintes requisitos:
caracteristicas organolépticas proprias do leite, conter o minimo de microrganismos
contaminantes, auséncia de residuos de antibidticos ou adulterantes e possuir baixa contagem de
células somaticas (PHILPOT, 2005).

Segundo Fonseca e Santos (2000), o leite ¢ uma solugdo de vdrias substancias em dgua,
contendo uma suspensdo coloidal de pequenas particulas de caseina (micelas), uma emulsdo de
glébulos de gordura, vitaminas lipossoliveis, que encontram-se em suspensdo, solucdo de
lactose, proteinas hidrossoliveis e sais minerais.

A CCS reflete a prevaléncia de mastite no rebanho, doengca que afeta o rendimento e
qualidade industrial do leite altera a composi¢do do leite e reduz significativamente a
produtividade do rebanho (FONSECA; SANTOS, 2000). Ou seja, o produtor tem sua renda
diretamente afetada, pois tem menos leite para venda e ainda assim com pior qualidade. No
Brasil, segundo a IN 51, o limite maximo aceitivel € de 1.000.000 células/mL para leite cru
refrigerado, no periodo de 01/07/2005 até 01/07/2008 nas Regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste
(BRASIL, 2002).

A Contagem Bacteriana Total (CBT) estima o nimero de colonias bacterianas presente

em dada amostra de leite, e fornece uma avaliacdo quantitativa do nimero total de bactérias
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aerdbicas no leite, sendo considerada um indicador bastante fiel da qualidade higiénica do leite
(SANTOS, 2005). No Brasil, para leite cru refrigerado, o limite maximo estabelecido para CBT ¢é
de 1.000.000 ufc/mL, no periodo de 01/07/2005 até 01/07/2008 para as Regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste (BRASIL, 2002).

A presenca de residuos de antibiéticos representa o principal ponto critico de controle de
contaminacdo quimica do leite, sendo monitorada nas plataformas de recebimento de leite das
industrias, constituindo um grande risco para a sadde dos consumidores (CULLOR, 1993). O
leite contaminado com estes residuos também trds prejuizos ao laticinio, interferindo nos
processos de fermentagdo, utilizados para a fabricacido de queijos, iogurtes e manteiga (COSTA,
1996).

A fragdo mais varidvel dos componentes do leite € a gordura. Ela € utilizada na fabricagdo
de muitos produtos, como manteiga e creme de leite, e tem também um papel importante na
fabricacdo de queijos, influenciando desde o sabor até a maciez e a coloracdo dos produtos
(ABREU, 2000).

A indistria ndo consegue melhorar a qualidade do leite recebido, na melhor situacio
mantém a qualidade, embora a pasteurizacdo elimine a grande maioria dos microrganismos do
leite. As enzimas microbianas muitas vezes permanecem nos produtos licteos e lentamente
degradam os seus componentes, gerando diminui¢do no valor nutricional do produto e o

desenvolvimento de sabores indesejdveis nos produtos finais (PHILPOT, 2005).

2.2 Pagamento por qualidade

No Brasil desde o inicio da década de 90, todo o agronegécio do leite tem passado por
profundas transformagdes, como: liberagdo do preco do leite no final de 1991, maior abertura ao
comércio internacional, especialmente com a efetivacdo do Mercosul (GOMES, 1997). No
segmento da inddstria, 0 aumento na concorréncia tanto na captagcdo quanto na oferta de novos
derivados, vem favorecendo a concorréncia e mudanca nos critérios de pagamento do leite ao
produtor, considerando o preco-base somado a bonificagdes por volume e qualidade do leite
(GOMES, 1997).

O pagamento pela qualidade é um instrumento empregado pelas industrias para incentivar
o produtor a investir em cuidados que resultem em melhor qualidade do produto. Além do

pagamento de bonificacdes pelo leite de alta qualidade, podem ser incluidas penalizagdes para o
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leite de baixa qualidade. Esses programas t€ém sido ferramentas poderosas para motivar os
produtores a melhorar a qualidade do leite cru (BRITO et al., 2007). Em geral, os incentivos por
qualidade variam entre as indudstrias ou cooperativas, mas a contagem de células somadticas,
contagem total de bactérias, auséncia de residuos de antibidticos e de outros inibidores e auséncia
de fraude por adi¢do de dgua sdo sempre contemplados. Além destes indicadores, no Brasil, nos
programas ditos de “pagamento por qualidade”, sdo incluidos também uma série de fatores
relacionados as condi¢des de producdo, que ndo medem a qualidade em si, como volume e
manejo por exemplo (MADALENA, 2000).

Cada industria ou cooperativa estabelece seus proprios critérios, que geralmente sdo mais
rigidos que os oficiais, oferecendo bonificacdes para os produtores que fornecerem leite dentro
desses padrdes. Industrias de queijos, em geral, pagam as bonificacdes mais altas, com forte
énfase a contagem de células somdticas e composicao (BRITO et al., 2007).

O mercado mundial de alimentos apresenta alta competitividade entre as indudstrias
processadoras. A necessidade de atender a exigente e instivel demanda gera novos produtos para
os quais se requer matéria prima de alta qualidade (CAMPOS et al., 2006). O estimulo para os
segmentos do setor leiteiro buscarem essa qualidade ndo € diferente no Brasil em relag@o ao resto
do mundo, uma vez que baseiam-se em resultados financeiros.

A fim de promover a melhoria na qualidade do leite € preciso que o produtor seja
incentivado a investir em cuidados que resultem nessa melhoria. Na Europa, existe
regulamentacdo para pagamento do leite por qualidade desde 1971. Em alguns paises como
Holanda, Dinamarca, Polonia e Suica, desde o inicio da década de 80, maior énfase tem sido dada
para proteina do leite, usada nos sistemas de pagamento do leite (TEIXEIRA et al., 2003). No
Brasil, diversas empresas empregam atualmente sistemas de pagamento baseados na composicao
centesimal do leite, nos quais a proteina bruta e gordura sdo os componentes mais valorizados
(MARTINS et al., 2007).

Martins (2007) afirma que o pagamento por qualidade tem sido discutido para que as
industrias reduzam suas perdas causadas por baixa qualidade da matéria prima, atender as
exigéncias da legislacdo vigente (IN 51), além de atender as exigéncias dos mercados nacional e
internacional, aumentar o tempo de vida util dos produtos, ou seja, atender as exigéncias de

mercado.
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Sdo vdrias as alternativas que podem ser consideradas para aplicar os sistemas de
pagamento do leite por qualidade. No plano da bonificacdo e penalizagdo, as regulamentagdes
também sdo varidveis. A composicao do leite € o critério mais tradicional, ao analisar teores de
gordura e proteina, sendo este o pardmetro que mais vem crescendo em importancia (IBARRA,
2004).

Cabe destacar que tais critérios e especialmente aqueles relacionados com a qualidade
microbioldgica do leite sdo utilizados como critério minimo para aceitagdo da matéria-prima por
parte da industria. Os critérios sdo muito variados e incluem desde o mais bdsico, como contagem
bacteriana total ou contagem global até contagem de células somdticas (IBARRA, 2004).
Também sdo utilizados outros critérios que refletem direta ou indiretamente a qualidade higi€nica
do leite, tais como alizarol, redutase, dlcool, acidez, lacto-filtracdo e temperatura.

O processo tardio de pagamento por qualidade no Brasil, teria como possiveis explicacdes
o baixo nivel de exigéncia do consumidor brasileiro e a baixa valorizacdo da qualidade pelas
industrias. Neste contexto de seguranca alimentar, cresce em importancia a Instrucdo Normativa
51 (MARTINS et al., 2007).

Como ¢ natural, a composicao do leite deve se ajustar a determinados valores minimos de
cada um de seus componentes. A maioria dos paises iniciou esse tipo de pagamento pelo teor de
gordura, principalmente levando em conta a demanda por manteiga. Porém, atualmente, tem-se
valorizado mais o teor protéico do leite. Paises como Holanda e Dinamarca, ja ha trés décadas,
iniciaram o pagamento pelo teor protéico, e alguns paises ja adotam como referéncia o extrato
S€co magro.

Em paises onde grandes quantidades de leite sdo processadas para a producao de queijos, é
necessdria certa estabilidade da proporcao de caseina na proteina verdadeira do leite (COULON
et al., 1998), ja que esta é o componente determinante de rendimento na producdo de queijos e

outros derivados lacteos (EMMONS et al., 1990).

2.3 Proteinas do leite e suas fracoes
2.3.1 Proteinas

Hoje a proteina do leite é provavelmente a mais bem caracterizada de todas as proteinas
(FOX, 1998). Pesquisas sobre a proteina do leite datam de 1814, quando o primeiro artigo sobre o

assunto foi publicado por Berzelius. Em 1838, Mulder descreveu um método de preparacdo da



18

proteina do leite por precipitacdo dcida, e utilizou o termo proteina. A proteina precipitada por
este método foi chamada de caseina ou caseinogénio. Mas apenas na década de 30-40 que o
termo caseina foi adotado universalmente (FOX, 1998).

Rowland, em 1938, descreveu um esquema para o fracionamento e quantificacdo dos
maiores grupos de proteinas do leite. Em 1959, Aschaffenburg e Drewry modificaram este
esquema, sendo este utilizado amplamente para quantificar os principais grupos de proteinas do
leite e fornecer informac¢des para o processamento e o pagamento do leite até hoje (FOX 1998).
Cada categoria é determinada pelo método de Kjeldahl, através da determina¢@o de nitrogénio,
multiplicando o valor encontrado pelo fator 6,38.

Os compostos de nitrogé€nio presentes na fragdo nitrogénio nido protéico sio em sua
maioria proveniente do metabolismo de nitrogénio, passando do sangue para o leite.

O leite contém cerca de 3,25% de proteina total (Kjeldahl N x 6,38). No entanto a
classificacio das proteinas do leite estd longe de ser simples. Analisando a literatura
especializada no assunto, € possivel perceber a quantidade de diferentes tipos de proteinas do
leite que podem ser separadas (HARDING, 1992).

Do ponto de vista da composi¢ao do leite, o teor de proteina é de grande importincia para
obter melhor rendimento na elaboracdo de produtos lacteos, especialmente queijos (MOLINA,

2006).

2.3.2 Caseina

A caseina, para o género Bos, foi definida inicialmente por Jenness (1965) como sendo
fosfoproteinas do leite que se precipitam quando o pH fica em torno de 4,6 a 20°C.
Posteriormente, Whitney (1976) diferenciou as caseinas de acordo com sua mobilidade
eletroforética em gel de amido contendo uréia, com ou sem mercaptoetanol (FOX, 1998).

Atualmente, as caseinas sdo classificadas de acordo com a semelhanga de suas estruturas
primdrias (seqiiéncia de aminodcidos), nas seguintes familias: oy, o, [ € k—caseina, estas
representam aproximadamente 38, 10, 35 e 15% respectivamente do total de caseina (FOX,
1998), perfazendo quase 80% da proteina total do leite (3,2%). As caseinas t€m maior interesse

econdmico que as proteinas do soro do leite (proteinas soliveis), pois, estdo relacionadas com

rendimento de produtos lacteos, notadamente queijos (COULON, 1998). Ao redor de 95% da
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caseina do leite existe na forma de particulas de dimensdes coloidais, conhecidas como micelas.
As micelas sdo altamente hidratadas (2g H,O/g de proteina) (FOX, 1998).

A familia oy -caseina representa cerca de 40% da fragdo caseina presente no leite bovino,
consiste de um componente maior e outro menor. Ambos sdo cadeias simples de polipeptideos
com a mesma seqiiéncia de aminodcidos, como descreveram Mercier et al. (1971) e Grosclaude
et al. (1973), diferindo apenas no grau de fosforilacdo. O componente menor possui uma adi¢ao
de residuo de serina fosforilada na posicdo 41 (EIGEL et al., 1984). A proteina referéncia para
esta familia é o,;-CN B-8P, uma cadeia protéica simples, sem adicao de residuo de cisteina, com
199 aminodcidos, com peso molecular de 23.615 Daltons (MERCIER et al., 1971). Essa familia
possui algumas variagdes genéticas (A, B, C, D, E, F, G, H).

Desde a descoberta das variagdes genéticas, algumas correlagdes entre os gendtipos e
produc¢do e composicdo do leite t€m sido feitas. No entanto estas correlacdes podem ser
contraditorias. Por exemplo, a o5 -CN fenétipo BB foi correlacionada com altas produgdes de
leite e altos teores de proteina (ZHANG et al., 1994), no entanto o mesmo fendtipo foi
correlacionado com baixa concentragdo de proteina no leite, por Ng-Kwai-Hang et al. (1985;
1997).

A familia a-caseina compde cerca de 10% da fragdo caseina do leite, e consiste de dois
componentes maiores e alguns menores apresentando vdrios niveis de fosforilagio pos-
translacional (SWAISGOQOD, 1993) e menor grau de ligacdo intermolecular de dissulfito. A
forma predominante no leite bovino contém uma liga¢do intramolecular de dissulfito e difere
apenas seu no grau de fosforilagdo. A proteina referéncia para esta familia € a o.-CN A-11P, que
¢ uma cadeia simples de polipeptideos com uma ligagdo interna de dissulfito.

Trinta e cinco por cento da caseina do leite € composta por B-caseina. Esta fracdo €
bastante complexa devido a a¢do da protease nativa do leite (EIGEL et al., 1984). A variante mais
comum nesta familia e usada como referéncia, € a variante A’ (FARRELL JR., et al., 2004).

Ja a familia k-caseina consiste de um grande carboidrato livre e de no minimo seis
componentes menores. Representa aproximadamente 15% do total de caseina. Estes seis
componentes menores, detectados por eletroforese em gel de poliacrilamida ou PAGE ( do inglés
PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) na uréia com 2-mercaptoetanol, representam uma variagao
no grau de fosforilacdo e de glicosilagdo. A utilizagao de sédio dodecil sulfato-gel eletroforese e

medidas fisicas sugerem que a forma nativa da k-caseina estd altamente associada quimica e
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fisicamente (FARRELL JR., et al.,, 1996) e o tratamento por calor pode causar agregacao
(GROVES et al., 1998). A redugdo e a S-carboximetilagdo da k-caseina seguida de aquecimento
pode resultar na formacao de estruturas fibrilares (FARRELL JR., et al., 2002). As variantes mais

comuns nesta familia sdo a k-caseina A e a k-caseina B.

2.3.3 Proteina do soro

O termo proteina do soro tem sido utilizado para descrever o grupo de proteinas do leite
soliiveis no soro apds a precipitagdo da caseina a pH 4,6 em temperatura de 20°C. Cerca 20% da
proteina total do leite bovino pertence a este grupo. Sendo as fracdes [B-lactoglobulina, o-
lactalbumina, albumina sérica consideradas como os maiores representantes desta fracdo de
proteina.

A B-lactoglobulina é a maior proteina presente no soro do leite em ruminantes,
representando 50% da proteina desta fracdo e aproximadamente 12% da proteina total do leite
(FOX, 1998). Também estd presente no leite de vdrias outras espécies, mas ndo em todas
(KONTOPIDIS et al., 2004).

Diferentemente da a-lactalbumina, que possui uma funcdo definida na lactose sintase, a
[-lactoglobulina, aparentemente, ndo possui nenhuma funcao identificada (KONTOPIDIS et al.,
2004). Acredita-se que a B-lactoglobulina pode se ligar e talvez atuar como um carreador do
retinol (vitamina A); pode atuar como estimulante da lipase, sendo esta talvez sua mais
importante funcdo fisiolégica. Devido as altas concentragdes de estruturas secunddrias e
tercidrias, a B-lactoglobulina é muito resistente a protedlise no seu estado nativo, sugerindo que a
funcao primadria desta proteina nao seja nutricional (FOX, 1998).

Duas variantes genéticas ocorrem com maior freqiiéncia na maioria das ragas leiteiras
exploradas, as variantes A e B. A presenca de uma ou das duas variantes afeta as propriedades do
leite marcadamente, parcialmente devido a diferenca fisico-quimica das moléculas de PB-
lactoglobulina (HILL et al., 1996).

A oa-lactalbumina pode ser definida como uma célcio-metaloproteina devido a presenga
desse elemento em sua constitui¢do. Existe evidéncia que a ligacdo com cdlcio € necessdria para
o correto envolvimento e ligacdo do dissulfito na formagdo da proteina (CHRYSINA et al.,

2000).
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O leite bovino possui uma concentragdo de o-lactalbumina aproximada de 1,2 a 1,5g/L, o
que responde por aproximadamente 25% do total das proteinas do soro do leite bovino e por
3,5% das proteinas totais do leite. A variante B estd presente na maioria das racas Bos taurus e as
varidveis A e B s@o encontradas nas ragas Bos indicus (FOX, 2003).

Em vacas leiteiras, o teor de a-lactalbumina decresce ao longo da lactacio (REGESTER;
SMITHERS, 1991). Sendo o oposto do que ocorre com a maioria das proteinas do leite, que tém
seus teores aumentados ao longo da lactacdo (DAVIES; LAW, 1980). Este decréscimo estd
relacionado com a diminui¢do observada nos teores de lactose ao longo da lactagdo, sendo
também observados menores teores de a-lactalbumina em animais que apresentaram quadros de
mastite (CAFFIN et al., 1985).

A o-lactalbumina possui uma fungdo especifica e definida na glandula mamadria. Interage
com a enzima [(-1,4-galactosiltransferase no complexo de Golgi das células epiteliais mamarias,
para formar o complexo lactose sintase. Modifica a especificidade do substrato desta enzima,
permitindo a formacgao de lactose a partir de glicose e UDP-galactose (FARRELL JR., 2004).

Estudos utilizando ratos verificaram que a importancia da a-lactalbumina nio é apenas
fornecer proteina ao leite, mas também tem uma funcio reguladora na producdo de lactose e
secrecao do leite (FARRELL JR., et al., 2004).

A albumina sérica é a maior proteina do soro sangiiineo, seu papel principal estd
relacionado ao transporte, metabolismo e distribui¢cdo de compostos ligantes, contribuindo para a
pressdao osmoética do sangue (CARTER; HO, 1994). A albumina sérica bovina, encontrada no
leite € fisiologicamente e imunologicamente idéntica a encontrada no sangue. A albumina sérica
representa cerca de 1% do total da proteina do leite e cerca de 8% do total da proteina do soro do
leite (FARRELL JR., et al., 2004).

As concentracdes de albumina no leite aumentam durante a fase de transi¢do da lactacdo
para a involugdo e da involucdo para a lactogénese (SORDILLO et al., 1987) e também durante

quadros de mastite clinica e subclinica (PAAPE et al., 2003).

2.4 Fatores que afetam a composicao protéica do leite
2.4.1 Efeito da sazonalidade sobre a composicao protéica do leite
Diversos estudos tém relatado os efeitos, diretos e indiretos, da sazonalidade sobre a

producdo e composi¢do do leite. Em 1998, Sargeant et al., observaram tais efeitos,
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principalmente nos teores de proteina bruta e gordura, os quais foram menores durante os meses
de verdo e maiores nos meses de inverno.

Diferencas na producdo de queijo durante o ano foram atribuidas por Banks (2000), a
tendéncia de variacdo sazonal dos teores de gordura e caseina. Altas temperaturas ambientais sao
citadas como um dos fatores que reduziram o conteido de proteina total além de influenciar a
consisténcia do codgulo do leite proveniente de rebanhos submetidos a tais condigdes,
influenciando deste modo o rendimento industrial na producdo de queijos (DEPETERS; CANT,
1992; DEPETERS; FERGUSON, 1992).

A composicdo e qualidade do leite foram estudadas por Allore et al., (1997) em rebanhos
nos Estados Unidos e apresentaram diferencas em relagdo as estacdes do ano e ressaltaram
também a influéncia da regido geografica sobre tais efeitos, além da produgio de leite.

Em 1998, Auldist e Hubble, utilizando rebanhos neozelandeses, na avaliacdo dos efeitos
causados pela estacdo do ano e estdgio de lactacio dos animais na composi¢do do leite,
verificaram que a época do ano foi o principal efeito sobre os componentes do leite com interesse
industrial (proporcdes de caseina:proteinas do soro, nitrogénio caseinoso:nitrogénio total e
gordura:proteina). Porém, em 1996, Lacroix et al., na tentativa de determinar os efeitos de regido
e época do ano sobre as fragdes nitrogenadas do leite assim como seus efeitos na relacdo
caseina:proteina total e proteina verdadeira em leite destinado a producdo de queijos no
Canadd,encontraram pequenas diferencas, mas no entanto, significativas, entre as regides
consideradas e as estagdes do ano. Os autores relataram também que o efeito de regido nao foi tdo
significativo (apresentou-se dez vezes menor que o efeito sazonal).

Paquin e Lacroix (1994) relataram que os efeitos das variacdes regionais e sazonais sobre
as fragdes nitrogenadas do leite ndo apresentam um padrio de variacdo definido.

Recentemente, em um estudo realizado em Minas Gerais por Teixeira et al., (2003), no
qual foram considerados: o més do ano, estdgio de lactagcdo, idade da vaca ao parto e grupo racial
sobre a composi¢do e a contagem de células somdticas do leite, encontrou-se diferenca na
producdo de leite entre as lactagdes, observando-se aumento da primeira para as demais, no
entanto, ndo foram constatadas alteragdes nas porcentagens de gordura e proteina. Observaram
também que os efeitos do estidgio de lactacdo e més do ano sobre as porcentagens de gordura e
proteina foram significativos, sendo que as variacdes sazonais destes componentes do leite

seguiram tendéncias opostas a observada pela produ¢do de leite (maiores nos meses de inverno e



23

menores nos meses de verdo). Com relacio a idade ao parto, observaram que as porcentagens de

gordura e protefna permaneceram relativamente constantes 2 medida que a mesma aumentava.

2.4.2 Efeito genético

Fatores genéticos como diferengas entre espécies, ragas € mesmo entre individuos de uma
mesma espécie, estdo associados a variacdes na composicdo do leite. Diversos estudos de
genética molecular tém tentado identificar os genes relacionados com tais variacdes no leite. Os
principais estudos se referem aos genes ligados a sintese de proteinas do leite. J4 foi descoberto
que polimorfismos presentes nestes genes estdo associados as diferencas na composicdo e teor de
proteina, afetando, desta maneira, a composicdo do leite e suas propriedades tecnoldgicas
(GODDARD, 2001).

Outros autores demonstraram que as principais proteinas do leite: og-caseina e ouo-
caseina (MAHE et al., 1999), B e k—caseinas (ONER; ELMACI, 2006), B—lactoglobulina
(MOLINA et al.,, 2006) e a—lactalbumina (BLECK; BREMEL, 1993), sdao afetadas pela
composi¢do de aminodcidos em func¢do dos polimorfismos observados entre os genes que as
codificam. Dovc, 2000, relata a existéncia de aproximadamente 40 variantes genéticas descritas
até o momento para os loci génicos que codificam as principais proteinas do leite, e observou
também diferengas considerdveis na distribuicdo da freqiiéncia alélica, mesmo entre individuos
da mesma raga.

Em 1997, Ng-Kwai-Hang associou esses genes e suas variantes as alteragdes quantitativas
e qualitativas de outros componentes além das proteinas e de caracteristicas fisico-quimicas,
tecnoldgicas e de estabilidade do leite. Ng-Kwai-Hang (1998), em revisdo sobre os efeitos do
polimorfismo das principais proteinas do leite sobre a produc¢do, composicdo e propriedades
tecnoldgicas, relata que muitos estudos demonstraram que a variante A de -lactoglobulina, que
predomina nas ragas zebuinas (SILVA; DEL LAMA, 1997), contém maiores concentracdes de
proteina bruta e de B-lactoglobulina, porém apresentam menores teores de caseina e gordura. J4,
as variantes C e B, da oy -caseina e -caseina, estdo associadas com maiores porcentagens de
gordura, proteina e caseina, em comparagdo com a variante A. Para o locus génico da k-caseina,
leites com a variante B, apresentaram maiores concentragdes de gordura, proteina e k-caseina do
que leites com a variante A (NG-KWAI-HANG, 1998). O mesmo autor relata também que a

estabilidade das micelas de caseina e desnaturacdo pelo calor da [-lactoglobulina e as
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propriedades de coagulacdo e firmeza do codgulo, caracteristicas importantes para a indudstria na
fabricacdo de queijos, sdo fortemente influenciados pelo polimorfismo destas proteinas.

No entanto, tais polimorfismos t€ém sido associados a outras variacdes na composi¢ao do
leite que ndao sdo conseqiiéncias diretas das diferencas estruturais e de concentracdo destas

proteinas, mas relacionadas aos mecanismos de regulagdo da sintese laictea (GODDARD, 2001).

2.4.3 Efeito da nutricao

De maneira geral existem trés modos principais para se alterar a composicao do leite: por
meio da exploracdo das variacdes de racas e melhoramento genético, pela aplicacdo de
tecnologias industriais de adi¢do ou remocdo de componentes e pela nutricdo e manejo dos
animais (WALKER et al., 2004).

Destas, a nutricdo dos animais, que envolve, o manejo alimentar e balanceamento das
dietas, constitui-se no principal fator responsdvel por mudangas nos teores de gordura e proteina,
além de possibilitar o mais rdpido efeito sobre estes componentes, considerando animais de
mesma racga e potencial produtivo. Além disso, Santos e Fonseca (2006), citam o consumo de
matéria seca, a qualidade e digestibilidade da fibra e a relacdo energia:proteina da dieta como os
principais fatores nutricionais que afetam a composicao do leite.

Em regides tropicais, como € o caso do Brasil, onde o uso de pastagens na alimentagdo
dos animais é comum, a baixa qualidade nutricional somada a baixa digestibilidade da fibra
limita consideravelmente o consumo de matéria seca ao longo do ano, especialmente nas épocas
menos chuvosas (inverno) (SANTOS; FONSECA, 2006), tal fato acarreta um balanco energético
negativo, comprometendo a producgdo de leite e os teores de gordura.

Ponce et al., (1999), relatam que alteracdes na frac@o dos carboidratos estruturais da dieta
reduzem a concentracio de proteina do leite. Em contra partida, Theurer et al., (1999), afirmam
que dietas com altos teores de concentrado, ou com fontes de carboidratos mais fermentaveis no
rimen, favorecem a producio de proteina no leite.

No que tange aos teores de proteina, fatores dietéticos como nivel e tipo de fonte
nitrogenada, sdo citados por Coulon et al., (1998), como contribuintes para a variacdo na
propor¢cao de caseina como parte da proteina verdadeira do leite. Em 2001, Coulon et al.,

estudando a suplementagdo de vacas das racas Holandesa, Montbéliarde e Tarentaise, observaram
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que a suplementagcdo de proteinas com melhor balanco de aminodcidos aumentou
significativamente a relac@o caseina:proteina total do leite.

Animais mantidos em pastejo apresentam menores produgcdes em comparagdo aqueles
mantidos em confinamento, tal diferenca é devida principalmente, a baixa qualidade da maioria
das pastagens, que t€ém baixa digestibilidade, além de sofrer influéncia sazonal na producdo de
matéria seca, desta forma comprometendo o aporte de nutrientes necessarios a sintese dos
componentes do leite (MATTOS, 1995; BARGO et al., 2002).

Em 1999, O’Brien et al., observaram que a composi¢do do leite e suas caracteristicas de
processamento foram significativamente afetadas pela condicdo e taxa de lotacdo do pasto
durante o ano, afirmaram também que animais em pasto que receberam suplementagdo com
concentrado apresentaram maiores teores de caseina e proteinas do soro na proteina total, sem, no
entanto, afetar de forma significativa as caracteristicas de processamento.

Evidentemente que as condi¢des e o tipo de pastagem influenciam ndo somente os teores,
mas toda a composi¢do dos componentes do leite. Em estudo para avaliagdo do perfil de dcidos
graxos do leite em animais mantidos em pastagens de leguminosas e de gramineas, Bugaud et al.,
(2001a) verificaram que os animais que consumiam leguminosas apresentaram maiores teores de
dcidos graxos poli-insaturados de cadeia longa que os animais alimentados exclusivamente com
gramineas.

As fragdes nitrogenadas também sdo afetadas pelo tipo de alimentagdo. Bugaud et al.,
(2001b), estudando diferentes tipos de pastagens e dois grupos de vacas com potencial genético
diferentes para producdo de proteina no leite, verificaram aumentos na producdo de leite e
proteina em ambos os grupos, porém, a relacdo caseina:proteina total apresentou uma diferenga
significativa de apenas 0,5%. Isso porque, o contetdo protéico do leite apresentou aumento com a
alteracdo na relacdo volumoso:concentrado, mas o teor de caseina € uma caracteristica dificil de
se manipular mediante modificagdes na dieta (BANKS, 2000).

Variac@o nos teores de proteina e a utilizacdo de uréia na dieta, pratica costumeira dos
produtores para reduzir custos de producdo na propriedade leiteira, podem acarretar modificagdes
na composic¢do do leite. No entanto, Aquino et al. (2007), estudando o efeito de diferentes niveis
de uréia em dietas de vacas em lactacdo, observaram que a inclusdo de até 1,5% de uréia na MS
da dieta, ndo provocou alteracdes na producdo, composi¢do, nem nas caracteristicas fisico-

quimicas do leite. Santos et al., (1998), que estudaram a substitui¢ao, parcial ou total, da proteina
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verdadeira da dieta por uréia, em 23 comparagdes, relataram que em 20 destas nio foi observado
efeito sobre a producdo de leite sendo que em cinco delas observaram aumento no teor de
proteina, porém, sem alteragcdes nas concentragcdes de nitrogénio uréico do leite. Segundo
Broderick e Clayton, (1997), a concentragdo de nitrogénio uréico do leite demonstra

principalmente a adequacao da relagdo proteina (nitrogénio):energia da dieta.

2.4.4 Efeito da mastite

A mastite € definida comumente como uma inflamac¢do da glandula mamadria, resultante,
normalmente de uma infeccdo bacteriana (MAZAL, et al., 2007). A resposta inflamatéria é
caracterizada por influxo de células de defesa presentes no sangue, que causam aumento no
numero de células somadticas do leite (ANDREWS et al., 1983). Células somaticas sdo todas as
células presentes no leite, incluindo as células origindrias do sangue como leucdcitos e células de
descamacdo do epitélio secretor. Os leucdcitos sao, em sua maioria, mobilizados da corrente
sanguinea para o tecido mamdrio devido a alteragcdes na permeabilidade capilar. Em vacas
lactantes, e com mastite, ocorre aumento no nimero de células de defesa passando a predominar
neutr6filos, macréfagos, linfécitos e o ndimero de células epiteliais permanece inalterado
(PHILPOT; NICKERSON, 1991).

O epitélio da glandula mamadria também € afetado, resultando numa reducio na producao
de leite e também alterando a composi¢ao do leite (AULDIST; HUBBLE, 1998). A extensiao dos
danos causados pela mastite, estd relacionada, diretamente, com a superficie do tecido mamario
atingida pela reacdo inflamatoria (MULLER, 2002). Havendo, portanto, relacdo direta entre a
contagem de células somdticas e a concentragio de dos componentes do leite
(SCHAELLIBAUM, 2000). Um dos fatores que pode levar a essa alteracio na composicdo do
leite, é a presenca de proteases enddgenas que irdo consequentemente, aumentar a atividade
enzimdtica no leite reduzindo os teores de proteina (SANTOS, et al., 2003).

A mastite causa redugdo nas proteinas sintetizadas na glandula mamaéria, como € o caso
das caseinas, a-lactalbumina e -lactoglobulina, e aumento das proteinas do soro, origindrias do
sangue, como a albumina sérica e as imunoglobulinas (KITCHEN, 1981). A proteina total do
leite sofre pouca variagdo, mas, no entanto, a concentracdo de cada fracdo de proteina varia

significativamente (MULLER, 2002).
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Além de alterar a composicdo do leite devido a acdo de enzimas, o aumento de células
somadticas, afeta negativamente outras propriedades do leite, como: tempo de coagulacdo, a

produtividade e a qualidade dos produtos lacteos (KITCHEN, 1981).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao dos rebanhos

Foram selecionados aleatoriamente 50 rebanhos leiteiros comerciais da regido de
Itapetininga-SP para coletas mensais de amostras de leite de tanque durante o periodo de um ano
(julho/06 a julho/07). Os rebanhos selecionados apresentavam monitoramento mensal da
composi¢do e contagem de células somdticas do leite, sendo distribuidos em relagio a raca (17 da
raca Holandesa, seis da raca Jersey e 26 da raca Girolando), ao sistema de alimentacdo (seis
confinados e 44 semi-confinados) e, quanto ao periodo de coletas (Tabela 1).

Dos rebanhos inicialmente selecionados, as amostras que apresentaram problemas de
identifica¢do, seja devido a rasuras no codigo de barras, o que impossibilitava a correta
identificacdo da mesma, seja devido a interrup¢do da atividade por parte do produtor durante o
periodo do estudo, foram excluidas do estudo. Amostras que apresentaram também qualquer tipo
de alteragcdo, como por exemplo: coagulacdo ou amostras com identificacdo duvidosa ou mesmo

sem identificacdo foram descartadas.

Tabela 1 — Meses de coleta e variagdo mensal no nimero de amostras analisadas

Meses do ano Numero total
amostras coletadas

Julho/06 50
Agosto/06 41
Setembro/06 44
Outubro/06 42
Novembro/06 39
Dezembro/06 44
Janeiro/07 42
Fevereiro/07 46
Margo/07 43
Abril/07 42
Maio/07 41
Junho/07 38
Julho/07 34

3.2 Procedimento de coleta e envio de amostras para o laboratério

As amostras de leite, provenientes do tanque de expansdo dos rebanhos selecionados, foram
enviadas para o Laboratério Clinica do Leite — Departamento de Zootecnia da ESALQ/USP
(Piracicaba — SP), em frascos de plastico de 50 mL e conservadas em bronopol (2-bromo-2-nitro-
1,3-propanodiol) na concentragdo de 8 mg do ingrediente ativo para cada 40 mL da amostra, para

andlise de contagem de células somaticas (CCS) e composicao.
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Ap0s estas andlises na Clinica do Leite, as mesmas amostras foram congeladas e enviadas
para andlises de proteina bruta (PB) e verdadeira (PV) pelo método de Kjeldahl, no Laboratério
Andlises de Produtos de Origem Animal do Departamento de Nutricio e Producdo Animal da
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ), Universidade de Sao Paulo (USP) em

Pirassununga, SP.

3.3 Metodologias para analises
As andlises de nitrogénio ndo-protéico e nitrogénio total, pelo método de Kjeldahl foram

realizadas em duplicatas, sendo o valor final representado pela média dos valores.

3.3.1 Metodologia para determinacio da composicao do leite

As andlises de composicao do leite (gordura, lactose, proteina bruta, sélidos totais e uréia)
foram executadas eletronicamente por absor¢do infravermelha, no equipamento Bentley 2000
(BENTLEY INSTRUMENTS INC. Chasca, MN, USA), conforme orientacdo do fabricante
(BENTLEY, 1995) no Laboratério Clinica do Leite — Departamento de Zootecnia da
ESALQ/USP (Piracicaba — SP).

3.3.2 Metodologia para contagem de células somaticas do leite

A contagem eletronica de células somdticas no leite foi realizada por citometria
fluxométrica utilizando o equipamento Bentley Somacount 300° (BENTLEY INSTRUMENTS
INC. Chasca, MN, USA). Este equipamento realiza a contagem de DNA reagido com o corante e
iluminado por um raio laser (SOMACOUNT, 1995). Os resultados estdo expressos em mil

células por mL de leite.

3.3.3 Metodologia para determinaciao do nitrogénio total (NT ou PB)

O método de referéncia para determinacdo da concentragdo de proteina do leite e
derivados lacteos foi baseado na mensuragdo do nitrogénio total pelo método de Kjeldahl,
conforme metodologia descrita pela Association of Official Analytical Chemists (1995, método
nimero 33.2.11; 991.20). O teor de nitrogénio foi entdo multiplicado por um fator (6,38), para
que os resultados fossem expressos em proteina bruta ou proteina total (BARBANO, et al.,

1990).
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3.3.4 Metodologia para determinaciao do nitrogénio nao protéico (NNP)

Para a determinagdo de nitrogénio ndo protéico adicionou-se previamente a amostra de
leite, solugdo de 4cido tricloracético a 15%, para que ocorresse coagulacao de todas as proteinas
do leite. As proteinas entdo coaguladas foram removidas através de filtracdo, este filtrado foi

entdo submetido a determinag@o da concentracio de nitrogénio pelo método de Kjeldahl.

3.3.5 Metodologia para determinaciao da proteina verdadeira pelo método de Kjeldahl
A determinacdo da proteina verdadeira (PV) foi realizada através da diferenga entre os

teores de proteina bruta (PB) e de nitrogénio ndo protéico (NNP).

3.4 Analise de Resultados

Os resultados obtidos foram submetidos a estatistica descritiva (média aritmética e erro
padrdao da média) e a andlise de variancia, avaliando os efeitos de raga, sazonalidade, sistema de
alimentacdo, contagem de células somdticas e rebanho sobre a varidvel resposta (proteina

verdadeira do leite). O modelo matemadtico misto utilizado foi o seguinte:

yijklm :/’l+pz +Rj +Sk(j) +El +ﬂ(xijklm _f)_i_gijklm

e
=

que:
Y = ¢ a proteina verdadeira do leite;
p =€ a média geral do experimento;

p = efeito aleatério o jésimo produtor (i=1, 2, 3,..., 50) assumido distribui¢io normal ~ N (0;

R = efeito fixo da ™ raca (j= Jersey, Girolando, Holandesa);

S = efeito fixo do k™™ sistema de alimentacio dentro da j*™ raca (k=1, 2);

E = efeito fixo da 1™ estagdo de coleta (1=1, 2...., 4);

B = € o coeficiente linear (covaridvel) associado ao logaritmo da contagem de células
somaticas (CCS);

Xijkim = € 0 logaritmo da CCS e x = é amédia do logaritmo da CCS;
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€ = erro aleatério assumindo distribuicdo normal ~ N(O; 02).

Para construcdo das equacdes de predicdo do teor de proteina verdadeira, foi realizada
uma andlise de regressdo linear, utilizando o procedimento PROC REG do SAS (1999). O
modelo da regressao utilizado foi o seguinte:

y=a+ px

Em que:

Y = proteina verdadeira do leite;

o = intercepto;

B = € o coeficiente linear associado ao teor de proteina bruta;

X =€ o teor de proteina bruta.

As andlises foram realizadas utilizando-se do pacote estatistico Statistical Analysis System
(SAS) (SAS Institute Inc., 2001). Os dados foram analisados usando o procedimento PROC
MIXED do SAS (1999). A contagem de células sométicas foi transformada em logaritmo natural,

pois ndo possui distribui¢do normal. Para todas as andlises, utilizou-se nivel de significancia de

5%.



32

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicao média do leite
Sado apresentadas na Tabela 2 as concentragdes médias dos componentes do leite e a

contagem de células somdticas em fun¢do de cada uma das racas, ao longo do periodo estudado.

Tabela 2 — Média dos componentes do leite e contagem de células somdticas para cada uma das
racas estudadas

Componentes

Raca n' Gordura  Lactose ~ NUL® PB’ PV’  PV/PB’ ccs®

(%) (%) (mg/dL) (%) (%) (mil
céls./mL)
Holandesa 146 354a 442a  11,76a 3,06a 307a 095 639 a
Jersey 59 397b 4,30b 943a  330b 3,1la 096 567 a
Girolando 264 345a 445a 9,17a  3,06a 308a 096 578 a
P - <0,05 00233 <005 <005 >005 - > 0,05
EPM® - 0,0224 0,081 00022 00090 0,0093 - 0,0178

"Ntmero de observagdes; - nitrogénio uréico do leite; * proteina bruta; * proteina verdadeira; ° relagdo entre proteina
verdadeira (PV) e proteina bruta (PB); ® contagem de células sométicas; ' probabilidade do efeito da raca sobre os
componentes do leite; ® erro padrio da média. Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, néo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5%.

Diirr (2003) analisando o leite de tanques refrigeradores no Rio Grande do Sul, verificou
que os teores médios de gordura variaram entre 3,47 e 3,80%. Ribas et al. (2003) verificaram
teores médios de gordura na ordem de 3,69% em amostras de leite provenientes de tanques
refrigeradores nos estados de Santa Catarina, Parand e Sdo Paulo entre 1998 e 2001. Brito et al.
(2003) estudando rebanhos do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro entre os anos de
2000 e 2002 encontraram um teor médio de gordura de 3,56%. Machado et al. (2003) avaliando
amostras de leite no estado de Sdo Paulo entre os anos de 1999 e 2003 encontraram um teor de
gordura de 3,40%.

Estes resultados mostram uma variagao bastante grande na média dos teores de gordura do
leite em diferentes regides, sendo que os valores obtidos no presente estudo e apresentados na
Tabela 2 situam-se dentro deste intervalo e ainda atendem as exigéncias minimas propostas pela

IN-51 que determina que a concentragdo minima de gordura em leite cru refrigerado seja de 3%.
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O teor médio de lactose no leite foi de 4,42%, 4,30% e 4,45%, para a raca Holandesa,
Jersey e Girolando, respectivamente. Em estudo sobre a qualidade do leite em tanques
refrigeradores, Diirr (2003) encontrou teores variando de 4,35 a 4,66%, entre os anos de 2000 a
2002 no Rio Grande do Sul. Ribas et al., (2003) avaliando amostras de Santa Catarina, Parana e
Sao Paulo observaram um teor médio de 4,56% entre os anos de 1998 e 2001. Machado et al.,
(2003) encontraram teores de 4,55% para amostras de Sao Paulo entre 1999 e 2003. Brito et al.,
(2003) avaliando amostras do Espirito Santo, Minas Gerais e Rio de Janeiro, verificaram um teor
médio de lactose de 4,59%.

No presente estudo o teor médio de lactose foi pouco inferior ao observado em outros
estados e bastante inferior ao observado em outros paises de pecudria leiteira desenvolvida, como
citam Miihlbach et al., (2000) e Auldist et al., (1998).

Jonker et al., (1998) defendem que os padrdes de referéncia das concentragdes de
nitrogénio uréico no leite (NUL) podem variar entre 10 e 16 mg/dL de leite. Melendez et al.,
(2000) afirmam que vacas com concentragdo de NUL acima de 17 mg/dL t€ém maior risco de
infertilidade. No presente estudo os teores de nitrogénio uréico do leite encontrados foram
proximos a estes sugeridos por estes autores.

A porcentagem média de proteina bruta para a raca Holandesa foi semelhante a
encontrada por Bajaluk et al. (1999), que foi de 3,14%. Para a raga Jersey esta porcentagem foi de
3,30%, valor inferior ao reportado por Ribas et al. (1999), que encontraram 3,68%, como pode
ser observada na Tabela 2. Nao foram encontrados resultados para comparagdo com relacao a
raca Girolando.

Estudos que avaliaram o teor de proteina bruta em amostras de leite provenientes de
tanques refrigeradores em diferentes estados brasileiros, reportam teores variando de 2,95% a
3,24% (Ribas et al. (2003); Machado et al., (2003); Brito et al., (2003); Diirr, (2003); Martins et
al., (2002). Assim, os valores obtidos no presente estudo encontram-se dentro do intervalo
encontrado por estes autores e também se enquadram nas exigéncias minimas propostas pela IN-
51 que exige um teor minimo de 2,9% de proteina no leite cru refrigerado.

A contagem de células somdticas média foi de 639, 567 e 578 mil células/mL de leite,
para as racas, Holandesa Jersey e Girolando, respectivamente. Estas contagens correspondem aos
seguintes escores de células somadticas: 2,81; 2,75 e 2,76, estes escores sao inferiores aos

observados por Ostrensky et al., (2000) que encontraram um escore de 4,46 em observacoes de



34

controle leiteiro mensal em 378 rebanhos do Parana. Paula et al., (2003) analisando amostras de
tanques refrigeradores dos estados de Santa Catarina, Parand e Sdao Paulo, observaram um escore
de células somaticas de 4,84.

Desde 1992, em diferentes paises, as indudstrias de laticinios estabeleceram limites legais
para a contagem de células somadticas para tanques refrigeradores (CCST). Paises da Unido
Européia, Nova Zelandia e Austrdlia adotaram como limite médximo 400.000 celulas/mL,
enquanto Canadd e EUA adotaram limites um pouco superior a estes, 500.000 e 750.000
células/mL respectivamente (BRITO, 2003; RIBAS, 1999).

No Brasil, a IN-51 determinava para as regides Sul, Sudeste e Centro Oeste, uma CCST
maxima de 1.000.000 células/mL para o leite cru refrigerado a partir de 01/07/2005, este valor
dera baixar para 750.000 a partir de 01/07/2008 e para 400.000 a partir de 2011. Os resultados
médios de CCS encontrados para as trés ragas estudadas (Tabela 1) estdo, atualmente, dentro dos

limites propostos pela IN-51.

4.2 Efeito da Contagem de Células Somaticas

A Tabela 3 apresenta os resultados da contagem de células somdticas divididos em quatro
classes: baixa (0-280 mil céls./mL), média baixa (281-500 mil céls./mL), média alta (501-780 mil
céls./mL) e alta (>781 mil céls./mL) contagem de células somaticas.

Elevadas contagens de células somdticas t€ém efeitos conflitantes sobre a concentragdo
total de proteina do leite (SANTOS; FONSECA, 2006). Nessas condi¢des ocorre, normalmente,
aumento na concentragdo de proteinas de origem sanguinea concomitante com a redugdo na
concentracdo de caseina, resultando assim em alteracdes minimas na concentragdo de proteina
total do leite, mas com alguma alteracdo na concentra¢do de proteina verdadeira, em fungdo da
reducdo da concentracio de caseina. Tal fato pode ser explicado pela mudanga na permeabilidade
do tecido da glandula mamaria infectada, permitindo que haja um maior fluxo de proteinas do
sangue, principalmente albumina, para o leite (NG-KWAI-HANG et al., 1993).

Porém, diversos autores (VERDI et al., 1987; URECH et al., 1999; BARBANO et al.,
2006) relatam algum incremento nas concentragdes de proteina bruta, e uma redugcdo nas
concentracdes de proteina verdadeira, sendo este devido, principalmente, ao decréscimo nos
teores de caseina, fragdo esta que corresponde a cerca de 80% do teor de proteina verdadeira e

que estd diretamente relacionada com o rendimento industrial.
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Tabela 3 — Valores médios de proteina verdadeira para as classes de contagem de células
somaticas consideradas

Classes (mil céls./mL) Proteina Bruta, % Proteina Verdadeira, % Relacdo PV/PB
(EPM") (EPM}H)
Baixa (0-280) 3,15 (0,1200) 3,09a (0,1800) 0,95
Média Baixa (281-500) 3,17 (0,1400) 3,12a (0,1700) 0,96
Média Alta (501-780) 3,21 (0,1400) 3,16a (0,1700) 0,96
Alta (>781) 3,16 (0,1200) 3,13a (0,1600) 0,96

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 'erro padrio da média.

No presente estudo, no entanto, ndo podemos fazer tais afirmagdes, pois como se observa
na Tabela 3, as concentragdes de proteina ndo diferem estatisticamente (P > 0,05) entre si, com o
aumento da contagem de células somadticas. Este resultado contrasta com os obtidos por Noro et
al., (2006), Pereira et al., (1999), Marques et al., (2002) que relataram incrementos na
concentracio de proteina com o aumento do escore linear de células somaticas.

Ma et al. (2000), estudando a composi¢ao do leite de vacas infectadas com Streptococcus
agalactiae, observaram aumentos nos teores de proteina bruta e proteina verdadeira, no entanto
quando estes teores foram expressos em quilogramas e computados 30% de reducdo na produgao

de leite dos animais infectados, houve perda significativa destes componentes.

4.3 Efeito da Sazonalidade
As médias mensais da proteina bruta, proteina verdadeira e do nitrogénio ndo-protéico do

leite no periodo estudado estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 — Variacdo mensal da fragdo protéica e do nitrogénio nao-protéico do leite (julho de

2006 a julho de 2007). A) variagdo da proteina bruta; B) variagdo da proteina
verdadeira; C) variacdo de nitrogénio ndo-protéico
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As maiores concentragdes de proteina bruta foram observadas nos meses de margo abril e
maio, € as menores concentracdes se deram nos meses de julho, agosto e setembro, sendo os
teores ao redor de 3,25% e 3,05% respectivamente. Estes resultados concordam com os obtidos
por Machado e Cassoli (2006), que reportaram variagdes nos teores de proteina bruta da ordem
de 3,27% para os meses de abril e maio e de 3,07% para os meses de agosto e setembro. O teor
de proteina verdadeira se comportou de modo inverso a proteina bruta, apresentando os maiores
teores nos meses de primavera e os menores teores nos meses de outono e inverno, como pode
ser observado na Tabela 4. Este resultado estd de acordo com os obtidos por Gonzalez et al.,
(2004), que também relatam maiores teores de proteina verdadeira nos meses de primavera e

verao.

Tabela 4 — Valores médios de proteina verdadeira (PV) para as quatro estagdes (primavera, verao,
outono € inverno)

Estagdo PB, % PV, % Relagdo PV/PB
(EPMY) (EPM") (%)
Primavera 3,14a (0,0140) 3,09a (0,0070) 0,96
Verio 3,11ac (0,0130) 3,07ac (0,0060) 0,96
Outono 3,02b (0,0120) 3,05b (0,0060) 0,95
Inverno 3,09¢ (0,0090) 3,08¢ (0,0050) 0,96

Médias seguidas por letras iguais, na mesma coluna, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 'erro padrio da

média.

Quando as estagoes foram separadas apenas em duas: chuvosa e seca, os resultados foram
semelhantes, sendo que os maiores teores de proteina verdadeira foram observados na estagdao
chuvosa, como pode ser observado na Tabela 5.

Esta variacdo no teor de proteina pode ser explicada pelo fato da maioria dos rebanhos
estudados terem seus animais em sistema de pastejo (sistema semi-confinado). A melhor oferta
de forragem € observada na primavera e inicio do verao (FREDEEN, 1996). Makle et al., (1999),
na Nova Zelandia, encontraram maiores teores de caseina em pastagens de verdo e utilizacao de
concentrados, sendo que a concentracdo de caseina declinou quando houve restricdo de pasto,
assumindo que a caseina corresponde a cerca de 80% da proteina verdadeira, podemos assumir

que a proteina verdadeira tenha um comportamento semelhante.
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Fredeen (1996) afirma também que a melhoria do nivel nutricional pode aumentar a
produ¢do de é&cido propidnico, com efeito poupador nos aminodcidos no metabolismo
intermedidrio, elevando a quantidade dos aminodcidos disponiveis para sintese protéica na

glandula mamaria.

Tabela 5 - Valores médios de proteina verdadeira (PV) para duas estagdes (seca e chuvosa)

Estacio PV média (%)’ EPM”
Seca 3,06 0,0101
Chuvosa 3,08° 0,0095

Meédias seguidas por letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

'proteina verdadeira; “erro padrio da média.

Em muitos casos o teor de proteina do leite tem sido superestimado devido a adogdo de
um fator de conversao (6,38) do nitrogénio total medido, que assume que o leite contém cerca de
15,67% de nitrogénio, ndo levando em consideracdo possiveis variacdes da fragdo nitrogé€nio
nao-protéico (NG-KWAI-HANG, 1985). No presente estudo, foi constatado efeito significativo
(P < 0,0001) do teor de nitrogénio nao-protéico sobre o teor de PV, de modo inverso, ou seja, a

medida que este aumentava, o teor de PV diminuia como pode ser observado na Figura1 Be 1 C.
4.4 Efeito de Raca
Os valores médios de proteina verdadeira para as trés ragas estudadas estdo apresentados

na Tabela 6.

Tabela 6 - Valores médios de proteina verdadeira as ragas estudadas

Raca n' Proteina Verdadeira EPM”
Holandesa 146 3,07* 0,0100
Jersey 59 3,11% 0,0200
Girolando 264 3,08" 0,0070

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%. ndmero de

~ 2 ~ 2 1
observagdes. “erro padrao da média.
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Cerbulis e Farrell Jr (1974) relataram teores de proteina verdadeira maiores para a raga
Jersey em comparac¢do com a raca Holandesa. No mesmo estudo os autores relatam que houve
diferenca altamente significativa (P < 0,001) entre as racas.

No presente estudo, a raga Jersey apresentou teores ligeiramente superiores aos das outras
racas estudadas, porém, como podem ser observados na Tabela 5, os teores de proteina
verdadeira, ndo diferiram entre si para as racas estudadas (P < 0,2336).

Observando-se a Figura 2, percebe-se que os teores de nitrogénio nao-protéico (NNP)
para a raga Holandesa foram maiores que os das demais racas em sete dos treze meses estudados.
Quando se comparam os teores de proteina verdadeira da raca Jersey com a raca Holandesa,
percebe-se que os teores da primeira sdo maiores que os da segunda, podendo ser a porcentagem
de NNP, o responsdvel por esta diferenga. Lembrando, mais uma vez, que o NNP representa em
média 5% do nitrogénio total presente no leite, representando cerca de 0,18g de proteina em 100g

de leite (CERBULLIS; FARRELL 1974).
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Figura 2 - Variagdo da porcentagem de nitrogénio ndo-protéico para cada uma das ragas

estudadas. () raca Holandesa; (m) raca Jersey; (A ) raca Girolando

4.5 Efeito do Sistema de alimentacao
No presente estudo somente a ragca Holandesa apresentava animais nos dois sistemas

estudados (confinado e semi-confinado), sendo, portanto, a Unica raca estudada para este efeito.
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Os valores médios para o teor de proteina verdadeira nos dois sistemas de alimentacdo,

estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Relagdo sistema de alimentagdo versus proteina verdadeira (PV) para a raca Holandesa

Sistema de alimentagdo PV média EPM’
Confinado 3,08° +0,0200
Semi-confinado 3,06% +0,0100

Médias seguidas por letras iguais néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. PV: proteina verdadeira; “EP: erro

padriao da média.

Na Figura 3 € observada a variagdo da proteina verdadeira (PV) nos dois sistemas
estudados ao longo dos meses, nos dois sistemas € observado comportamento semelhante,
embora o sistema da alimentacdo confinado tenha apresentado maiores teores de PV, nao foi
observado efeito do tipo de sistema sobre o teor de PV ao longo do ano em estudo (P = 0,4029).
Gonzalez et al. (2004) reportaram comportamento semelhante avaliando trés sistemas de
producdo no Rio Grande do Sul, relataram também que ndo houve efeito dos meses do ano nem

do tipo de sistema sobre o teor de PV.
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Figura 3 - Variagao da proteina verdadeira para os dois sistemas de alimentagao estudados ao

longo do ano. (m) sistema confinado; (A ) sistema semi-confinado
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Esta queda no teor de proteina verdadeira ocorrida no més de dezembro pode ser
atribuida, provavelmente, ao estresse caldrico sofrido pelos animais. Neste periodo por cerca de
12 dias a temperatura ambiente esteve acima de 30°C (CIIAGRO, 2008), sendo que para animais
da raca Holandesa, os limites térmicos da zona de conforto variam de -1°C a 21°C e a zona de
termoneutralidade situa-se em 27°C (PORTUGAL, et al., 2000). Os limites ideais de umidade
relativa do ar variam entre 60-70% (MULLER, 1989). Elevadas umidades relativas, associadas a
altas temperaturas, podem causar estresse térmico, prejudicando dessa forma a produtividade,
uma vez que ird afetar o consumo dos animais (ARMSTRONG, 1994). Em dezembro, na regido,
a precipitagdo foi de 350 mm, resultando em uma umidade relativa do ar acima de 80% em quase
todo o més, proporcionando uma situag¢do de estresse para os animais.

Mattos (1995) comenta a diferenga entre sistemas de alimentacdo e sua influéncia na
producgdo de leite. Cita também que sistemas intensivos (confinados), que fazem uso silagens e
pastagens produzidas adequadamente apresentaram maiores producdes e que sistemas extensivos
(semi-confinados), que fazem uso somente de pastagens, apresentaram as menores producdes. O
mesmo autor comenta que no primeiro caso, os alimentos fornecidos aos animais sdo de melhor
qualidade nutricional que os fornecidos aos animais no sistema extensivo, tendo produtor maior
controle sobre os nutrientes que o animal consome.

Devido a baixa qualidade da maioria das pastagens brasileiras, resultante principalmente
do manejo inadequado, pode-se afirmar que os animais mantidos em tais sistemas apresentariam
leite com teor de proteina verdadeira inferior aquele produzido por animais mantidos em outros
sistemas, como no caso de sistemas confinados, intensivos, como descritos por Mattos (1995).
Auldist et al., (1998) citam que tal variagdo pode ser devida principalmente por menor aporte de
amino acidos para a sintese de caseina. Sendo, portanto, a variagdo na composi¢do dos alimentos

fornecidos aos animais um fator importante na variagdo da proteina verdadeira.

4.6 Correlacao entre os métodos padrao e automatizado

Os resultados das andlises para os teores de proteina pelos métodos: automatizado e
Kjeldahl (padrdo) ndo foram estatisticamente diferentes entre si (P > 0,05). A correlacdo entre os
dois métodos foi positiva (r2 = 0,7996). Este resultado, embora inferior, concorda com o
encontrado por Silveira et al. (2004), que encontraram correlacdo também positiva entre estes

métodos com 1 = 0,98. Grappin, (1992), cita que a diferenca entre 0 método automatizado e
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padrdo, pode ser devido a fracdo de nitrogénio ndo-protéico, afirmando também que tal fato se
deve a ndo absorcdo desta fracdo pelo método automatizado, ou ainda porque o nitrogénio nao-
protéico € absorvido de maneira significativamente diferente das outras fracdes nitrogenadas, e
neste caso, o sinal do equipamento € influenciado pela variagao desta fragao.

A correlagdo entre os métodos pode ser observada na Figura 4.
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Figura 4 - Correlagdo entre os métodos padrao (Kjeldahl) e automatizado (infravermelho) para os

teores de proteina bruta

Com os resultados apresentados e discutidos nos itens anteriores € com esta boa
correlac@o entre os métodos, foi possivel elaborar uma equacio de predi¢do do teor de proteina
verdadeira a partir dos teores de proteina bruta. A equagio proposta apresentou um 1> = 0,9373,
indicando uma excelente correlagio entre os teores calculados e os medidos pelo método padrao.
A correlacdo entre os teores de proteina verdadeira calculados pela equacdo e os teores medidos
pelo método padrdo (Kjeldahl) podem ser observados na Figura 5. A anélise estatistica mostrou
que os teores encontrados pela equacdo estdo altamente correlacionados (P < 0,0001) com

aqueles encontrados pelo método padrao.
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Figura 5 - Correlagdo entre os teores de proteina verdadeira calculado e os teores medidos através

do método padrao (Kjeldahl)

A equagdo proposta foi a seguinte:
PV =-0,017655+(1,01043x PB)+0,01556 (1);
Onde:
PV € o teor de proteina verdadeira;
PB € o teor de proteina bruta pelo método automatico;

0,01556 ¢ o erro apresentado pelo modelo.

Nesta equagdo somente foram considerados os efeitos significativos. No entanto, o efeito
da estac@o do ano sobre o teor de proteina verdadeira, embora significativo, ndo teria implicagdes
praticas, uma vez que a variacdo nos teores de proteina verdadeira foi minima ndo implicando,
portanto, em mudanga na classe de pagamento dos produtores. Sendo assim, este efeito ndo foi
considerado na equagdo.

O teor de nitrogénio ndo-protéico apresentou efeito significativo sobre o teor de proteina
verdadeira, conforme apresentado anteriormente. Grappin (1992) cita o teor de nitrogénio nao-
protéico como um dos fatores que devem ser levados em considerac@o na andlise e expressao dos

teores de proteina do leite.
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Sendo assim, uma segunda equacio foi proposta, agora, considerando o teor de nitrogénio
ndo-protéico. Esta segunda equacdo apresentou um coeficiente de determinacio de 82% (I =
0,8269).

PV =-0,1862+ (1,0869x PB) — (1,2895x NNP) + 0,0687 (2);

Onde:

PV € o teor de proteina verdadeira;

PB € o teor de proteina bruta pelo método automatizado;

NNP € o teor de nitrogénio ndo-protéico;

0,0687 € o erro apresentado pelo modelo.

O mesmo autor comenta que vdrios estudos realizados na Franca demonstraram a
desvantagem em se utilizar o teor de proteina bruta nos sistemas de pagamento por proteina,
devido as grandes variagdes que tal teor sofre por intermédio da fragdo nitrogé€nio ndo-protéico,
que tem pouco ou nenhum valor nutricional e comercial. A proteina bruta inclui ambas as fragcdes
de proteina (a proteina verdadeira e a fracdo de nitrogénio nao-protéico). Utilizando a proteina
bruta ao invés da proteina verdadeira como base de calibracdo dos equipamentos de andlise de
leite, a industria aceita certas imprecisdes nas determinacdes dos teores de proteina (BARBANO;
LYNCH, 1991), podendo estar penalizando os produtores ou mesmo sendo penalizada, ou seja,
pagando por um teor incorreto de proteina, resultado que somente serd percebido no rendimento

industrial.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que os rebanhos avaliados atenderam
as exigéncias minimas de composi¢do e contagem de células somdticas propostas pela IN-51.

As diferencas observadas nos teores de proteina verdadeira, quando considerados os
efeitos da época do ano, raga, sistema de alimentacdo e contagem de células somdticas, ndao
foram significativas, o que permitiu a formulagdo de uma equagdo, a qual possibilita determinar
a proteina verdadeira de forma simplificada.

Ao utilizar o teor de proteina verdadeira, a diferenca entre o método automatizado e o de
referéncia diminuiu, pelo fato de se eliminar a interferéncia negativa da fra¢do nitrogénio nao-

protéico dos resultados.
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