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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos
Universidade Federal de Santa Maria

EFEITO DA CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS E CONTAGEM
BACTERIANA TOTAL SOBRE OS CONSTITUINTES DO LEITE
AUTOR: Diego Prado de Vargas
ORIENTADOR: Dr. José Laerte Nornberg
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 24 de Julho de 2012.

Este estudo teve por objetivos avaliar o efeito da contagem de células sométicas (CCS)
e da contagem bacteriana total (CBT) sobre os constituintes do leite, verificando a influéncia
que as variaveis climéaticas exercem sobre estes indicadores higiénico-sanitarios. Os dados
utilizados foram de 1.541 unidades produtoras de leite referentes a 15 municipios da bacia
leiteira do Vale do Taquari, Rio Grande do Sul. Foram tabulados os dados de contagem de
células soméaticas (CCS), contagem bacteriana total (CBT) e composi¢do centesimal do leite,
referentes ao periodo de junho de 2008 a dezembro de 2011, totalizando 44.089 amostras
analisadas. A temperatura ambiente apresentou correlacdo positiva e significativa com o
escore de células somaticas, enquanto a precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar
auséncia de correla¢do. Por outro lado, as variaveis climéaticas ndo apresentaram correlacdo
significativa com a CBT. Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais foram
diretamente correlacionados com a CCS e a CBT, enquanto que o0s solidos ndo gordurosos e a
lactose apresentaram comportamento inverso. A andlise de componentes principais (ACP)
seguida pelo método hierarquico aglomerativo de agrupamento, permitiu constatar que leites
com CCS maiores que 400.000 até 750.000 céls mL™ e CBT superiores a 100.000 até
1.000.000 UFC mL™, apresentam a mesma qualidade, ndo justificando a estratificacdo de
intervalos nesta amplitude de variacdo. Paralelamente, observou-se que somente limites de
normas regulatdrias ndo sao suficientes para melhoraria da qualidade do leite, sugerindo-se,
parametros para sistemas de pagamento baseado na bonificacdo e penalizacdo em relacdo a
CCS e CBT do leite.

Palavras-chave: Bovinos. Composicdo do leite. Contagem de células somaticas.
Contagem bacteriana total. Qualidade higiénico-sanitaria. VVariaveis climaticas.



ABSTRACT

Master Dissertation
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EFFECT OF SOMATIC CELL COUNT AND TOTAL BACTERIAL COUNT ON
CONSTITUENTS OF MILK
AUTHOR: Diego Prado de Vargas
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The study aims to evaluate the effect of somatic cell count (SCC) and total bacterial
count (TBC) on the constituents of milk, checking the influence that the climatic variables
have on these hygienic-sanitary indicators. Data were obtained from 1,541 dairy farms located
in 15 municipalities in the dairy region of Vale do Taquari, Rio Grande do Sul. It was
tabulated the data from somatic cell count (SCC), total bacterial count (TBC) and milk
composition, from June 2008 to December 2011, totaling 44,089 samples. The ambient
temperature showed positive and significant correlation to score of somatic cell, while rainfall
and relative humidity air showed no correlation. Moreover, the climatic variables have no
significant correlation to the TBC. The fat, protein, minerals and total solids were directly
correlated with the SCC and TBC, while solids-not-fat and lactose showed an opposite
behavior. The principal component analysis (PCA) followed by agglomerative hierarchical
clustering method, have showed that milk from SCC 401,000 to 750,000 cell mL™ and TBC
from 100,000 to 1,000,000 CFU mL™, have the same quality, not justifying stratification in
these intervals. In addition, it was observed that only limits regulatory standards are not
sufficient to improve the quality of milk, suggesting parameters for payment system based on
the bonus and penalty relative to the TBC and SCC milk.

Key words: Cattle. Milk composition. Somatic cell count. Total bacterial count.
Hygienic-sanitary quality. Climatic variables.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € tradicionalmente um grande produtor de leite. A atividade que comecou
com caracteristicas extrativistas, ja ocupa posic¢éo de destaque no cenario econdémico nacional,
sendo, atualmente, um dos principais agronegécios do Brasil. Em 2008, o pais produziu 27,5
bilhdes de litros de leite, gerando renda de R$ 17 bilhdes, que corresponde a 10% do valor
gerado pelo setor agropecudrio brasileiro e 76% do valor gerado especificamente pela
pecudria nacional (IBGE, 2011). Considerando o valor da producao, o leite ocupa o 4° lugar
entre as commodities agropecuarias produzidas no Brasil, perdendo apenas para soja, cana-de-
acucar e milho (SIQUEIRA et al., 2010).

As estatisticas mundiais do setor demonstram que o Brasil detém posicdo de destaque
em todos os segmentos dessa cadeia produtiva. O pais possui 0 3° maior rebanho de gado
leiteiro do mundo, com 22,9 milhdes de cabecas, ocupa a 5% posicdo no ambito da producéo
mundial, e € o 3° maior produtor de queijo, mercado sob dominio da Unido Europeia e
Estados Unidos, responsaveis por mais de 75% da producdo do mundo (LEITE, 2008;
EMBRAPA, 2012). No ano de 2010, o pais alcangou uma producao de aproximadamente 31,6
milhdes de toneladas métricas, ficando atras respectivamente dos Estados Unidos, India,
China e Russia. (EMBRAPA, 2012).

O setor de lacteos no Brasil vem passando por diversas alteragdes no decorrer dos
anos, seja no ambito do consumo ou no campo da producdo, devido ao processo de abertura
da economia brasileira iniciado em 1990 e intensificado pelo Plano Real, em conjunto com a
reducdo da intervencdo governamental neste segmento do agronegocio.

O mercado brasileiro de lacteos expandiu-se significativamente a partir do Plano Real,
levando ao acirramento da concorréncia, que se verifica pelo lancamento frequente de novos
produtos e, pela busca incessante por consolidacdo de marcas. O dominio de novos processos
tecnoldgicos, o uso de plantas industriais com capacidade de producdo mais elevada e o
investimento significativo em marketing tém sido exigéncias para a sobrevivéncia das firmas
que atuam nessa area (MARTINS et al., 2001).

Em relacdo a participacdo do leite e derivados na balanca comercial do pais, pode-se
dizer que durante muitos anos o Brasil foi considerado um tradicional importador de produtos

lacteos, uma vez que ndo era auto-suficiente na producéo de leite. Esta situacdo somente foi
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modificada a partir de 2004, quando as importacGes de produtos lacteos passaram a ser
substituidas pelas exportacdes, as quais se tornaram crescentes (NOGUEIRA, 2012).

Considerando o aumento da busca por leite no mercado mundial, que cresce entre 3,5
e 4,0% ao ano, segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), o cenério é
positivo, com boas oportunidades para o ingresso de novos parceiros no comércio de lacteos
(PEREIRA, 2008).

O Brasil apresenta grande potencial para ser importante participante no mercado
mundial de produtos lacteos. No entanto, a baixa produtividade do rebanho brasileiro dificulta
um posicionamento ainda melhor do pais neste setor. Além disso, segundo Milani (2011),
para abandonar o rotulo de importador e se firmar como um exportador de lacteos, o pais
precisa superar restricdes tarifarias, ndo tarifarias e, barreiras técnicas e sanitarias, que afetam
diretamente a cadeia lactea. Nesse contexto, os cuidados com o cumprimento das exigéncias
de padrbes microbiolégicos da matéria-prima devem ser rigorosos para que 0s produtos
tenham qualidade suficiente para competir em igualdade no mercado internacional (SOUTO
et al., 2009).

Em termos de qualidade do leite, item inexoravel a um pais exportador de lacteos, do
ponto de vista legal e préatico, considera-se dois aspectos principais, um deles, € a composicao
centesimal, incluindo os teores de proteina, gordura, lactose, minerais, solidos totais e sélidos
ndo gordurosos, e outro, € o aspecto higiénico-sanitéario, incluindo requisitos essenciais
adotados internacionalmente, como a contagem de células somaticas (CCS) e a contagem
bacteriana total (CBT) (BRITO & BRITO, 2004).

Nesse contexto, o setor normativo, na figura do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), em 18 de setembro de 2002 estabeleceu regulamentagfes da
producdo leiteira através da Instrucdo Normativa n°51 (IN51), e mais recentemente, em 30 de
dezembro de 2011, a Instrucdo Normativa N° 62 (IN 62), que entrou em vigor em 1° de
janeiro de 2012 (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011).

A regulamentacdo dos padrdes de identidade e qualidade do leite cru refrigerado esta
em processo de implantacdo gradativa desde 2002. Com a atualizacdo, através da IN 62, os
indices de CBT e CCS, que podiam chegar a 750.000 céls mL™ e 750.000 UFC mL™,
respectivamente, passaram a ter como limite méximo, 600.000 céls mL™ para CCS e 600.000
UFC mL™ para CBT. A norma brasileira prevé atualizacdes destes limites nos préximos anos,
sendo que do dia 30 de junho de 2014 a 30 de junho de 2016 os limites serdo de 500.000 céls
mL™ e 500.000 UFC mL™, para CCS e CBT, respectivamente, e posteriormente, a partir de 1°
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de julho de 2016, atenderd os padrdes internacionais de CCS, igualando-se ao limite de
400.000 céls mL™, dos paises membros da Uni&o Europeia (UE), Nova Zelandia e Australia, e
propondo limites inferiores aos designados pelo Canada e Estados Unidos da América (EUA),
que sdo de 500.000 céls mL™ e 750.000 céls mL™, respectivamente, enquanto para CBT,
igualara aos limites legais, de 100.000 UFC mL™, da Unido Europeia, Estados Unidos,
Austrélia e Nova Zelandia e ficard ainda acima do limite proposto para o Canada, que é de
50.000 UFC mL™ (PHILPOT & NICKERSON, 2002; SANTOS, 2006; BRASIL, 2011).

A respeito da qualidade do leite, além das normas regulatdrias instauradas pela
legislacdo nacional, o pagamento pela qualidade tem sido um instrumento empregado pelas
indUstrias para incentivar o produtor a investir em cuidados que resultem em melhorias na
qualidade do produto. Além do pagamento de bonificacdes pelo leite de alta qualidade, podem
ser incluidas penalizaces para o leite de baixa qualidade (ALVARES, 2005). As industrias de
queijos, em geral, pagam as bonificagdes mais altas, com forte énfase a CCS e a composicao
do leite (MADALENA, 2000).

Assim, o conhecimento da composicdo do leite e dos indicadores de qualidade
higiénico-sanitarios (CCS e CBT) é essencial para a determinacédo de sua qualidade, pois além
de fazerem parte de normas regulatdrias e de sistemas de valorizagdo da matéria-prima com
qualidade diferenciada, definem diversas propriedades organolépticas e industriais dos
derivados l4cteos.

Nesse contexto, varios trabalhos cientificos tém procurado estimar o efeito que a
mastite e a CCS exercem sobre os constituintes do leite, porém os resultados reportados sao
extremamente contraditérios. Sabe-se que a CBT também tem potencial em causar alteraces
na composicdo do leite, prejudicando o rendimento industrial e a seguranga alimentar de seus
derivados, entretanto, resultados sobre o efeito da elevacdo da CBT sobre a qualidade quimica
do leite sdo escassos na literatura. Dessa maneira, objetivou-se com este estudo caracterizar o
efeito da CCS e CBT sobre a composi¢do quimica do leite e avaliar a influéncia que as
variaveis climaticas exercem sobre estes indicadores higiénico-sanitarios, empregando um
tempo representativo de coleta de dados, minimizando possiveis efeitos aleatorios que

levariam a erros de interpretagéo.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Mercado lacteo e a qualidade do leite

A producdo mundial de leite bovino foi de 599,6 bilhdes de litros em 2010, segundo
dados da Food and Agriculture Organization (FAO). Os Estados Unidos da América (EUA)
ocupam a primeira posi¢do no ranking dos paises produtores, com 87,4 bilhdes de litros/ano,
ou seja, 14,6% do volume produzido mundialmente. Em seguida, aparece a india com uma
producdo anual de 50,3 bilhdes de litros, seguido da China e Russia, que produziram 36,0 e
31,8 bilhdes de litros/ano, respectivamente. Atualmente o Brasil encontra-se como o quinto
maior produtor de leite do mundo, com 31,6 bilhdes de litros produzidos no ano de 2010, ou
seja, 5,3% da producdo mundial, ocupando, desta forma, uma posi¢do de destaque no setor
lacteo mundial (EMBRAPA, 2012).

A atividade da cadeia lactea brasileira, que comegou com caracteristicas extrativistas,
sofreu grandes mudangas estruturais no decorrer dos anos. Em 1991, ocorreu a
desregulamentacdo do mercado, levando ao fim do tabelamento do preco do leite, que
vigorava desde 1945, tanto em nivel de produtor quanto de consumidor (SIQUEIRA et al.,
2010; MARTINS, 2004). Além disso, a abertura econdmica promovida pelo governo
brasileiro e a formagdo do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL), intensificado pela
instauracdo do Plano Real, impactaram o setor lacteo nacional (SIQUEIRA et al., 2010;
CARVALHO et al., 2007). O Plano Real implantado em 1994 influenciou positivamente o
setor, pois proporcionou 0 aumento de renda da populacdo, elevando o consumo de lacteos e
impulsionando o incremento da produgdo nacional (SIQUEIRA et al., 2010), que segundo
dados do IBGE/Pesquisa da Pecuaria Nacional, cresceu 94,06% entre 1994 e 2010, passando
de 15,8 bilhdes para 30,7 bilhdes de litros/ano, com uma taxa média anual de crescimento de
4,10%.

Em relacdo a participacdo do leite e derivados na balanga comercial do pais, pode-se
dizer que durante muitos anos o Brasil foi considerado um tradicional importador, uma vez
que ndo era auto-suficiente na producéo de leite. Esta situagdo somente foi modificada a partir
de 2004, quando as importagdes passaram a ser substituidas pelas exportagdes, as quais se

tornaram crescente (NOGUEIRA, 2012). Assim, a balanca comercial brasileira de lacteos
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passou de um déficit de US$ 359,8 milhdes em 2000, para o primeiro superavit de US$ 11,4
milhGes em 2004 (Figura 1).

Em 2008, a balanca comercial registrou um recorde histérico para o setor, gerando
uma receita de US$ 509,2 milhdes (Figura 1). Deste modo, observa-se que o Brasil vem
deixando cada vez mais de ser apenas um importador, passando a ocupar posicdo de
exportador de produtos lacteos, porém é importante ressaltar que com a crise mundial, a
balanca comercial de lacteos do Brasil foi muito afetada, registrando um déficit de US$ de
114 milhdes em 2009, de US$ 195 milhdes em 2010, e de US$ 507 milhdes em 2011 (Figura
1).
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Figura 1 — Exportacdes, importagdes e saldo da balanga comercial brasileira de lacteos (x1000

USS$), no periodo de 1996 até 2011
Fonte: Elaborado pelo autor segundo dados do SECEX apud DEPEC (2012)

A taxa de cambio em vigor neste periodo tornou o preco do leite brasileiro em dolar
um dos mais altos do mundo, como pode ser visualizado na Figura 2.

Comparando com os Estados Unidos, Nova Zelandia e Unido Europeia (UE), no inicio
de 2001 o Brasil apresentou 0 menor preco do leite, no entanto, com as mudancgas na taxa de
cambio, nos anos de 2009, 2010 e 2011, este ficou entre os mais caros do mundo. Com isso,
as exportacOes ficaram dificultadas e o0 mercado se voltou para as importagdes, especialmente

de paises vizinhos, como a Argentina e o Uruguai (SIQUEIRA et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2 — Preco do leite (milhdes de US$) do Brasil, Nova Zelandia, Estados Unidos e paises

membros da Unido Europeia, no periodo de janeiro de 2001 até janeiro de 2010
Fonte: Cepea/USDA/Eurostat apud SIQUEIRA et al. (2010)

De acordo com as projecbes do agronegdécio brasileiro, de 2010/2011 a 2020/2021,
elaborada pela assessoria de gestdo estratégica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2012), tanto a produgdo como o consumo per capita de leite por
ano deverdo crescer a uma taxa de 1,9%, dessa forma, em 2020 a producdo do pais deve
chegar a 38,2 bilhdes de litros. Mesmo com o consumo interno em expansao, tem-se segundo
a estimativa, um excedente crescente, chegando, em 2020, a 4,5 bilhdes de litros.

Considerando o aumento da busca por leite no mercado externo, que cresce entre 3,5 e
4,0% ao ano, segundo dados da Organizacdo das NacBes Unidas (ONU), o cenario mundial
acena com boas oportunidades para o ingresso de novos parceiros neste setor do comercio
(PEREIRA, 2008). Na Asia, ha de considerar que em paises como a China e a India, o
consumo de produtos lacteos vem crescendo em patamares acima da taxa de crescimento da
producdo, além do fato de serem paises com pouca disponibilidade de terra para produgdes
agropecudrias. No periodo de 2004 a 2008, somente 0 consumo de leite fluido na india sofreu
um aumento de 23%, para um incremento na producao de 17%. Acrescido de outros produtos

derivados, o consumo dos indianos nesse setor ira demandar importages cada vez maiores
(SANTINI et al., 2009).
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Paises como a Nova Zelandia, Austrélia, Estados Unidos e paises membros da Unido
Europeia (UE), segundo Siqueira et al. (2010), representam cerca de 56% das exportagdes do
comeércio internacional de lacteos, e naturalmente assumiriam o abastecimento da China e
india em funcéo da tradiciio como exportadores, porém enfrentam limitagBes de espaco fisico
para expansdo da producéo, além do fato de trabalharem com custos mais altos e, estarem no
limite de produtividade. Nesse contexto, o Brasil tem imenso potencial para atender grande
parte desta demanda e vem demonstrando isso, haja vista o continuo crescimento das
exportacoes.

Fatores como a baixa produtividade, que poderia ser visto como uma ameaca
transforma-se em uma grande oportunidade, quando se considera que com um pouco de
investimento em selecdo e nutricdo animal, pode-se elevar a producdo consideravelmente,
sem a necessidade de inclusdo de area ou aumento do rebanho (FAEP, 2008).

Em termos de qualidade do leite, item inexoravel a um pais exportador de lacteos, do
ponto de vista legal e préatico, considera-se dois aspectos principais, um deles, é a composi¢do
centesimal, incluindo os teores de proteina, gordura, lactose, minerais, solidos totais e
desengordurados, e outro, € o aspecto higiénico-sanitario, incluindo requisitos essenciais
adotados internacionalmente, como a contagem de celulas sométicas (CCS) e a contagem
bacteriana total (CBT) (BRITO & BRITO, 2004).

A percepcdo dessa nova dindmica de inser¢do do Brasil no mercado lacteo
internacional, e evidéncias de que o leite produzido e consumido ndo atendem as exigéncias
de qualidade ditadas pelo mercado externo, resultou no desenvolvimento de novas politicas de
incentivo a producdo leiteira, envolvendo os setores cientificos e econémicos da area, em
busca de alternativas para modificar este panorama. Desta forma, como resultado das novas
politicas de desenvolvimento, iniciou-se , em 1996, a elaboracdo do Programa Nacional de
Melhoria de Qualidade do Leite (PNQL) e, em 1998, estabeleceu-se um grupo de trabalho
para analisar e propor um programa de medidas visando o aumento da competitividade e
modernizacdo do setor lacteo brasileiro (BRASIL, 1998; NERO et al., 2005). A verséo
definitiva das regulamentacdes da producao leiteira foi publicada em 18 de setembro de 2002,
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), através da Instrucdo
Normativa n°51 (IN51), e mais recentemente, em 30 de dezembro de 2011, a Instrugéo
Normativa N° 62 (IN 62), que entrou em vigor em 1° de janeiro de 2012 (BRASIL, 2002;
BRASIL, 2011).
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Como podemos observar, a regulamentacdo dos padrdes de identidade e qualidade do
leite cru refrigerado estd em processo de implantagdo gradativa desde 2002. Com a
atualizacao, através da IN 62, os indices de Contagem Bacteriana Total (CBT) e Contagem de
Células Somaticas (CCS), que podiam chegar a 750.000 céls mL™ e 750.000 UFC mL™,
respectivamente, passaram a ter como limite maximo, 600.000 céls mL™ para CCS e 600.000
UFC mL™ para CBT. A norma brasileira prevé atualizacdes destes limites nos proximos anos,
sendo que do dia 30 de junho de 2014 a 30 de junho de 2016 os limites serdo de 500.000 céls
mL™ e 500.000 UFC mL™, para CCS e CBT, respectivamente, e posteriormente, a partir de 1°
de julho de 2016 atenderd4 os padrfes internacionais de CCS, igualando-se ao limite de
400.000 céls mL™, dos paises membros da Uni&o Europeia (UE), Nova Zelandia e Australia, e
propondo limites inferiores aos designados pelo Canada e Estados Unidos da América (EUA),
que sdo de 500.000 céls mL™ e 750.000 céls mL™, respectivamente, enquanto que, para CBT,
igualara aos limites legais, de 100.000 UFC mL™, dos paises membros da Uni&o Europeia
(EV), Estados Unidos da América (EUA), Australia e Nova Zelandia e ficar4 acima do limite
proposto para o Canad4, que é de 50.000 UFC mL™ (SANTOS, 2006; PHILPOT &
NICKERSON, 2002).

A respeito da qualidade do leite, além das normas regulatérias instauradas pela
legislacdo nacional, o pagamento pela qualidade tem sido um instrumento empregado pelas
indUstrias para incentivar o produtor a investir em cuidados que resultem em melhorias na
qualidade do produto. Além do pagamento de bonificacdes pelo leite de alta qualidade, podem
ser incluidas penalizaces para o leite de baixa qualidade (ALVARES, 2005). As industrias de
queijos, em geral, pagam as bonificagdes mais altas, com forte énfase a CCS e a composicao
do leite (MADALENA, 2000).

O conhecimento da composicdo do leite e dos indicadores de qualidade higiénico-
sanitarios é essencial para a determinacdo de sua qualidade, pois define diversas propriedades
organolépticas e industriais (NORO et al., 2006). Além disso, segundo Glantz et al. (2009), a
composi¢cdo do leite determina as propriedades tecnoldgicas de processamento de seus

derivados como, queijo , manteiga, iogurte, entre outros.
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2.2 Definicdo e composic¢éo quimica do leite

Entende-se por leite natural, o produto integro, ndo adulterado, e sem colostro,
resultante da ordenha completa e ininterrupta das fémeas mamiferas, sadias e bem
alimentadas (SANTANA et al., 2001; BRASIL, 2002). Do ponto de vista biol6gico, o leite é 0
produto da secrecdo das glandulas mamarias de fémeas mamiferas, cuja fungdo natural é a
alimentacdo dos recém-nascidos (PEREDA et al., 2005). Em geral, o leite é entendido
exclusivamente como leite de vaca, e quando ha referéncias ao leite de outros animais
costuma-se usar 0 nome da espécie correspondente (SANTANA et al., 2001).

Segundo Bauman et al. (2006) o leite é definido como uma vasta gama de nutrientes,
incluindo proteinas, carboidratos, particulas de gordura, agua e ions, sintetizados e secretados
pela glandula mamaria.

A &gua é o componente mais abundante, no qual se encontram em solu¢des os demais
compostos (Tabela 1). Alguns minerais apresentam-se na forma de solugédo coloidal e outros
em solucdo verdadeira, a lactose e as proteinas do soro aparecem como solucao verdadeira, a
caseina, no estado de dispersdo coloidal e a gordura, na forma de pequenos globulos
dispersos, constituindo uma emulsdo (TRONCO, 2008). Através destes constituintes obtemos
as fracBes dos sélidos totais (ST), que englobam todos os componentes, exceto a agua, e dos
solidos ndo gordurosos (SNG), que compreendem todos os elementos do leite, menos a 4gua e

a gordura.

Tabela 1 — Proporcao dos componentes do leite (%) e suas formas fisicas

Componentes Proporgéo Estado fisico
Agua 87,50 solvente, forma livre e ligada
Gordura 3,60 emulséo
Caseina 2,70 solucéo coloidal
Proteinas do soro 0,60 solucéo verdadeira
Lactose 4,90 solucgéo verdadeira
Sais minerais 0,70 solucdo coloidal e Verdadeira

Fonte: Elaborado pelo autor segundo dados de Tronco (2008)
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Nessa mistura bastante complexa de componentes, os lipidios encontram-se em estado
de emulsdo (WALSTRA et al., 2006). Segundo Jensen (2002), cerca de 3-5% dos lipidios
ocorrem como glébulos emulsificados na fase aquosa do leite. Os globulos séo constituidos
por um nucleo composto principalmente de triglicerideos, protegido por uma membrana
lipoproteica, sendo que a maioria dos acidos graxos encontrados, saturados e insaturados,
contém de 2 a 20 atomos de carbono em suas cadeias (COSTA et al., 2009). Mais de 80% dos
glébulos de gordura sdo menores do que 1 um de didmetro, porém, apesar disso, em média
ttm em torno de 4um (BECART et al., 1990). O processo de homogeneizacdo destroi
parcialmente a membrana protetora destes globulos, aumentando a sensibilidade da gordura
aos processos de hidrolise e oxidacdo (TRONCO, 2008).

Os acidos graxos que compdem os globulos de gordura podem ter duas origens: a
sintese pelas células epiteliais mamarias ou a circulacdo sanguinea. Acidos graxos de cadeia
curta (4-8 carbonos) e média (10-16 carbonos) sdo sintetizados quase exclusivamente pela
glandula mamaéria, predominantemente, a partir do acetato produzido no rdamen. Em
contrapartida, os acidos graxos de cadeia longa (18 ou mais carbonos) sdo oriundos
exclusivamente da circulagcdo sanguinea. Essa sua composi¢do tao variada € responsavel pelo
sabor e propriedades fisicas Unicas que o leite possui. Quantitativamente, o &cido palmitico é
0 componente saturado mais abundante, enquanto o acido oleico € o componente insaturado
presente em maior proporcdo na gordura do leite (BALCAO et al., 1998; GERMAN &
DILLARD, 1998).

As proteinas representam entre 3 e 4% dos solidos encontrados no leite, e sédo
subdivididas basicamente entre proteinas do soro e caseina. A caseina é sintetizada pelas
celulas secretoras da glandula maméria e encontra-se na forma de agrupamentos com atomos
de calcio, fosforo e outros sais, denominados micelas (WALSTRA et al., 2001). Dessa
maneira, a caseina pode ser definida como uma proteina micelar precipitada por acidificacéo
do leite desnatado a pH 4,6 (temperatura de referéncia 20°C), sendo classificada como uma
fosfoproteina, devido a presencga do fosforo (OLIVEIRA & TIMM, 2007). A caseina possui
atividade anfipatica por apresentar regides hidrofobicas e hidrofilicas (DE KRUIF &
GRINBERG, 2002). Na Figura 3 observa-se uma micela em corte transversal, mostrando sua
estrutura. Assim como os glébulos de gordura, a caseina é responsavel por grande parte das
propriedades relativas a consisténcia e a cor dos produtos lacteos (FOX et al., 2000).

A caseina bovina pode ser classificada em quatro tipos de proteinas com diferentes

propriedades: os1-, 0s2-, B- € K-caseina, perfazendo respectivamente, 38%, 10%, 34% e 15% da
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caseina total. Da mesma forma, a fragdo de proteina sérica do leite de bovinos, também
contém quatro principais proteinas: [-lactoglobulina (50%), a-lactaloumina (20%),
soroalbumina (10%) e imunoglobulinas (10%), como a IgG; (principalmente), 19G,, IgA e
IgM (FOX et al., 2000).

Submicela

ML Peptidios de caseina x

Fosfato de calcio

| 50 nm |

Figura 3 - Corte transversal de uma micela de caseina, mostrando as submicelas, os
aglomerados de fosfato de célcio e os peptidios de caseina «, recobrindo a superficie da

micela
Fonte: SGARBIERI, 2005

A lactose € o Unico glicidio livre que existe em quantidades importantes no leite de
todas as espécies; e também o componente mais abundante, o mais simples e 0 mais constante
em proporcao. Sua principal origem esta na glicose do sangue, ou seja, 0 tecido mamario
isomeriza-a em galactose e liga-a a um resto de glicose para formar uma molécula de lactose.
O processo é acompanhado da condensacdo da UDP-galactose com a D-glicose para tornar-se
lactose mais UDP, em uma reacéo catalisada pela lactose-sintetase (PEREDA et al., 2005). O
principal precursor da glicose em ruminantes é o propionato, que é um &cido graxo volatil
originado pela fermentacgéo ruminal (SANTOS & FONSECA, 2007; SILVA, 1997). Ela pode
ser um fator limitante na producéo, visto que as quantidades de leite produzidas na glandula
mamaria dependem da sintese de lactose. Além disso, é considerada como o componente mais
labil diante da acdo microbiana, pois € um bom substrato para as bactérias, que a transformam
em acido lactico. (SILVA, 1997; PEREDA et al., 2005).
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Existem trés formas no estado sélido: a e B (anidras) e o-lactose mono-hidratada. E
um dos aglcares comuns mais insoluveis, assim sua solubilidade a 25°C é baixa (17,8
gramas/100 gramas de solucdo), o que pode causar problemas durante determinados
processamentos de derivados, ao qual o leite é submetido (TRONCO, 2008).

A lactose tem a mesma férmula molecular da sacarose e difere-se desta pela
configuragdo molecular, no poder edulcorante, na solubilidade e na reatividade quimica
(VALSECHI, 2001). Conforme Pereda et al. (2005), a lactose tem sabor fracamente doce,
mascarado pela presenca das caseinas do leite, possuindo, de acordo com Tronco (2008)
poder adocgante, seis vezes menor que o da sacarose.

As substancias minerais representam cerca de 0,6-0,8% do peso do leite, e em analises
bromatoldgicas sdo designadas como cinzas, representando o residuo que fica depois de
submetido ao processo de incineracdo. A grande variedade de minerais que compdem o leite
apresentam-se integrados as micelas proteicas, isolados ou interligados, dependendo da sua
capacidade de ligagdo. Deste modo os minerais distribuem-se em dois compartimentos
bioldgicos ou fases, a fase solvel ou livre e a fase coloidal ou aquela que esta ligada a micela
caseinica (PEREDA et al., 2005).

Os sais do leite se mantém em constante equilibrio, passando de uma fase a outra,
dependendo das condic¢des encontradas (WALSTRA & JENNES, 1984). Dessa maneira, a sua
concentracdo e mobilidade, podem interferir consideravelmente nas caracteristicas
nutricionais do leite, pois pode haver substituicdo de elementos minerais mais nobres, como o
calcio e potassio em detrimento de minerais de menor importancia nutricional, como o sodio e
o cloro, além de alteracfes na estabilidade da proteina. Dos minerais reconhecidamente
necessarios a nutricao, todos estdo presentes no leite. Ele apresenta-se como 6tima fonte de
calcio e fdsforo, sendo a assimilacdo do calcio extremamente favorecida pela excelente
relacdo calcio: fosforo (1:0,7) (KLAJN, 2005; TRONCO, 2008).

As enzimas do leite podem ser encontradas, quer na fase aquosa, em estado soluvel,
ligada as proteinas (em particular as caseinas), ou na fase lipidica, em especial na membrana
do glébulo de gordura (VALSECHI, 2001). Com relacdo a atividade enzimatica, foram
detectadas cerca de 60 enzimas no leite de vaca, cuja origem esta nas células do tecido
mamario, do plasma sanguineo e outras, dos leucdcitos do sangue, possuindo funcbes
cataliticas como, por exemplo, lipases, proteases e fosfatases alcalinas que hidrolisam
triglicerideos, proteinas e ésteres de fosfato, respectivamente. Outras enzimas do leite incluem

a fosfatase acida, xantina-oxidase, peroxidase (lactoperoxidase), amilase, [-galactosidase
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(lactase), entre outras (PRATA, 2001; PEREDA et al., 2005; VACLAVIK & CHRISTIAN,
2007).

Existem varios fatores que afetam a producdo e a composicao do leite, alguns ligados
ao individuo, como espécie, raca, estagio de lactacdo, nimero de lactacGes, idade; fatores
ambientais, como temperatura, umidade, radiacdo solar; fatores fisiolégicos e patologicos,
como porgéo da ordenha, presenca de mastite; fatores nutricionais e relacionados ao manejo,
como intervalo entre ordenhas, persisténcia de lactacdo, relacdo volumoso:concentrado da
dieta, entre outros (MILANI, 2011). Dentre estes, merece atencdo especial o efeito da mastite
e de indicadores higiénico-sanitarios (CCS e CBT) nos constituintes do leite, pois é de grande
importancia para todos os segmentos do setor lacteo.

2.3 Efeito da mastite e de indicadores higiénico-sanitéarios (CCS e CBT) nos constituintes
do leite

2.3.1 ConsideracOes gerais sobre a mastite e contagem de células somaticas (CCS)

Conceitualmente, a mastite € uma reacdo inflamatoria da glandula mamaria as
agressdes de origem infecciosa, quimicas, térmicas ou mecanicas (SANTOS & FONSECA,
2007), porém segundo Vianni & Lazaro (2003) as bactérias sdo os principais microrganismos
etiologicos desta enfermidade. Mais de 80 diferentes espécies ja foram identificadas, sendo
gue as mais frequentemente isoladas sdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Escherichia coli, Corynebacterium sp.,
Prototheca sp. (HARMON, 1994).

Os patégenos envolvidos na mastite possuem muitos fatores de viruléncia que
facilitam a colonizacéo e infec¢do da glandula mamaria, como: fatores de aderéncia as células
epiteliais, producdo de capsulas que dificultam a captura e destruicdo pelos neutrdfilos;
producéo de endotoxinas e exotoxinas que destroem ou inativam os leucécitos; ou capacidade
de se manter no interior das células para escapar a resposta imune (CARNEIRO et al., 2009).

Para prevenir o estabelecimento da doenca, o hospedeiro deve responder

apropriadamente ao impacto dos diferentes fatores de viruléncia (SORDILLO &
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STREICHER, 2002), mediante a elaboracdo de respostas imunolégicas. A imunidade na
glandula mamaria pode ser classificada em duas categorias: resposta imune inata
(inespecifica) e resposta imune adquirida (especifica). A barreira fisica (esfincter e camada de
queratina dos tetos), a populacdo de macrofagos, neutrdfilos e células natural killer
constituem a imunidade inata, que € predominante no primeiro estagio da doenca, enquanto
que a populacdo de linfdcitos (T e B) é responsavel pela imunidade especifica, mediada por
anticorpos (SORDILLO, 2005).

Em decorréncia do agente etioldgico, fonte de infeccdo e via de transmissdo, a mastite
é classificada como contagiosa e ambiental e, quanto a forma de manifestacdo da doenca é
dividida em clinica e subclinica (SANTOS & FONSECA, 2007).

A mastite ambiental caracteriza-se pelo fato do reservatorio do patdgeno estar
localizado no ambiente (MARGATHO et al., 1998). Os agentes ambientais sdo oportunistas e
sua transmissdo ocorre por contato direto da glandula maméria com as bactérias,
principalmente, no periodo de ordenha ou entre as mesmas, quando as vacas se deitam nos
ambientes contaminados (FONSECA & SANTOS, 2000; SILVA, 2003; SHARIF &
MUHAMMAD, 2009). Os principais microrganismos de origem ambiental sdo as bactérias
gram-negativas, como: Escherichia coli, Klebsiella sp., Enterobacter sp., Pseudomonas sp. e
Proteus sp. (MARGATHO et al., 1998). Dentre outros microrganismos de origem ambiental
que tem cada vez mais registros como causadores de mastite, destacam-se algas como a
Prototheca sp. e leveduras como a Candida sp. (JANOSI et al., 2001; COSTA et al., 2008).

A mastite ambiental apresenta alta incidéncia de casos clinicos, geralmente agudos
podendo ocorrer antes, mas principalmente ap6s o parto (SILVA, 2003). A mastite clinica
caracteriza-se por alteracbes macroscopicas no leite e/ou no ubere (CHAFER, 2006), sendo
diagnosticada a partir de um exame criterioso da glandula mamaria e da observacdo de
alteracBes macroscépicas nos primeiros jatos de leite, utilizando-se a caneca de fundo preto
ou prova de Tamis (LANGONI, 2007).

A mastite contagiosa é definida pela forma de transmissdo, de animal para animal, ou
seja, 0 reservatério é o préprio animal e sua localizacdo € intramamaria. As bactérias
contagiosas sdo transmitidas de uma vaca a outra no momento da retirada do leite, pelas méos
do ordenhador ou teteiras contaminadas, durante a ordenha mecénica (SHARIF &
MUHAMMAD, 2009; SILVA, 2003). Os patogenos predominantes na ocorréncia de mastite

contagiosa sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, seguidos pelo
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Corynebacteurim bovis, Streptococcus dysgalactiae e Mycoplasma sp. (MARGATHO et al.,
1998).

A mastite contagiosa apresenta baixa incidéncia de casos clinicos e alta incidéncia de
casos subclinicos, geralmente de longa duracdo ou cronicos e apresentando alta contagem de
CCS (FONSECA & SANTOS, 2000). A mastite subclinica ndo apresenta sintomatologia
evidente, caracterizando-se pela diminuigdo da producéo leiteira, sem que sejam observados
sinais visiveis de processo inflamatorio na glandula mamaria ou no leite (COSTA, 2006),
sendo assim, exige o emprego de outros métodos para realizar o diagnostico desta
enfermidade, como o California Mastitis Test (CMT) e a contagem de células somaticas
(CCS).

O termo células somaticas abrange diferentes elementos celulares, normalmente
presentes no leite, compreendendo leucaocitos, sobretudo neutréfilos, e células de descamacéo
do epitélio secretor da glandula mamaria (PHILPOT & NICKERSON, 2002). A distribuicao
das células em uma glandula sadia é de 60% de macrofagos, 25% de linfécitos e 15% de
neutrofilos (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Quando ocorre uma infeccdo no Ubere por
patdgenos a contagem de células somaticas aumenta, principalmente pela grande quantidade
de células de defesa, como macrofagos, linfocitos e leucdcitos polimorfonucleares, que
migram do sangue para o Ubere para combater 0s invasores e, nessa situagdo, elas passam a
representar a maioria das células somaticas do leite (GIGANTE, 2008).

Na glandula mamaria de animais considerados sadios, a CCS é geralmente menor que
200.000 céls mL™ (PHILPOT & NICKERSON, 2002). Esta contagem aumenta rapidamente
com a presenca de bactérias dentro da glandula mamaria, podendo chegar a 1.000.000 céls
mL™ em poucas horas (PAAPE et al., 1981). Segundo Sordillo et al., (1997) é a duracdo do
processo inflamatdrio que gera grande impacto sobre a quantidade e qualidade do leite.

A CCS é um fenébmeno dinamico, sujeito a variac@es significativas, devido a uma
diversidade de fatores, como: idade, estdgio de lactacdo, ordem de parto, sazonalidade,
estresse, variacao diurna e, principalmente a infec¢do bacteriana do quarto mamario.

Entre os fatores responsaveis por alteracBes nos niveis de CCS, os ambientais e
climaticos tém sido alvo de estudo por diversos pesquisadores (EL-TAHAWY & EL-FAR,
2010; ROMA JUNIOR et al., 2009; NORO et al., 2006; PHILPOT & NICKERSON, 2002),
pois frequentemente os niveis de incidéncia de mastite apresentam um padréo sazonal.

Roma Janior et al. (2009) e Philpot & Nickerson (2002), verificaram 0s maiores

valores de CCS nos periodos mais quentes do ano, corroborando com a correlacao positiva e 0
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nivel de significancia entre o escore linear de células somaticas (ECS) e temperatura ambiente
reportados por Bueno et al. (2005) (r= 0,80; P<0,01), que podem ser explicados pelo fato de
que animais sob condicdes adversas, como altas temperaturas, apresentam menor capacidade
de respostas a doencgas, ficando mais susceptiveis a invasdo do Ubere por microrganismos, e
pela menor producdo de leite e consequente concentracdo das celulas somaticas. Em relagéo a
concentracdo das células somaticas por mililitros de leite, isto ocorre em consequéncia da
diminuicdo do volume produzido, que segundo Noro et al. (2006), na regido sul do pais, pode
ser atribuida as temperaturas mais elevadas nos meses de dezembro a abril, quando ha
disponibilidade de forrageiras de menor qualidade, como gramineas tropicais dos géneros
Cynodon, Sorghum e Pennisetum, e pela menor capacidade de ingestédo de alimentos por parte
dos animais.

Bueno et al. (2005) ndo observaram correlacéo significativa entre o escore de células
somaticas (ECS) e a umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica. Constatacdo
semelhante foi feita por Vasconcelos et al. (1997), o que pode ser explicado pelo fato da
umidade relativa do ar e a precipitacdo pluviométrica, geralmente, estarem relacionadas com
maior pressdo de infeccdo por microrganismos ambientais, 0s quais estdo diretamente ligados
com casos de mastite clinica, e, como, normalmente, o leite de vacas com mastite clinica é
descartado, ndo influenciariam a CCS no tanque de expansdo (BUENO et al., 2005).

Outro fator que afeta significativamente a CCS do leite, é o tipo de patdgeno
responsavel pela infeccdo da glandula mamaria. As bactérias responsaveis pela mastite podem
ser classificadas como patégenos primarios e secundarios. Os patdégenos primarios mais
comuns incluem o S. aureus, S. agalactie, coliformes, estreptococos e enterococos de origem
ambiental, enquanto que Staphylococcus spp. coagulase negativo e Corinebacterium bovis sdo
considerados patégenos secundarios (HARMON, 1994). Ndo é comum a mastite contribuir
para a contagem bacteriana total (CBT) no leite, mas vacas acometidas por mastite podem,
ocasionalmente, liberar grandes quantidades de microrganismos e, geralmente, isso esta
associado a infecgdes subclinicas causadas por estreptococos, principalmente, o S. agalactiae.

Em estudo para determinar o efeito dos patdgenos causadores de mastite em vacas
leiteiras sobre a CCS do leite, Souza et al. (2009) encontraram que os classificados como
primérios apresentavam a CCS acima de 500.000 céls mL™ em no minimo 50% das amostras,
enquanto em relacdo ao S. agalactiae a média de CCS foi de 1.520.000 céls mL™; e entre
aqueles classificados como secundarios apresentavam valores de CCS menores ou iguais a
166.000 e 205.000 céls mL™ em mais de 50% das amostras.
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Por inumeros fatores que afetam a CCS no leite, existe a necessidade de se atentar na
interpretacdo dos resultados desta varidvel como indicadora de mastite, pois esta enfermidade
determina mudancas tanto na producéo (volume) quanto nos principais componentes do leite
(proteina, gordura, lactose e minerais) (SOMMERHAUSER et al., 2003; OLDE RIEKERINK
et al., 2007). Os principais mecanismos pelos quais ocorre alteracdo nos niveis dos
componentes do leite sdo as lesbes as células epiteliais produtoras de leite, que pode resultar
em decréscimo de producéo e alteracdo da concentracdo de lactose, proteina e gordura; e 0
aumento da permeabilidade das células epiteliais, que determina a elevacdo da passagem de
substancias do sangue para o leite, tais como sodio, cloro, imunoglobulinas e outras proteinas
séricas (STEFFERT, 1993; SOMMERHAUSER et al., 2003).

Evidentemente, as alteracdes qualitativas e quantitativas da producdo irdo depender da
severidade da infeccdo e do estagio da doenca, entretanto ha uma relagéo direta entre CCS e
diminuicdo do volume de leite produzido e alteracGes na concentragdo de seus constituintes
(SCHALLIBAUM, 2001).

A maior perda associada a alta CCS é a reducédo da producéo de leite, onde contagens
acima de 1.000.000 céls mL™ podem causar 18% a menos de producdo (SHARIF &
MUHAMMAD, 2008). Um estudo com 504 rebanhos da regido de Michigan (EUA) mostra
uma perda média de 1,17 kg de leite/dia/vaca em rebanhos com médias de CCS maiores que
100.000 céls mL™* (BARTLETT et al., 1990). Barkema et al. (1998) também encontraram
reducdo da producdo de leite de 8.589 kg para 8.072 kg quando a CCS aumenta de 114.000
céls mL™ para 310.000 céls mL™. Os mesmos autores encontraram ainda um aumento de 272
kg de leite quando ocorria um decréscimo para valores de 100.000 céls mL™ na CCS. Reksen
et al. (2007) também encontraram correlacéo negativa entre CCS e producéo de leite.

Além da reducdo do volume produzido com a elevacdo da CCS, diversos estudos
realizados no decorrer dos anos evidenciaram também, alteracdes na composicao do leite em
relacdo as mudancas da CCS, como, no conteido de gordura, lactose, minerais, bem como na
qualidade da proteina (CARVALHO et al., 2002; RAJCEVIC et al., 2003; BUENO et al.,
2005; NORO et al., 2006; BERGLUND et al., 2007; NAJAFI et al., 2009; EL-TAHAWY &
EL-FAR, 2010).

Nesse contexto, a contagem de celulas somaticas no tanque (CCST) tem sido
considerada internacionalmente como medida padrdo para determinar a qualidade do leite,
pois além de indicar, em nivel de produtor, a salde da glandula mamaria, qualidade da

matéria-prima e perda de produgdo, em nivel industrial, esse parametro se torna importante,
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porque elevacGes em suas contagens estdo associadas a quedas no rendimento, alteragdes
organolépticas, reducdo na vida de prateleira e comprometimento da seguranca alimentar de
derivados lacteos (BUENO et al., 2005; SANTOS & FONSECA, 2007; SANTOS, 2012).

2.3.2 Efeito da mastite e contagem de células somaticas (CCS) sobre os constituintes do leite

e derivados lacteos

Além da reducdo na producdo (volume), elevadas CCS acarretam em mudangas nos
principais constituintes do leite. Existe uma correlacdo negativa significativa entre a CCS e o
conteddo de matéria seca, podendo resultar em uma reducéo de até 10% (BRITO & BRITO,
2012). Segundo dados do National Mastitis Council (NMC, 1996), a concentracdo das
proteinas totais permanece relativamente estavel, mas o teor de caseina decresce, enquanto 0s
de albumina e imunoglobulina aumentam e, além disso, ocorre uma elevacdo de cloretos e
sodio em leites com altas CCS (Tabela 2).

Entretanto, elevadas CCS tém efeitos conflitantes sobre a concentracdo total de
proteina do leite (SANTOS & FONSECA, 2007). Diversos autores relataram aumento dos
teores de proteina com a elevacéo dos valores de CCS (CARVALHO et al., 2002; RAJCEVIC
et al., 2003; NORO et al., 2006; NAJAFI et al., 2009). Entretanto este aumento, ndo deve ser
considerado favoravel a qualidade do leite, pois pode ser decorrente ndo s6 da proteina
celular, mas também da alteracdo da permeabilidade dos capilares sanguineos que permitem
influxo de proteinas séricas (albumina sérica e imunoglobulinas) para o interior da glandula
mamaria, a fim de combater a infec¢do (BRITO & BRITO, 2012; PEREIRA et al., 1999). Por
outro lado, ao mesmo tempo, ocorre expressiva reducdo da caseina, o que segundo HARMON
(1994), poderia resultar em apenas 1% de reducdo no teor total de proteina em leites com
elevadas CCS em relagdo ao teor encontrado no leite de vacas sem mastite.

Nesse contexto, no ponto de vista pratico, vale ressaltar que durante o processamento
industrial de produtos lacteos de base protéica, como o queijo e o iogurte, as proteinas do
soro, resultante do influxo de proteinas séricas para o interior da glandula mamaria, sdo
perdidas, enquanto a concentracdo de caseina, a qual realmente interessa ao processo, é

diminuida pela sua degradacdo por proteases bacterianas e leucocitarias e pela diminuicdo de
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sua sintese devido a inflamacdo da glandula maméaria (mastite) (MA et al., 2000; RECIO et
al., 2000; MATIOLLI, 2005).

Tabela 2. Alteracdes na composicdo do leite associadas a elevacdo da contagem de células
somaticas (CCS): quantidades médias (g/100g) encontradas no leite normal e no leite com
altas CCS

Constituintes Leite normal Leite com elevadas CCS
Sélidos ndo gordurosos 8,90 8,80
Sélidos totais 12,40 12,00
Gordura 3,50 3,20
Lactose 4,90 4,40
Proteina total 3,61 3,56
Caseina total 2,80 2,30
Proteinas do soro do leite 0,80 1,30
Soro-albumina 0,02 0,07
Lactoferrina 0,02 0,10
Imunoglobulinas 0,10 0,60
Saédio 0,06 0,11
Cloreto 0,09 0,15
Potéssio 0,17 0,16
Célcio 0,12 0,04

Fonte: Adaptado de National Mastitis Council (1996).

No leite com elevada CCS, ocorre um aumento da atividade enzimatica, promovendo
maior ativacdo do plasminogénio em plasmina, a qual promove protedlise, principalmente na
caseina e, mais especificamente, na B-caseina e agsp-caseina, alterando a composigéo protéica
do leite e diminuindo o rendimento na fabricacdo do queijo, alem de resultar no acimulo de
pequenos peptideos, os quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor amargo e
adstringente (MA et al., 2000; RECIO et al., 2000; MATIOLI, 2005). Além da plasmina,
outras enzimas originadas das células somaticas e dos leucdcitos contribuem para a atividade

proteolitica no leite.
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Considine et al. (2002) estudaram a catepsina-G que é uma das principais proteases
liberadas pelos polimorfonucleares. Os autores demonstraram a capacidade da enzima em
hidrolisar as os;- caseina e B-caseinas com producao de peptideos similares aos liberados pela
plasmina, concluindo que a catepsina-G pode contribuir de maneira significativa para a
proteolise que ocorre no leite com elevada CCS.

Desta forma, sistemas de pagamento baseados em porcentagem de proteina total, sem
considerar a CCS, apresentam limitacGes, uma vez que o rendimento industrial do leite esta
associado principalmente a fracdo de caseina (MA et al., 2000; SANTOS & FONSECA,
2011). Por outro lado, alguns estudos ndo mostraram reducgdo significativa nos teores de
caseina com o incremento da CCS (NUDDA et al., 2003; ALBENZIO et al., 2004 e PIRISI et
al., 2012), enquanto Bianchi et al. (2004) observaram aumento desta fracdo proteica com a
elevacdo da CCS.

Em virtude da acdo de lipases leucocitérias e lipoproteicas, a concentracdo de gordura
no leite com elevada CCS tende a diminuir (HARMON, 1994; AULDIST et al., 1995; BRITO
& DIAS, 1998), como evidenciado na Tabela 2. Resultados semelhantes foram reportados por
Najafi et al. (2009) e El-Tahawy & El-Far (2010), os quais se refletem nos coeficientes de
correlacdo e nos niveis de significancia obtidos por estes autores, que foram de (r=-0,27;
P<0,05) e (r=-0,13; P<0,01), respectivamente. Por outro lado, Pereira et al. (1999), Machado
et al. (2000), Marques et al. (2002), Picinin (2003), e Noro et al. (2006) encontraram aumento
nas concentracdes de gordura com a elevacdo dos valores de CCS, corroborando com 0s
resultados reportados por Bueno et al. (2005), Pereira et al. (1999), Paura et al. (2002) e
Raj¢evi¢ et al. (2003), aos quais obtiveram, os respectivos coeficientes de correlacéo e niveis
de significancia, entre o escore de células somaticas (ECS) e a gordura, de (r=0,04; P<0,05),
(r=0,06; P<0,05), (r=0,06; P<0,01) e (r=0,13; P<0,01). Entretanto, este aumento também nao
deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois, segundo Machado et al. (2000) a
provavel reducdo na producdo de leite devido a infeccdo da glandula mamaria é mais
acentuada que a reducdo na sintese de gordura, ocorrendo concentracdo desse constituinte.

Além de alteracbes na concentracdo da gordura, elevada CCS pode estar relacionada
com a composicdo da gordura do leite, através da acdo das lipases de origem de células
somaticas, que hidrolisam os triglicerideos, com o rompimento da membrana dos globulos de
gordura, expondo estes a acdo de outras lipases, originando acidos graxos livres (AGL), que
guando presentes acima de limites de tolerancia contribuem para o efeito negativo sobre o
sabor conhecido como rancidez ou rancidez hidrolitica (COLLINS et al., 2003; KOCA et al.,
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2007; HANUS et al., 2008). Nesse contexto, segundo Santos et al.(2003a) e Santos et al.
(2003b) a elevada CCS pode resultar em diminuicdo da vida de prateleira do leite
pasteurizado, afetando negativamente a sua qualidade sensorial.

Segundo Santos et al. (2003a), para o leite com baixa CCS (20.250 céls mL™) aos 61
dias de armazenamento, a média de concentracdo de AGL para as temperaturas de 6°C foi de
0,196 meq kg, o que representou aumento de 70,0% em relacéo ao dia 1 (0,132 meq kg™).
De forma semelhante, o leite do tratamento de alta CCS (741.250 céls mL™) apresentou, apds
61 dias de armazenamento, média de concentracdo de AGL de 0,355 meq kg™ para as
temperaturas de 6,0°C, o que representa aumento de 176,89% em relacdo ao dia 1 (0,1284
meq kg*). Dessa forma, a taxa de lip6lise do leite com alta CCS foi maior que a observada no
tratamento com baixa CCS, sendo que esse nivel elevado de AGL pode estar associado ao
desenvolvimento de rancidez (MA et al., 2000).

O efeito da CCS sobre a ocorréncia de alteracGes organolépticas no leite foi estudado
por meio da técnica de degustacdo em painel realizada por Ma et al., (2000). Estes autores
relataram que o leite pasteurizado com alta CCS (849.000 céls mL™) apresentou, aos 21 dias
de armazenamento, maior ocorréncia de rancidez e de sabor amargo quando comparado com
leite pasteurizado com baixa CCS (45.000 céls mL™). Esses defeitos foram relacionados com
maior taxa de lipolise e protedlise do leite com alta CCS, respectivamente. Entretanto, em um
estudo mais recente, Santos et al. (2007) ao adicionarem células somaéticas ao leite de baixa
CCS, verificaram que ndo elevou a taxa de lipolise durante o armazenamento refrigerado do
leite pasteurizado, sugerindo-se que a degradacdo da gordura do leite pasteurizado refrigerado
ndo ocorre pela acao de enzimas associadas as células somaticas.

Segundo dados do National Mastitis Council (NMC, 1996) a concentragédo de lactose
tende a diminuir com a elevacdo da CCS (Tabela 2). Corroborando com estes resultados,
Harmon (1994) encontrou reducdo da concentracdo de lactose no leite com alta CCS,
equivalente a 10% do valor normal. Brito & Dias (1998) mencionaram que a intensidade da
reducdo varia de 5 a 20%. Da mesma forma Bueno et al. (2005) encontraram reducdo de
5,22% nos teores de lactose em leites com CCS de 200.000 céls mL™ para valores acima de
1.000.000 céls mL™. Rajcevi¢ et al. (2003), constataram que CCS a partir de 100.000 céls mL’
! ocasiona reducéo significativa no teor de lactose, de 0,07 pontos percentuais, quando estes
valores alcancam 250.000 céls mL™, chegando a 0,30 pontos percentuais até a Gltima classe
de CCS (>1000.000 céls mL™), enquanto que Bueno et al. (2005) encontraram diferenca de

0,06 pontos percentuais do limite minimo de CCS (200.000 céls mL™) para valores entre
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201.000 e 400.000 céls mL™ e 0,16 pontos percentuais até valores superiores a 1.000.000 céls
mL™. Isto evidencia que a reducdo da CCS, mesmo dentro de limites considerados
fisiologicos (200.000 céls mL™) por Philpot & Nickerson (2002), provavelmente seja capaz
de mitigar o efeito desta variavel sobre a lactose, concordando com Lopes Junior (2010), que
afirma que a concentracdo de lactose no leite com CCS acima de 100.000 céls mL™ sofre uma
reducdo continua.

Da mesma maneira, a diminuicao dos teores de lactose a medida que se eleva a CCS
estd corroborando com os valores de correlagdes negativas e 0s seus respectivos niveis de
significancia entre os teores de lactose e o escore linear de células somaticas (ECS)
encontrados na literatura: Paura et al. (2002) (r=-0,398; P<0,01); Silva et al. (2000) (r=-0,340;
P<0,001); Bueno et al. (2005) (r=-0,420; P<0,001); Rajcevic et al. (2003) (r=-0,423; P<0,001)
e El-Tahawi & El-Far (2010) (r=-0,344; P<0,01).

A reducdo no teor de lactose do leite @ medida que se elevou os valores de CCS pode
ser resultante de distdrbios da glandula maméria, ocorrendo menor biossintese desse
constituinte, ou pelo aumento da permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue,
ocasionando perda de lactose para corrente sanguinea, ou ainda por acdo direta de patdgenos
mamarios que utilizam como principal substrato, este carboidrato (MEPHAN, 1993;
HARMON, 1994; AULDIST et al., 1995).

O teor de minerais do leite tende a aumentar a medida que se eleva os valores de CCS,
pois segundo Shamay et al. (2003), embora o potassio e o calcio diminuam em leite com altas
CCS, o teor total de minerais eleva-se, em consequéncia do aumento no teor de sodio e cloro
através do epitélio lesado, uma vez que as concentracdes de sddio e cloro no sangue sao
normalmente maiores que as do leite, concordando com os resultados reportados pelo
National Mastitis Council (NMC, 1996) (Tabela 2). Em relacdo a diminuicdo das
concentracdes de calcio no leite com a elevacdo da CCS, isto estaria associado, a
concomitante reducdo na sintese de caseina, considerando que a maioria do célcio do leite
estaria incorporado as micelas caseinicas (SANTOS, 2012). Contudo, este aumento na
concentracdo de minerais ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois,
haveria substituicdo de elementos minerais mais nobres (Ca, K) em detrimento de minerais de
menor importancia nutricional (Na, CI), alem de proporcionar um desequilibrio salino do
leite, 0 que poderia contribuir para a diminuicdo da estabilidade das proteinas.

Segundo resultados do National Mastitis Council (1996), os soélidos totais (ST)
diminuem com a elevacdo da CCS, a uma taxa de 3,22% (Tabela 2). Brito & Dias (1998)
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afirmaram que a presenga de mastite acarreta redugdo na concentragdo de sdlidos totais em
intensidade variavel, entre 3 e 12%. Bueno et al. (2005) encontraram uma reducéo de 3,25%,
de resultados de CCS menores que 200.000 céls mL™ para valores superiores a 1.000.000 céls
mL™?, enquanto El-Tahawy & El-Far (2010) de 8,02% & medida que os resultados de CCS
elevavam-se do primeiro intervalo (1.000 céls mL™ & 99.000 céls mL™) para valores maiores
que 400.000 céls mL™. A diminuicdo do teor de sélidos totais reportados por estes autores
estdo refletidas nos coeficientes de correlacdo negativos e no nivel de significancias entre o
escore linear de células somaticas (ECS) e soélidos totais (ST), de (r=-0,433; p<0,01) e
(r=0,16; p<0,0001) para El-Tahawy & El-Far (2010) e Bueno et al. (2005), respectivamente.
Por outro lado, Machado et al. (2000) e Silva et al. (2000) ndo verificaram diferenca
significativa na concentracao de solidos totais a medida que ocorria elevacdo da CCS.

Segundo o National Mastitis Council (1996) os valores de solidos ndo gordurosos
(SNG) tendem a diminuir com a elevacdo da CCS (Tabela 2), corroborando com El-Tahawy
& El-Far (2010), que observaram uma diminuic&o significativa (P<0,05) nos teores de SNG a
partir de CCS de 200.000 céls mL™, com uma reducéo de 0,65 pontos percentuais até valores
superiores a 1000.000 céls mL™.

Como o teor de ST é resultado do somatdrio dos teores de gordura, proteina, lactose e
minerais e 0 teor de SNG, do somatdrio destas varidveis exceto a gordura, as variagoes dos ST
e SNG tem relagdo direta com o0s seus constituintes. Dessa maneira, as contradi¢des
reportadas anteriormente, sobre o efeito de elevadas CCS sobre as varidveis proteina e
gordura, estdo sendo refletidas nas alteragdes que a CCS exerce sobre os ST, enquanto que,
como o teor de lactose teve correlacdo negativa com o escore linear de células somaticas
(ECS) em todos os estudos reportados anteriormente, podemos inferir que o comportamento
dos SNG frente a elevacdo da CCS ¢ resultado da prevaléncia da diminuicéo da lactose sobre
0 comportamento da proteina, ou seja, de diminuicdo, havendo poucas contradicdes
encontradas na literatura em relacéo a esta variavel.

Todas as alteracbes que a inflamagcdo da glandula maméria e o consequente
incremento nos niveis de CCS causam nos componentes do leite terminam por afetar os
produtos lacteos. Na industria, mesmo quando se mistura o leite de varias origens em grandes
tanques de armazenamento, para 0 processamento, o leite final podera apresentar uma
composigdo que ndo é inteiramente satisfatoria para a manufatura de determinados produtos,
causando sérios danos a industria de derivados lacteos, como: a coagulacdo e floculacdo

ocorrida durante o processamento térmico do leite pasteurizado e do leite em p06, devido a sua
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menor estabilidade calérica (LE ROUX et al., 2003); mudancas significativas na viscosidade
e sabor do iogurte (FERNANDES et al., 2007), geleificacdo e coagulacdo das proteinas do
leite UHT durante a estocagem, devido a atividade residual de proteases bacterianas
resistentes ao tratamento térmico (DATTA & DEETH, 2003); alteracbes na fabricacdo de
queijos, como a reducdo no rendimento industrial, que pode variar de 4 a 11% (OLIVEIRA et
al., 2012; SANTQOS, 2012), aumento no conteido de agua no codgulo (MITCHELL et al.,
1986), alteracOes negativas nas propriedades sensoriais (MUNRO et al., 1984; AULDIST et
al., 1996), aumento do tempo para formacdo do coagulo (KLEI et al., 1998; ROGERS &
MITCHELL, 1994), baixa taxa de enrijecimento do codgulo e defeitos de textura (KLEI et al.,
1998; POLITIS & NG-KWAI-HANG, 1988) e elevada perda de so6lidos no soro do queijo
(BARBANO et al., 1991).

2.3.3 Efeito da mastite e contagem bacteriana total (CBT) sobre os constituintes do leite e

derivados lacteos

Caracteristicas como elevada disponibilidade de nutrientes, alta atividade de agua e pH
préximo a neutralidade tornam o leite um 6timo meio de cultura para muitos microrganismos
(LANGE & BRITO, 2003).

O leite cru pode ser contaminado a partir de grande variedade de microrganismos
proveniente das mais diversas fontes. Entre os diversos microrganismos patogénicos e/ou
deteriorantes que podem ser encontrados, destacam-se as bactérias &cido lacticas
(Lactococcus, Lactobacillus spp., Leuconostoc, Enterococcus ou Streptococcus spp.),
Pseudomonas spp., bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae (Micrococcus e
Staphylococcus spp.) e leveduras. Outros grupos microbianos presentes no leite cru incluem
Bacillus, Clostridium, Listeria spp. e enterobactérias (TEBALDI et al., 2008). Nero et al.
(2005) relataram uma alta frequéncia de amostras de leite in natura com elevados niveis de
contaminacdo por aerébios mesofilos, que por sua vez, sdo 0s principais microrganismos
responsaveis pelo catabolismo da lactose, levando a producdo de &cido latico, o qual em
quantidades elevadas pode desestabilizar a caseina (FONSECA, 2005; FONSECA &
SANTOS, 2000). O armazenamento do leite cru sob refrigeracdo possibilita a reducdo das

perdas dessa matéria-prima pela atividade acidificante de bactérias mesofilicas, entretanto,
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quando realizado por periodos prolongados, pode resultar em queda de qualidade dos
produtos lacteos, devido ao crescimento e a atividade enzimética de bactérias psicotroficas
(COUSIN, 1982; VIDAL-MARTINS et al., 2005). As alteracdes causadas por estas bactérias
sdo responsaveis por limitacbes na utilizacdo da matéria-prima e comprometem as
propriedades organolépticas e a vida de prateleira dos produtos lacteos (BUENO et al., 2008).

Desde inicio dos anos 1990, pesquisadores, produtores de leite, veterinarios e a
industria do setor lacteo, ficaram interessados na CBT como uma ferramenta auxiliar tanto
para determinar qualidade do leite como para solucionar problemas de mastite nos rebanhos
leiteiros (JAYARADO et al., 2004).

Nos ultimos anos, foram realizados muitos estudos com o intuito de avaliar a
qualidade microbiolégica do leite cru refrigerado. Considerando o limite que entrard em vigor
a partir do dia 1° de julho de 2016 (100.000 UFC mL™), Martins et al. (2008), Bueno et al.
(2004) e Fonseca et al. (2004) observaram frequéncias de 23,34%, 43,53% e 33,4%, em
conformidade com a norma brasileira, respectivamente. No entanto, estes mesmos autores
encontraram frequéncias consideraveis de amostras com CBT acima de 1.000.000 UFC mL™,
sendo que Bueno et al. (2004) reportaram 22,47%, Fonseca et al. (2004), 24,6% e Martins et
al. (2008), 30,0%.

Os valores médios de CBT encontrados por Aaku et al. (2004) em Botswanana
(5.500.000 céls mL™), por Torkar & Teger (2008) na Eslovénia (32.000 UFC mL™), e ainda
valores reportados no territdrio nacional, como os relatados por Arcuri et al. (2006) em Minas
Gerais e Rio de Janeiro (492.142 UFC mL™), Citadin et al. (2009) no Parana (513.075 céls
mL™), por Luz et al. (2011) em Mato Grosso do Sul (490.000 UFC mL™) e Borges et al.
(2009) no Rio Grande do Sul (1.070.000 UFC mL™), evidenciam a existéncia de falhas
generalizadas nos procedimentos de ordenha e refrigeracdo do leite na propriedade
(SORIANO et al. 2001), que pode estar relacionada com a higiene pessoal e treinamento do
ordenhador (ANDRADE, 1997; DIAS FILHO, 1997), ou com a agua, por sua intensa
utilizacdo nas atividades de ordenha, podendo assim constituir também em expressiva fonte
de bactérias contaminantes do leite (FONSECA et al., 1999). Segundo Winch & Thaler Neto
(2009), a preparacdo do ubere antes da ordenha afeta os resultados da CBT. Estes autores
observaram melhores resultados para os produtores que afirmavam fazer pré-imersao das tetas
em desinfetantes (P<0,01), técnica que, de acordo com Hemlling (2002) e Santos & Fonseca
(2007), auxilia consideravelmente no controle da contaminacdo do leite. A mastite também

influencia na elevacdo da contagem bacteriana total, principalmente quando causada por
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Streptococcus agalactiae ou em casos clinicos provocados por Escherichia coli ou
Streptococcus uberis (FONSECA & SANTQS, 2000).

A determinacdo da contagem bacteriana total do leite (CBT) é importante para
avaliacdo da higiene de ordenha, da salde dos animais e das condicGes de estocagem e
transporte do leite cru, sendo uma importante ferramenta no controle da qualidade do mesmo
e, consequentemente, permite inferir os provaveis efeitos adversos sobre o rendimento
industrial e inocuidade do leite (FONSECA & SANTOS, 2000).

O incremento da CBT pode ser resultante da mastite e, este alto efetivo microbiano em
conjunto com as possiveis alteracbes que estes microrganismos podem causar na glandula
mamaria, pode afetar significativamente a composi¢éo centesimal do leite.

Vale ressaltar que sdo escassos resultados reportados na literatura que caracterizem o
efeito da CBT sobre os teores de gordura, proteina, lactose, minerais, sélidos totais (ST),
solidos ndo gordurosos (SNG) e a contagem de células somaticas (CCS) do leite. No entanto,
conforme a elevacdo da contaminacdo bacteriana existe a possibilidade de ocorrer elevagéo
dos teores de gordura. Entretanto, este aumento na gordura ndo deve ser considerado
favoravel a qualidade do leite, pois uma vaca com infeccdo da glandula mamaria pode
contribuir de forma significativa para elevagdo da CBT do leite, e assim, o incremento nos
valores de gordura, possivelmente pode estar relacionado a reducdo na producdo de leite, que
€ mais acentuada que a reducdo na sintese de gordura, ocorrendo concentracdo deste
constituinte (MACHADO et al., 2000).

Bueno et al. (2008) observaram diminui¢cdo na concentracdo de gordura com a
elevacdo da CBT, que por sua vez reflete-se no coeficiente de correlacdo linear negativo e no
nivel de significancia que estes autores obtiveram (r=-0,03; P<0,0001). Da mesma maneira,
Andrade et al. (2009) reportaram diminuicdo na concentracdo de gordura com a elevacdo da
CBT, o que poderia ser decorrente da acdo de fosfolipases de origem bacteriana,
principalmente a fosfolipase C e a lecitinase, das bactérias psicotroficas, que sédo
microrganismos capazes de se desenvolver em temperaturas abaixo de 7°C, sendo 0s
principais agentes de deterioracdo do leite cru refrigerado (MARTINS et al., 2005). Essas
enzimas podem contribuir com a hidrolise dos triacilglicerideos (CHEN et al., 2003), através
do rompimento da membrana fosfolipidica dos globulos de gordura, originando &cidos graxos
livres (AGL), que quando presentes acima de limites de tolerancia contribuem para o efeito
negativo sobre o sabor conhecido como rancidez ou rancidez hidrolitica (COLLINS et al.,
2003; KOCA et al., 2007, HANUS et al., 2008).
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Bueno et al. (2008) encontraram aumento no teor de proteina (P<0,05) a partir de
valores de CBT inferiores a 10.000 UFC mL™ e superiores a 1.000.000 UFC mL™. Estes
resultados refletem-se no nivel de significancia e no coeficiente de correlacdo positivo
encontrados por estes autores (r=0,04; P<0,0001). No entanto, este aumento na concentracdo
de proteina com o incremento da CBT também ndo deve ser considerado favordvel a
qualidade do leite, pois a elevacdo da contaminacgéo bacteriana pode ser decorrente da mastite,
0 que poderia contribuir para a alteracdo da permeabilidade dos capilares sanguineos que
permitem influxo de proteinas séricas (albumina sérica e imunoglobulinas) para o interior da
glandula mamaria, a fim de combater a infeccdo (BRITO & BRITO, 2012; PEREIRA et al.,
1999).

Andrade et al. (2009), encontraram decréscimo no teor de proteina com a elevacdo da
CBT, o que segundo Harmon (1994), pode ser decorrente da expressiva reducdo da fracdo de
caseina, pela sua degradacdo por proteases bacterianas e leucocitarias (devido a resposta
inflamatoria) e pela diminuicdo de sua sintese devido a inflamagdo da glandula mamaéria
(mastite). Nesse sentido, quando a contagem bacteriana do leite é elevada, os microrganismos
psicrotroficos podem produzir proteases extracelulares que séo liberadas no leite e contribuem
de maneira significativa para a degradacdo de proteinas (COUSIN, 1982). Essas proteases
afetam predominantemente a x-caseina, de forma semelhante a quimosina, liberando o
caseinomacropeptideo (CMP), porém apresentam menor especificidade que a quimosina
(DATTA & DEETH, 2003). Isto ocorre, pois essa fracdo protéica esta situada na por¢do
externa da camada de caseina enquanto a f-caseina e a a-caseina situam-se nas camadas mais
internas, sendo menos susceptiveis a acdo das proteases (COUSIN, 1982). Essa fracdo da
proteina, ao ser hidrolisada, provoca desestabilizacdo da micela caseinica, levando a
coagulacdo do leite (MUIR, 1996) e, possivelmente altera a sua composicdo proteica,
resultando no acumulo de pequenos peptideos, o0s quais sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de sabor amargo e adstringente (MA et al., 2000; RECIO et al., 2000;
MATIOLI et al., 2000).

Segundo Bueno et al. (2005), os teores de lactose diminuem (P<0,05) com o
incremento da CBT, 4 taxa de 0,44% da primeira (<10.000 UFC mL™) para a dltima classe
(>1.000.000 UFC mL™). Concordando com estes autores, Milani (2011) também encontrou
menores teores de lactose com o0 aumento da CBT.

A elevacgdo dos valores de CBT pode ser resultante de distarbios da glandula mamaria,

e a reducdo da lactose, possivelmente ocorre pela menor biossintese desse constituinte, ou
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pelo aumento da permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue, ocasionando
perda de lactose para corrente sanguinea, ou ainda por acdo direta destes patdgenos mamarios
que utilizam como principal substrato, este carboidrato (MEPHAN, 1993; HARMON, 1994;
AULDIST et al.,, 1995). Basicamente, podemos dizer que os microrganismos mesofilos
predominam em situacdes em que ha falta de condic¢Ges basicas de higiene bem como falta de
refrigeracdo do leite. Em tais circunstancias, bactérias como Lactobacillus, Streptococos,
Lactococos e algumas enterobactérias, atuam intensamente atraves da fermentacao da lactose,
produzindo acido lactico e gerando, consequentemente, acidez do leite, que € um dos
problemas mais frequentemente detectados ao nivel de plataforma. A acidez do leite pode
ocasionar a coagulacdo da caseina e, assim, limitar 0 seu uso para 0 processamento em seus
derivados.

Apesar de ndo haver relatos na literatura, sobre o efeito da CBT sobre os teores de
minerais do leite, a medida que se elevam os valores de CBT, pode ocorrer um incremento
deste constituinte, que pode ser decorrente da inflamacdo da glandula maméria, pois nestas
situacOes, segundo Shamay et al. (2003), embora o potassio e o calcio diminuam, o teor de
minerais eleva-se em conseqiiéncia do aumento no teor de sodio e cloro através do epitélio
lesado, uma vez que as concentracdes de sddio e cloro no sangue sdo normalmente maiores
que as do leite. Em relacdo a diminuicdo das concentracdes de calcio no leite com a elevacéo
da CBT, isto estaria associado a concomitante redugdo na sintese de caseina devido a possivel
inflamacdo da glandula mamaria, considerando que a maioria do célcio do leite estaria
incorporado nas micelas de caseina (SANTOS, 2012). Contudo, este aumento na
concentracdo de minerais ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois,
haveria substituicdo de elementos minerais mais nobres (Ca, K) em detrimento de minerais de
menor importancia nutricional (Na, CI), além de proporcionar um desequilibrio salino do
leite, 0 que poderia contribuir para a diminui¢cdo da estabilidade das caseinas.

Bueno et al. (2008) relataram aumento do teor de solidos totais (r=0,02; P<0,05) a
medida que se elevou a CBT do leite. Como o teor de ST € resultante do somatorio dos teores
de gordura, proteina, lactose e minerais, provavelmente o aumento desta variavel deve-se ao
comportamento, que estes autores observaram, da proteina frente ao incremento da CBT
(r=0,04; P<0,0001). Nesse sentido, o teor de sdlidos ndo gordurosos tem tendéncia de
diminuir, frente ao incremento dos valores de CBT, pois esta variavel provavelmente reflete a
diminuicdo da lactose em condi¢bes de elevada contaminacdo microbiana, principalmente as

bactérias mesofilas, que utilizam este carboidrato como principal substrato.
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Diante do exposto, o incremento da CBT pode ser resultante da inflamacdo da
glandula maméria, e este alto efetivo microbiano em conjunto com as possiveis alteracfes que
estes microrganismos podem causar, geram prejuizos industriais impactantes, como:
acidificacdo e coagulacdo, producdo de gas, geleificacdo, sabor amargo, coagulacdo sem
acidificacdo, aumento da viscosidade, alteracdo de cor, producéo de sabores, odores variados,
dentre outros (VARNAM & SUTHERLAND, 1994; PRATA, 2001; GIGANTE, 2004), os
quais diminuem a vida de prateleira e o rendimento industrial dos dervivados lacteos
(GIGANTE, 2004).
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3.1 Manuscrito 1

Manuscrito em fase final de revisdo pelos autores para ser submetido a Revista Semina: Ciéncias
Agrérias

(Configuracdo conforme as normas da Revista — Anexo A)

Efeito da contagem de células somaéticas sobre os contituintes do leite

Effect of somatic cell count on milk constituents

Resumo: Este estudo teve por objetivos avaliar o efeito da contagem de células somaticas (CCS) sobre os
constituintes do leite, verificando a influéncia que as varidveis climaticas exercem sobre esta variavel. Os
dados utilizados foram de unidades produtoras de leite referentes a 15 municipios da bacia leiteira do Vale
do Taquari, Rio Grande do Sul. Foram tabulados os dados de CCS, contagem bacteriana total (CBT) e
composicao centesimal do leite, referentes ao periodo de junho de 2008 a dezembro de 2011, totalizando
44.089 amostras analisadas. A temperatura ambiente apresentou correlagdo positiva e significativa com o
escore de células somaticas, enquanto a precipitacdo pluviométrica e a umidade relativa do ar, auséncia de
correlagdo. Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais foram diretamente correlacionados com a
CCS, enquanto que os sélidos ndo gordurosos e a lactose apresentaram comportamento inverso. Através da
analise de componentes principais (ACP), auxiliada pelo método hierarquico aglomerativo de agrupamento,
0s 7 tratamentos presentes no estudo foram reduzidos a 5 grupos de acordo com a similaridade, permitindo
constatar que leites com CCS superiores a 400.000 até 750.000 céls mL™, apresentam a mesma qualidade,
ndo justificando a estratificagdo de intervalos nesta amplitude de variacdo. Paralelamente, observou-se que
somente limites de normas regulatérias ndo sao suficientes para melhorias da qualidade do leite, sugerindo-se

pardmetros para sistemas de pagamento baseado na bonificacao e penalizacdo em relacéo a CCS.

Palavras-chave: composi¢do centesimal do leite, mastite, qualidade quimica do leite, qualidade higiénico-

sanitaria do leite, variaveis climaticas

Abstract: The study aims to evaluate the effect of somatic cell count (SCC) on the constituents of milk,
checking the influence that the climatic variables have on these variable. Data were obtained from 1,541
dairy farms located in 15 municipalities in the dairy region of Vale do Taquari, Rio Grande do Sul. It was
tabulated the data from SCC, total bacterial count (TBC) and milk composition, from June 2008 to
December 2011, totaling 44,089 samples. The ambient temperature showed positive and correlation to score
of somatic cell, while rainfall and relative humidity air showed no correlation. The fat, protein, minerals and
total solids were directly correlated with the CCS, while solids-not-fat and lactose showed an opposite
behavior. Through of the principal component analysis (PCA), aided by the agglomerative hierarchical
clustering method, the seven treatments in the present study were reduced to five groups according to the
similarity, note that allowing milk with SCC above 400,000 to 750,000 cels mL™, have the same quality, not

justifying the stratification intervals in this range of variation. In addition, it was observed that only limits
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regulatory standards are not sufficient for improvement of milk quality, suggesting parameters for the

payment system based on the bonus and penalty relative to the SCC.

Key words: composition of milk, mastitis, milk chemical quality, hygienic-sanitary quality of milk, climatic

variables

Introducéo

A contagem de células sométicas (CCS) no leite, além de ser um método de diagnostico da mastite
subclinica, é uma ferramenta significativa na estimativa das perdas quantitativas e qualitativas de producéo
do leite e derivados (MACHADO et al., 2000). Dessa maneira, varios trabalhos cientificos tém procurado
estimar o efeito que a CCS exerce sobre 0s constituintes do leite.

Segundo Santos & Fonseca (2007), o teor de proteina do leite ndo varia significativamente. Entretanto,
Machado et al. (2000) e El-Tahawy & El-Far (2010) verificaram aumento no teor proteico com a reducéo da
CCS, enquanto Noro et al. (2006) e Najafi et al. (2009) evidenciaram comportamento inverso.

A concentracdo da gordura no leite com elevada CCS tende a diminuir (AULDIST et al., 1995; EL-
TAHAWY & EL-FAR, 2010). No entanto, Noro et al. (2006) encontraram maior concentracdo de gordura
com o incremento da CCS.

O teor de lactose reduz a medida que se elevam os valores de CCS, porém, ha divergéncias em relacdo
ao limite minimo para que a alteracdo seja significativa. EI-Tahawy & El-Far (2010), Bueno et al. (2005) e
Rajgevi¢ et al. (2003) observaram redugdo no teor de lactose com CCS a partir de 300.000 céls mL™,
200.000 céls mL™ e 100.000 céls mL™, respectivamente.

Em relacdo ao teor médio de solidos totais (ST), El-Tahawy & El-Far (2010) observaram diminuigao
significativa com o incremento da CCS, em contrapartida, Bueno et al. (2005) verificaram um aumento. Por
outro lado, Machado et al. (2000) e Silva et al. (2000) ndo verificaram diferenca significativa nos teores de
ST a medida que eleva-se a CCS do leite.

Diante do exposto, observa-se que o efeito da CCS sobre os teores de gordura, proteina, lactose e ST é
amplamente discutido na literatura, porém, os resultados reportados sdo extremamente contraditorios.
Paralelamente, nota-se a escassez de estudos que caracterizem o efeito da CCS sobre variaveis importantes
para a qualidade quimica e microbioldgica do leite, como os teores de sélidos ndo gordurosos (SND) e
minerais, e a contagem bacteriana total (CBT), respectivamente.

Nesse contexto, objetivou-se caracterizar o efeito da CCS sobre a composicdo quimica e
microbiolégica do leite e avaliar a influéncia que as variaveis climaticas exercem sobre a CCS, empregando
um tempo representativo de coleta de dados, minimizando possiveis efeitos aleatorios que levariam a erros

de interpretacéo.
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Material e Métodos

Os dados utilizados foram obtidos a partir dos laudos oficiais emitidos pelo Laboratério de Servico de
Analises de Rebanhos Leiteiros (SARLE), érgdo credenciado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), os quais continham 54.696 registros de gordura (GORD), proteina (PROT), lactose
(LACT), sélidos ndo gordurosos (SND), sélidos totais (ST), contagem de células somaticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT), obtidos de amostras de leite coletados em tanque de expansdo de 1.706
propriedades, durante o periodo de junho de 2008 a dezembro 2011.

Para obtencdo da consisténcia do banco de dados, os registros foram considerados em classes mensais.
Foram excluidos do arquivo, propriedades com menos de quatro controles e com trés desvios-padrdo acima
ou abaixo da média da caracteristica no més. Apds as restri¢es, foram utilizados nas analises estatisticas

44.089 registros de 1.541 rebanhos, referentes a 15 municipios, localizados na regido sul do Brasil.

Com o intuito de linearizar os dados, a CCS foi transformada em escore linear de células somaticas
ECS= [log,(CCS/100)]+3 (SHOOK, 1993) e a CBT transformada pelo logaritmo natural da CBT normal e
denominada CBT transformada (CBT?).

Apos edigdo e linearizagdo, os dados apresentaram a estatistica descritiva demonstrada na Tabela 1.

A GORD, PROT, LACT, ST e SNG foram determinados por espectrofotometria com radiacdo
infravermelha utilizando equipamento Bentley® 2000 (Bentley Instruments, EUA), enquanto a CCS e a CBT
foram analisadas por citometria de fluxo utilizando equipamento Somacount® 300 (Bentley Instruments,
EUA).

Os dados metereoldgicos das médias mensais da temperatura média, umidade relativa do ar (URA) e
precipitacdo pluviométrica referentes ao periodo experimental foram obtidos no Instituto Nacional de
Metereologia (INMET), situado em Brasilia, Distrito Federal, a partir da estacdo climéatica em Teutbnia/RS.

Os dados de CCS foram divididos em sete (7) classes estabelecidas de acordo com seus valores
fisioldgicos e regulatérios (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011; PHILPOT & NICKERSON, 2002). As classes
avaliadas foram: (1) CCS<200.000 céls mL™; (2) 200.000<CCS<400.000 céls mL™; (3)
400.000<CCS<500.000 céls mL™; (4) 500.000<CCS<600.000 céls mL%; (5) 600.000<CCS<750.000 céls
mL™; (6) 750.000<CCS<1.000.000 céls mL™; e (7) CCS>1.000.000 céls mL™.

As variaveis dependentes (GORD, PROT, LACT, minerais, SNG, ST e CBT) foram testadas quanto a
normalidade residual pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a homocedasticidade pelo teste de Levene.
Posteriormente, foram submetidas a analise de variancia univariada pelo procedimento de modelos lineares

gerais (PROC GLM) em delineamento inteiramente casualizado conforme o modelo estatistico:

Yij =U+a; +&
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em que Yij = valor observado na i-ésima classe de CCS e j-ésima repeticdo; = média geral da

variavel resposta; «; = efeito fixo da i -ésima classe de CCS; e ¢;; = efeito aleatorio associado a observagdo

iid

Y, ; pressuposto &; ~N (O, 0'2).

ij !
Em seguida, suas médias foram ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordindrios com o
comando LSMEANS (Least Squares Means) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Além disso, foi realizada analise de correlagdo simples entre ECS e CCS, com as variaveis
GORD, PROT, LACT, minerais, SNG, ST e CBT. Adicionalmente, também foi efetuada anélise de
correlagdo simples da ECS com as varidveis meteoroldgicas (médias mensais da temperatura média, umidade
relativa do ar e precipitagdo pluviométrica).
Objetivando reduzir a dimensionalidade do conjunto original de varidveis com menor perda de
informacdo possivel, procedeu-se analise de varincia multivariada pelo procedimento GLM e o comando

MANOVA, conforme o modelo estatistico:
Yijk = 4 +Hy + €k
em que Y = valor observado da k-ésima variavel, sob a i-ésima classe de CCS e j-ésima
repeticdo; 4, = média geral da k -ésima variavel; H, = efeito fixo da i-ésima classe de CCS na k -ésima

variavel; e e;, = efeito aleatorio associado a observagdo Y, .

As variaveis empregadas na anélise multivariada foram GORD, PROT, LACT, minerais e CBTt. As
demais variaveis foram eliminadas do modelo devido as altas correlacBes existentes entre as mesmas,
formando matrizes de dispersdo singulares e causando problemas de multicolinearidade ou dependéncia
linear entre as variaveis.

Na analise multivariada para testar a hipdtese de que os vetores de médias dos tratamentos (classes de

CCS) fossem nulos, ou seja, H : tcesero0000 = - - - = Heess1.000000 T0i realizado o teste de Wilks como segue:

A8
A

em que: |E| é o determinante da matriz E referente a soma de quadrados e produtos residuais; |A| ¢

determinante da matriz A referente a soma de quadrados e produtos totais.

Apbs, foi efetuada a analise de componentes principais — ACP (Principal Component Analysis - PCA)
para ordenacdo das classes de CCS, sendo uma técnica de analise multivariada que permite o agrupamento
das classes de CCS similares mediante o exame visual das dispersdes gréficas. Salienta-se que a unidade de
medida dos componentes principais € uma combinagdo linear das unidades de medida de cada variavel
observada, sendo, na maioria das vezes, sem sentido. Por isso, para melhor interpretacdo dos resultados, foi
feita a padronizacdo dos dados de forma que estes tivessem média zero e variancia igual a um, ou seja, com
base na matriz de correlacdo. A andlise de componentes principais foi executada com o procedimento
PRINCOMP.
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As anélises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS® System for Windows™ versdo 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary - NC, USA).

Resultados e Discussao

Os teores de gordura aumentaram (P<0,05) com a elevagdo da CCS (Tabela 2). Da mesma maneira,
Pereira et al. (1999), Machado et al. (2000) e Noro et al. (2006) também encontraram aumento nas
concentracdes de gordura com a elevacdo dos valores de CCS. Entretanto, este aumento ndo deve ser
considerado favoravel a qualidade do leite, pois, segundo Machado et al. (2000) a provavel reducdo na
producdo de leite devido a infec¢do da glandula mamaria é mais acentuada que a reducdo na sintese de
gordura, ocorrendo concentracdo desse constituinte. Vale destacar também, que o efeito sobre a composi¢édo
da gordura ndo foi avaliado neste estudo, e provavelmente, além de alteracdes na concentracdo da gordura, a
elevacdo nos valores de CCS, através da acdo das lipases de origem de células sométicas, pode contribuir
com a hidrolise dos triacilglicerideos, com o rompimento da membrana dos glébulos de gordura, originando
acidos graxos livres (AGL), que quando presentes acima de limites de tolerancia contribuem para o efeito
negativo sobre o sabor conhecido como rancidez ou rancidez hidrolitica (KOCA et al., 2007; HANUS et al.,
2008).

Os teores de proteina também aumentaram (P<0,05) com a elevacdo dos valores de CCS (Tabela 2).
Dados da literatura (RAJCEVIC et al., 2003; NORO et al., 2006; NAJAFI et al., 2009) também
evidenciaram este mesmo comportamento. No entanto, este aumento na concentracdo de proteina com o
incremento da CCS também ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois pode ser
decorrente ndo so da proteina celular, mas também da alteragdo da permeabilidade dos capilares sanguineos
gue permitem influxo de proteinas séricas (albumina sérica e imunoglobulinas) para o interior da glandula
mamaria, a fim de combater a infec¢do (PEREIRA et al., 1999).

Paralelamente, segundo Harmon (1994), pode ocorrer expressiva reducdo da fracdo de caseina, pela
sua degradacdo por proteases bacterianas e leucocitérias e pela diminuicdo de sua sintese devido a
inflamacéo da glandula maméria (mastite). Neste sentido, no leite com elevada CCS, ocorre um aumento da
atividade enzimética, promovendo maior ativacdo do plasminogénio em plasmina, a qual promove
protedlise, principalmente na caseina e, mais especificamente, na f-caseina e asy-caseina, alterando a
composicdo proteica do leite e diminuindo o rendimento na fabricagdo do queijo, além de resultar no
acumulo de pequenos peptideos, os quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor amargo e
adstringente (MA et al., 2000).

Segundo Considine et al. (2002), além da plasmina, a catepsina-G, uma das principais proteases
liberadas pelos polimorfonucleares, contribui para proteélise do leite, resultando em peptideos similares aos
liberados pela plasmina. Desta forma, sistemas de pagamento baseados em porcentagem de proteina total,
sem considerar a CCS, apresentam limitacGes, uma vez que o rendimento industrial do leite esta associado

principalmente a fracdo de caseina (MA et al., 2000).
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Os teores de lactose diminuiram (P<0,05) com o incremento da CCS (Tabela 2), observando-se
diferenca de 0,04 pontos percentuais do limite minimo de CCS (<200.000 céls mL™) para a classe
subsequente (200.000<CCS<400.000 céls mL™), corroborando com os resultados reportados por Bueno et al.
(2005), que relataram diminuicdo de 0,06 pontos percentuais, considerando os mesmos intervalos de CCS.
Por outro lado, Rajéevi¢ et al. (2003), constataram que CCS a partir de 100.000 céls mL™ ocasiona redugéo
significativa no teor de lactose, de 0,07 pontos percentuais, quando estes valores alcangam 250.000 céls mL”
! Isto evidencia que a reducdo da CCS, mesmo dentro de limites considerados fisiol6gicos (200.000 céls mL"
1) por Philpot & Nickerson (2002), provavelmente seja capaz de mitigar o efeito desta variavel sobre a
lactose.

A reducdo no teor de lactose do leite a medida que se elevou os valores de CCS pode ser resultante de
disturbios da glandula mamaria, ocorrendo menor biossintese desse constituinte, ou pelo aumento da
permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue, ocasionando perda de lactose para corrente
sanguinea, ou ainda por acdo direta de patdgenos mamarios que utilizam como principal substrato, este
carboidrato (HARMON, 1994; AULDIST et al., 1995).

Os teores de minerais do leite aumentaram (P<0,05) a medida que se elevaram os valores de CCS
(Tabela 2), pois segundo Shamay et al. (2003), embora o potassio e o célcio diminuam em leite com alta
CCS, o teor de minerais eleva-se em consequéncia do aumento no teor de sodio e cloro atraves do epitélio
lesado, uma vez que as concentragdes de sédio e cloro no sangue sdo normalmente maiores que as do leite.
Em relagdo a diminuicdo das concentracdes de calcio no leite com a elevagdo da CCS, isto estaria associado
a concomitante reducdo na sintese de caseina, considerando que a maioria do célcio do leite estaria
incorporado as micelas caseinicas (NEVILLE & WATERS, 1983). Contudo, este aumento na concentracdo
de minerais ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois, haveria substitui¢cdo de elementos
minerais mais nobres (Ca, K) em detrimento de minerais de menor importancia nutricional (Na, Cl), além de
proporcionar um desequilibrio salino do leite, o que poderia contribuir para a diminui¢éo da estabilidade das
caseinas.

O teor de sélidos totais elevou (P<0,05) com o incremento da CCS, a uma taxa de 6,68% (Tabela 2).
Por outro lado, Brito & Dias (1998) afirmaram que a presen¢a de mastite acarreta reducdo na concentragdo
de sélidos totais em intensidade variavel, entre 3 e 12%, concordando com resultados reportados por Bueno
et al. (2005), que encontraram uma reducdo de 3,25%, do primeiro (<200.000 céls mL™) para o dltimo
intervalo de CCS (>1.000.000 céls mL™), enquanto El-Tahawy & El-Far (2010), de 8,02% a medida que 0s
resultados de CCS elevavam-se do intervalo que compreendia os menores valores de CCS (1.000 céls mL™a
99.000 céls mL™) para os valores mais elevados (>400.000 céls mL™).

O teor de sélidos ndo gordurosos (SNG) diminuiu (P<0,05) com a elevacdo da CCS (Tabela 2),
concordando com El-Tahawy & El-Far (2010), que observaram uma diminuigédo significativa nos teores de
SNG a partir de CCS de 200.000 céls mL™, com uma reducdo de 0,65 pontos percentuais até valores
superiores a 1.000.000 céls mL™.

A diminuigdo (P<0,05) nos solidos ndo gordurosos e o aumento (P<0,05) nos sélidos totais

encontrados neste estudo, a medida que se elevou a CCS, provavelmente deve-se ao primeiro estar associado



213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238
239
240
241
242
243
244
245
246
247
248
249

49

com 0 comportamento obtido para a lactose e o segundo com o comportamento encontrado para a gordura do
leite (Tabela 2).

Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais apresentaram correla¢do positiva, ao passo
gue a lactose e os sélidos ndo gordurosos apresentaram correlacdo negativa com a CCS e a ECS (Tabela 3).
Todavia, as correlacdes foram de baixa magnitude e sem significado préatico. Resultados semelhantes da
correlacdo entre gordura e ECS foram reportados por Bueno et al. (2005) (r=0,04; P<0,05), Pereira et al.
(1999) (r=0,06; P<0,05), Paura et al. (2002) (r=0,06; P<0,01) e Rajcevi¢ et al. (2003) (0,13; P<0,01), em
contrapartida, correlagdes negativas e significativas também foram relatados, como de r=-0,27 e P<0,05
(NAJAFI et al., 2009) e r=-0,13 e P<0,01 (EL-TAHAWY & EL-FAR, 2010), ou seja, a concentracdo de
gordura no leite com elevada CCS também pode diminuir, provavelmente em virtude da acdo de lipases
leucocitarias e lipoprotéicas (HARMON, 1994; AULDIST et al., 1995).

Da mesma maneira, valores de correlacdes negativas e significativas entre os teores de lactose e 0 ECS
séo encontrados na literatura, como: r=-0,398 e P<0,01 (PAURA et al., 2002); r=-0,340 e P<0,001 (SILVA
et al., 2000); r=-0,420; P<0,001 (BUENO et al., 2005); r=-0,423 e P<0,001 (RAJCEVIC et al., 2003); e r=-
0,344 e P<0,01 (EL-TAHAWY & EL-FAR, 2010), confirmando os resultados obtidos neste estudo (Tabela
3).

Através do coeficiente de determinacdo (R? encontrado (Tabela 3), pode-se constatar que apenas
9,73% da variacdo da lactose pode ser explicada pelo ECS. Dessa maneira, apesar do baixo coeficiente de
determinacgdo encontrado, pode-se inferir que a lactose é o componente do leite que sofre maior variagdo
devido a elevacdo da CCS. Resultados semelhantes foram encontrados por El-Tahawy & El-Far (2010), que
verificaram que 11,83% da volubilidade da lactose é responsabilidade da CCS. Entretanto, Bueno et al.
(2005) e Rajcevi¢ et al. (2003) observaram que, respectivamente, 17,64 ¢ 17,89% da redugdo da lactose
deve-se a elevacdo da CCS, reforgando os resultados de Klinkon et al. (2002), que mostraram que o conteudo
de lactose no leite juntamente com a CCS poderia ser de grande ajuda no controle da saude da glandula
mamaria.

O teor de ST apresentou correlagdo positiva com a ECS, enquanto o de SNG, correlagdo negativa
(Tabela 3). Entretanto, El-Tahawy & El-Far (2010) e Abascal et al. (2005) relataram correlagdo negativa
entre ECS e ST e ECS e SNG, enquanto Silva et al. (2000) verificaram auséncia de correlacdo significativa
entre ECS e ST.

Esses resultados contraditorios talvez possam ser explicados, pela relagéo direta que o teor de ST e
SNG tem com as varidveis que 0s constituem. Assim, neste estudo, o aumento dos teores de gordura,
proteina e minerais, a medida que se elevou a CCS, prevaleceu sobre a diminuicdo da lactose, o que resultou
na correlacdo positiva encontrada entre ECS e ST, por outro lado, 0 aumento de proteina e minerais ndo se
sobressaiu ao decréscimo da lactose, 0 que por sua vez resultou na correlacdo negativa entre ECS e SNG
(Tabela 3).

Pode-se observar que houve correlagdo positiva entre ECS e temperatura ambiente (Tabela 4),

corroborando com resultados reportados por Bueno et al. (2005) (r= 0,80; P<0,01). Da mesma maneira,
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Roma Junior et al. (2009) e Philpot & Nickerson (2002), verificaram os maiores valores de CCS nos
periodos mais quentes do ano.

A correlagdo positiva obtida entre ECS e temperatura média (Tabela 4), pode ser explicada pelo fato
gue animais sob condi¢des adversas, como altas temperaturas, apresentam menor capacidade de respostas a
doencas, ficando mais susceptiveis a invasdo do Ubere por microrganismos. Paralelamente, pode-se inferir
gue nos meses de temperaturas mais elevadas, dezembro a abril, correspondente ao verdo na Regido Sul do
pais, devido a disponibilidade de forrageiras de menor qualidade, como gramineas tropicais dos géneros
Cynodon, Sorghum e Pennisetum, e pela menor capacidade de ingestdo de alimentos por parte dos animais,
poderia resultar em uma concentracdo das células somaticas por mililitro de leite, levando a um aumento
relativo de seus valores (NORO et al., 2006 e PHILPOT & NICKERSON, 2002).

N&o houve correlagdo (P>0,05) do ECS com a umidade relativa do ar e com a precipitacdo
pluviométrica (Tabela 4), o que pode ser explicado pelo fato que a umidade relativa do ar e a precipitacdo
pluviométrica, geralmente, estdo relacionadas com maior pressao de infecgdo por microrganismos ambientais
(BUENO et al., 2005), os quais estdo diretamente ligados com casos de mastite clinica, e, como,
normalmente, o leite de vacas com mastite clinica é descartado, nestes casos ndo influenciariam a CCS no
tanque de expansao.

Na andlise de variancia multivariada houve diferenca (P<0,05) entre os vetores de médias para as
classes de CCS, tanto pelo teste Wilks quanto pelos testes Pillai, Hotelling-Lawley e Roy. Os trés primeiros
autovalores foram significativos pelo teste da razdo de verossimilhanca, sendo que primeiro autovalor
explicou 70,65% e o0 segundo 25,88%, ou seja, os dois primeiros autovalores explicaram 96,53% da variagéo
total dos dados.

A andlise de componentes principais permite visualizar a proximidade/similaridade ou a
distancia/dissimilaridade entre as diferentes classes de CCS (Figura 1). As varidveis que explicaram a
variabilidade no eixo x (componente principal 1) foram gordura (r= 0,8819; P<0,01), proteina (r= 0,8752;
P<0,01), minerais (r=0,9816; P<0,001) e lactose (r=-0,9980; P<0,001) ao passo que a variavel que explicou
a variabilidade no eixo y (componente principal 2) foi a contagem bacteriana total (r= 0,9670; P<0,001).
Logo, a partir das correlagdes dos componentes principais com as variaveis, pode-se inferir que o primeiro
componente principal (eixo X) esta associado a qualidade quimica do leite, enquanto o segundo componente
principal (eixo y) esta associado a qualidade microbioldgica do leite.

Todavia, conforme inspecéo gréafica visual ndo se pode concluir sobre o numero ideal de grupos entre
tratamentos. Dessa forma, procedeu-se a analise de agrupamento utilizando o algoritmo hierarquico
aglomerativo de Ward como método de agrupamento e a distancia euclidiana quadratica como medida de
dissimilaridade, e, juntamente com o auxilio estatistico do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC),
pseudo-F e pseudo-t2, permitiu constatar-se que o numero ideal de grupos formados entre tratamentos foi
cinco, dos quais um grupo englobando as classes de CCS 3, 4 e 5 (tratamentos).

Portanto, o leite com CCS superior a 400.000 até 750.000 céls mL™ apresenta a mesma qualidade
quimica e microbiolGgica, ou seja, ndo se justifica a criacdo de extratos intermediarios nesta amplitude para

avaliacdo da qualidade do leite. Contudo, é importante salientar que, como discutido anteriormente, 0
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aumento da gordura, proteina e minerais ndo deve ser considerado favordvel a qualidade do leite, e sim
resultado de possiveis efeitos creditados a CCS, logo, isto significa que o leite s6 apresentaria melhoria na
qualidade com valores de CCS menores ou iguais a 400.000 céls mL™ ou piora na qualidade com valores de
CCS acima de 750.000 céls mL™.

Os padrdes legais minimos de CCS de 600.000 céls mL™ (atual limite brasileiro) e de 500.000 céls mL
! (limite brasileiro proposto para o dia 30 de junho de 2014 a 30 de junho de 2016, e atual limite do Canadé)
ndo resultariam em melhorias na qualidade do leite, enquanto que o limite proposto pelos paises membros da
Unido Europeia, Nova Zelandia, Australia e ainda pela norma brasileira a partir do dia 1° de julho de 2016
(400.000 céls mL™), se considerados como obrigacdo de quem produz, acarretariam melhorias significativas
de qualidade.

Isto evidencia que somente normas regulatorias ndo sdo suficientes para promover a melhoria na
gualidade do leite, portanto baseados nos resultados da Figura 1, sugere-se um sistema de bonificacdo e
penalizacdo de qualidade do leite baseado na CCS, onde: produtores que entreguem leite com valores de
CCS menores que 400.000 céls mL™, recebam bonificacéo; entre 400.000 e 750.000 céls mL™, ndo recebam
bonificacdo ou punicdo; e maiores que 750.000 céls mL™ recebam penalizagdo. Entretanto, para os
segmentos do setor lacteo de produtos de base proteica, como 0 queijo e o0 iogurte, sugerem-se altas
bonificacBes para o leite que apresente CCS inferior a 200.000 céls mL™, pois neste intervalo foram
encontrados os menores efeitos da CCS sobre a composic¢do quimica do leite, 0 que possivelmente reduziria
as perdas das proteinas sintetizadas pela glandula mamaria, como as caseinas, que sdo as mais importantes
para o rendimento industrial do processamento destes produtos.

Sistemas de bonificacdes e penalizagdes baseados nos resultados deste estudo, além de possivelmente
acarretar em resultados significativos a curto e médio prazo, pois incentivariam o produtor a investir em
cuidados, principalmente no que se refere a CCS, como a limpeza e higienizacdo dos equipamentos de
ordenha e o controle da mastite, possibilitaria que o leite brasileiro alcangasse padrfes internacionais de
gualidade, e ainda possivelmente reduzir-se-iam sérios danos a indlstria de derivados lacteos, como: a
coagulacéo e floculagdo ocorrida durante o processamento térmico do leite pasteurizado e do leite em pd,
devido a sua menor estabilidade caldrica (LE ROUX et al., 2003); mudangas significativas na viscosidade e
sabor do iogurte (FERNANDES et al., 2007), geleificagdo e coagulacdo das proteinas do leite UHT durante a
estocagem, devido a atividade residual de proteases bacterianas resistentes ao tratamento térmico (DATTA
& DEETH, 2003); alteracBes na fabricacdo de queijos, como a reducdo no rendimento industrial, que pode
variar de 4 a 11% (OLIVEIRA et al. 2012), aumento no contetdo de agua no coagulo (MITCHELL et al.,
1986), alteraces negativas nas propriedades sensoriais (AULDIST et al., 1996), aumento do tempo para
formacédo do coagulo (KLEI et al., 1998), baixa taxa de enrijecimento do codgulo e defeitos de textura (KLEI

et al., 1998) e elevada perda de solidos no soro do queijo (Barbano et al., 1991).
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Conclusoes

Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais estdo diretamente correlacionados com o
aumento da CCS, o que ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, e sim resultado de possiveis
efeitos da CCS sobre a composicdo do leite. Por outro lado, a lactose e os s6lidos ndo gordurosos
apresentaram correlacdo inversa. A temperatura ambiente apresenta correlacdo significativa e positiva com o
escore de células somaéticas, enquanto a umidade relativa do ar e a precipitacdo pluviométriva, auséncia de
correlacdo. A analise de componentes principais seguida da analise de agrupamento permite constatar que
leites com CCS superiores a 400.000 até 750.000 céls mL™, apresentam a mesma qualidade, no justificando
a estratificacdo de intervalos nesta amplitude de variagcdo. Paralelamente, observa-se que somente limites de
normas regulatérias ndo sdo suficientes para melhorar a qualidade do leite, sugerindo-se parametros para

sistemas de pagamento baseado na bonificacéo e penalizacdo em relacdo a CCS.
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Tabela 1 — Estatistica descritiva, com o0 nimero de observagdes (n), minimos (Min), maximos (Méx), médias
(Méd), desvios padrdo (DvPad), erros padréo (ErrPad) e coeficientes de variacdo (CV) das varidveis gordura
(Gord), proteina (Prot), lactose (Lact), minerais, solidos ndo gordurosos (SNG), so6lidos totais (ST),
contagem de células sométicas (CCS), escore linear da contagem de células somaticas (ECS), contagem
bacteriana total (CBT) e logaritmo natural da contagem bacteriana total ou CBT transformada (CBTt)

Variavel n Min Max Méd DvPad ErrPad Cv
Gord 44.089 2,20 5,10 3,58 0,38 0,00 10,47
Prot 44.089 2,29 391 3,09 0,21 0,00 6,87
Lact 44.089 3,65 4,91 4,34 0,16 0,00 3,72
Minerais  44.089 0,39 1,51 0,97 0,10 0,00 10,13
SNG 44.089 7,16 9,71 8,39 0,33 0,00 3,97
ST 44.089 9,99 14,07 11,98 0,57 0,00 4,79
CCsS 44.089  1000,00 3729000,00 711.883,87 491583,32 2341,16 69,05
ECS 44.089 6,32 18,19 15,43 1,14 0,01 7,37
CBT 44,089 1000,00  16700000,00 2963667,54  3208299,66  15279,52 108,25
CBTt 44.089 6,91 16,63 14,14 1,45 0,01 10,27
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499  Tabela 2 — Médias ajustadas dos teores de gordura (Gord), proteina (Prot), lactose (Lact), minerais (Min),
500  sOlidos ndo gordurosos (SNG), sélidos totais (ST) e do logaritmo natural da contagem bacteriana total (CBT)
501 ou CBT transformada (CBTt) com seus respectivos erros padrdo da média (entre parénteses) em funcao das
502 distintas classes de contagem de células somaticas (CCS) de 44.089 amostras de leite analisadas de junho de
503 2008 a dezembro de 2011

CCS Gord Prot Lact Min SNG ST CBTt
(x1000 céls mL™) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (UFC mL™)
CCS<00 3,42¢ 3,075 4,43 0,958" 8,47° 11,89° 14,417
= (0,005)  (0,003) (0,002) (0,001)  (0,005)  (0,009) (0,022)
3,57° 3,072° 4,39 0,962" 8,42° 11,99° 14,18°
200<CCS<400 0'03)  (0,002) (0,002) (0,001)  (0,003)  (0,006) (0,015)
3,59 3,077  4,36° 0,963" 8,40™ 12,00? 13,98°
400<CCS=300 g005)  (0,003) (0,002) (0,001) (0,005  (0,008) (0,021)
3,60™ 3,083  4,35% 0,964" 8,40™ 12,00? 13,96°
S00<CES<600 y'o05)  (0,003) (0.002) (0,001) (0,005  (0,008) (0,022)
3,60 3,082  4,34¢ 0,966% 8,38° 11,98° 13,93°
600<CES<T50° (poos) (0,003 (0,002) (0,001)  (0,004)  (0,007) (0,019)
3,60° 3,091  4,32° 0,966" 8,38° 11,972 13,98°
730<CCS=1000 h004y  (0,002) (0,002) (0,001)  (0.004)  (0,007) (0,018)
3,63 3,105° 4,27 0,973% 8,35¢ 11,972 14,39°
CCS>1000 (0003)  (0,002) (0,001) (0,001) (0,003  (0,006) (0,014)
Média 3,58 3,08 4,34 0,97 8,39 11,98 14,14
P-value <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV? 10,36 6,86 3,54 10,12 3,95 4,78 10,19

504  Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo teste de Tukey
505  'Valor probabilistico
506  2Coeficiente de variagdo

507
508
509
510

511
512
513
514
515
516
517
518

519
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520 Tabela 3 - Correlagdo linear simples entre os teores de gordura, proteina, lactose, minerais, sélidos néo
521  gordurosos (SNG), solidos totais (ST), logaritmo natural da contagem bacteriana total (CBT) ou CBT
522  transformada (CBTt) e os valores de contagem de células somaticas (CCS) e escore de células somaticas
523  (ECS) de 44.089 amostras de leite analisadas de junho de 2008 a dezembro de 2011

Constituintes do leite CCS (cels mL'l) Ees” (adimensiona)
@ RZ®) @ R2®)
Gordura (%) 0,111*** 0,01232 0,148*** 0,02190
Proteina (%) 0,055*** 0,00302 0,046*** 0,00212
Lactose (%) -0,316*** 0,09986 -0,312*** 0,09734
Minerais (%) 0,048*** 0,00230 0,046*** 0,00211
SND (%) -0,104*** 0,01082 -0,109*** 0,01188
ST (%) 0,012** 0,00014 0,034*** 0,00116
CBTt (UFC mL™) 0,007™ 0,00005 0,006™ 0,00004

524 ™ Ndao significativo; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001
525  ‘Escore linear da contagem de células somaticas(SHOOK, 1993)
526  2Coeficiente de correlacéo linear simples

527  3Coeficiente de determinacéo (EBERHART et al., 1982)
528

529
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Tabela 4 - CorrelagGes lineares simples do escore de células sométicas (ECS) de 44.089 amostras de leite
analisadas de junho de 2008 a dezembro de 2011 com as médias mensais das varidveis meteoroldgicas
(temperatura média, umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica) durante o periodo experimental

ECs®
Variaveis Climéticas r® R%®
Temperatura média (°C) 0,36* 0,1296
Umidade relativa do ar (%) 0,16™ 0,0256
Precipitagdo (mm) 0,05™ 0,0025

"™ ndo significativo; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001

@ Escore linear da contagem de células sométicas(SHOOK, 1993)
@ Coeficiente de correlagéo linear simples

®) Coeficiente de determinagdo (EBERHART et al., 1982)
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Figura 1 — Dispersdo grafica das diferentes classes de CCS obtidas a partir de 44.089 amostras de leite
analisadas de junho de 2008 a dezembro de 2011 (1: CCS < 200.000; 2: 200.000 < CCS < 400.000; 3:
400.000 < CCS < 500.000; 4: 500.000 < CCS < 600.000; 5: 600.000 < CCS <750.000; 6: 750.000 < CCS <
1.000.000; 7: CCS > 1.000.000 céls mL™) em funcéo dos dois primeiros componentes principais
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3.2 Manuscrito 2

Manuscrito em fase final de revisdo pelos autores para ser submetido a Revista Semina: Ciéncias
Agraérias

(Configuracdo conforme as normas da Revista — Anexo A)

Efeito da contagem bacteriana total sobre os contituintes do leite
Effect of total bacterial count on milk constituents

Resumo: Este estudo teve por objetivos avaliar o efeito da contagem bacteriana total (CBT) sobre os
constituintes do leite, verificando a influéncia que as variaveis climaticas exercem sobre esta variavel. Os
dados utilizados foram de 1.541 unidades produtoras de leite, referentes a 15 municipios da bacia leiteira do
Vale do Taquari, Rio Grande do Sul. Foram tabulados os dados de CBT, contagem de células somaticas
(CCS) e composicdo centesimal do leite, referentes ao periodo de junho de 2008 a dezembro de 2011,
totalizando 44.089 amostras analisadas. As variaveis climéaticas ndo apresentaram correlacdo significativa
com a contagem bacteriana total. Os teores de gordura, proteina, minerais e sélidos totais foram diretamente
correlacionados com a CBT, enquanto que os sélidos ndo gordurosos e a lactose apresentaram
comportamento inverso. Através da andlise de componentes principais (ACP), auxiliada pelo método
hierarquico aglomerativo de agrupamento, os 6 tratamentos presentes no estudo foram reduzidos a 3 grupos
de acordo com a similaridade. Assim, os leites com CBT superiores a 100.000 até 1.000.000 UFC mL™,
apresentam a mesma qualidade quimica e CCS, nao justificando a estratificacdo de intervalos nesta
amplitude de variagdo para avaliacdo da qualidade do leite.

Palavras-chave: composicdo centesimal do leite, mastite, qualidade quimica do leite, qualidade higiénico-

sanitaria do leite, variaveis climaticas

Abstract: The study aims to evaluate the effect of total bacterial count (TBC) on the constituents of milk,
checking the influence that the climatic variables have on these variable. Data were obtained from 1,541
dairy farms located in 15 municipalities in the dairy region of Vale do Taquari, Rio Grande do Sul. It was
tabulated the data from TBC, somatic cell count (SCC) and milk composition, from June 2008 to December
2011, totaling 44,089 samples. The climatic variables have no significant correlation to TBC. The fat,
protein, minerals and total solids were directly correlated with the TBC. While solids-not-fat and lactose
showed an opposite behavior. Through of the principal component analysis (PCA), followed by
agglomerative hierarchical clustering method, the six treatments in the present study were reduced to three
groups according to similarity. Thus, milk with CBT over 100,000 to 1,000,000 CFU mL™, have the same
chemical quality and SCC, not justifying the stratification intervals in this range of variation for evaluating

the quality of milk.
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Key words: composition of milk, mastitis, milk chemical quality, hygienic-sanitary quality of milk, climatic

variables

Introducéo

Caracteristicas como elevada disponibilidade de nutrientes, alta atividade de dgua e pH proximo a
neutralidade tornam o leite um étimo meio de cultura para muitos microrganismos (LANGE & BRITO,
2003). O leite cru pode ser contaminado a partir de grande variedade de microrganismos proveniente das
mais diversas fontes. Entre os diversos microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes que podem ser
encontrados, destacam-se as bactérias 4cido lacticas (Lactococcus, Lactobacillus spp., Leuconostoc,
Enterococcus ou Streptococcus spp.), Pseudomonas spp., bactérias pertencentes a familia Micrococcaceae
(Micrococcus e Staphylococcus spp.) e leveduras. Outros grupos microbianos presentes no leite cru incluem
Bacillus, Clostridium, Listeria spp. e enterobactérias (TEBALDI et al., 2008). Nero et al. (2005) relataram
uma alta frequéncia de amostras de leite in natura com elevados niveis de contaminacdo por aerébios
mesofilos, que por sua vez, sdo 0s principais microrganismos responsaveis pelo metabolismo da lactose,
levando a producéo de acido latico, o qual em quantidades elevadas pode desestabilizar a caseina.

No entanto, o armazenamento do leite cru sob refrigeragéo possibilita a reducéo de perdas referentes
a qualidade da matéria-prima pela atividade acidificante de bactérias mesofilicas. Por outro lado, o
armazenamento por periodos prolongados pode resultar em queda de qualidade dos produtos lacteos, devido
ao crescimento e a atividade enzimatica de bactérias psicotréficas (VIDAL-MARTINS et al., 2005). As
alteracdes causadas por estas bactérias sdo responsaveis por limitacbes na utilizacdo da matéria-prima e
comprometem as propriedades organolépticas e a vida de prateleira dos produtos lacteos (BUENO et al.,
2008).

Nesse contexto, a determinacdo da contagem bacteriana total do leite (CBT) é importante para
avaliagdo da higiene de ordenha, da saude dos animais e das condi¢Ges de estocagem e transporte do leite
cru, sendo uma importante ferramenta no controle da qualidade da matéria-prima e, ainda, permite inferir os
provaveis efeitos adversos sobre o rendimento industrial de produtos lacteos. Além disso, o leite com elevada
CBT representa risco para a salde do consumidor pelo potencial de veicular microrganismos e toxinas
microbianas.

Porém, vale ressaltar que a temperatura e umidade ambiente afetam o crescimento bacteriano e,
portanto podem influenciar a contaminagéo do leite (HOGAN et al., 1988).

Diante do exposto, e a escassez de resultados reportados na literatura que caracterizem o efeito da
CBT, sobre os teores de gordura, proteina, lactose, minerais, solidos totais (ST), s6lidos ndo gordurosos
(SNG) e a contagem de células somaticas (CCS), objetivou-se caracterizar o efeito da CBT sobre a
composicao quimica e a CCS do leite, e avaliar a influéncia que as varidveis climaticas exercem sobre este
indicador higiénico sanitario, empregando um tempo representativo de coleta de dados, minimizando

possiveis efeitos aleatorios que levariam a erros de interpretacéo.



71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104

105

63

Material e Métodos

Os dados utilizados foram obtidos a partir dos laudos oficiais emitidos pelo Laboratério de Servigo
de Anélises de Rebanhos Leiteiros (SARLE), 6rgdo credenciado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), os quais continham 54.696 registros de gordura (GORD), proteina (PROT),
lactose (LACT), s6lidos ndo gordurosos (SNG), sélidos totais (ST), contagem de células somaticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT), obtidos de amostras de leite coletados em tanque de expansdo de 1.706
propriedades, durante o periodo de junho de 2008 a dezembro 2011.

Para obtencdo da consisténcia do banco de dados, os registros foram considerados em classes
mensais. Foram excluidos do arquivo, propriedades com menos de quatro controles e com trés desvios-
padrdo acima ou abaixo da média da caracteristica no més. Apds as restricdes, foram utilizados nas analises
estatisticas 44.089 registros de 1.541 rebanhos, referentes a 15 municipios, localizados na regido sul do
Brasil.

Com o intuito de linearizar os dados, a CBT foi transformada pelo logaritmo natural e denominada
contagem bacteriana total transformada (CBTt) e a CCS foi transformada em escore linear de células
somaticas ECS= [log,(CCS/100)]+3 (SHOOK, 1993).

Apos edigdo e linearizagdo, os dados apresentaram a estatistica descritiva demonstrada na Tabela 1.

A GORD, PROT, LACT, ST e SNG foram determinados por espectrofotometria com radiacéo
infravermelha utilizando equipamento Bentley® 2000 (Bentley Instruments, EUA), a CCS e a CBT foram
analisadas por citometria de fluxo utilizando equipamento Somacount® 300 (Bentley Instruments, EUA) e os
valores de minerais foram calculados pela diferenca entre os ST e 0 somatério das varidveis GORD, PROT e
LACT.

Os dados metereoldgicos das médias mensais das temperaturas médias, umidade relativa do ar
(URA) e precipitagdo pluviométrica referentes ao periodo experimental foram obtidos no Instituto Nacional
de Metereologia (INMET), situado em Brasilia, Distrito Federal, a partir da estagdo climatica em
Teutbnia/RS.

Os dados de CBT foram divididos em seis (6) classes estabelecidas de acordo com seus valores
regulatérios (BRASIL, 2002; BRASIL, 2011). As classes avaliadas foram: (1) CBT<100.000 UFC mL™; (2)
100.000<CBT<300.000 UFC mL™; (3) 300.000<CBT<600.000 UFC mL™; (4) 600.000<CBT<750.000 UFC
mL™; (5) 750.000<CBT<1.000.000 UFC mL™; e (6) CBT>1.000.000 UFC mL™.

As variaveis dependentes (GORD, PROT, LACT, minerais, SNG, ST e CCS) foram testadas quanto
a normalidade residual pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e quanto a homocedasticidade pelo teste de
Levene. Posteriormente, foram submetidas a analise de variancia univariada pelo procedimento de modelos

lineares gerais (PROC GLM) em delineamento inteiramente casualizado conforme o modelo estatistico:

Yij =U+a; +&
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em que Yij = valor observado na i-ésima classe de CBT e | -ésima repeticdo; x = média geral da

variavel resposta; «; = efeito fixo da i -ésima classe de CBT; e ¢;; = efeito aleatorio associado a observacao

iid

Y, ; pressuposto &; ~N (O, 0'2).

ij?
Em seguida, suas médias foram ajustadas pelo método dos quadrados minimos ordinarios com o
comando LSMEANS (Least Squares Means) e comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
significancia. Além disso, foi realizada analise de correlagdo simples entre a varidvel CBTt com as variaveis
GORD, PROT, LACT, minerais, SNG, ST e ECS. Adicionalmente, também foi efetuada andlise de
correlagdo simples da CBTt com as varidveis meteoroldgicas.
Objetivando reduzir a dimensionalidade do conjunto original de variaveis com menor perda de
informac@o possivel, procedeu-se analise de variancia multivariada pelo procedimento GLM e o comando

MANOVA, conforme o modelo estatistico:
Yijk =4 +Hy + Cili
em que Yy = valor observado da k -ésima variavel, sob a i-ésima classe de CBT e j -ésima
repeticdo; 4, = média geral da k -ésima variavel; H, = efeito fixo da i-ésima classe de CBT na k -ésima
variavel; e e;, = efeito aleatorio associado a observagdo Y, .

As varidveis empregadas na andlise multivariada foram GORD, PROT, LACT, minerais e 0 escore
linear de células somaticas (ECS). As demais variaveis foram eliminadas do modelo devido as altas
correlagdes existentes entre as mesmas, formando matrizes de dispersdo singulares e causando problemas de
multicolinearidade ou dependéncia linear entre as variaveis.

Na andlise multivariada para testar a hip6tese de que os vetores de médias dos tratamentos (classes

de CBT) fossem nulos, ou seja, H :£car<i00000 = - - - = Hears1.00a000+ T0i realizado o teste de Wilks, como
segue:
_[El

A

em que: |E| é o determinante da matriz E referente a soma de quadrados e produtos residuais; |A| ¢

determinante da matriz A referente a soma de quadrados e produtos totais.

Apbs, foi efetuada a analise de componentes principais — ACP (Principal Component Analysis -
PCA) para ordenagdo das classes de CBT, sendo uma técnica de andlise multivariada que permite o
agrupamento das classes de CBT similares mediante o exame visual das dispersdes gréficas. Salienta-se que
a unidade de medida dos componentes principais € uma combinag&o linear das unidades de medida de cada
variavel observada sendo, na maioria das vezes, sem sentido. Por isso, para melhor interpretacdo dos
resultados, foi feita a padronizacéo dos dados de forma que estes tivessem média zero e variancia igual a um,
ou seja, com base na matriz de correlagdo. A anélise de componentes principais foi executada com o
procedimento PRINCOMP.
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As analises estatisticas foram executadas no aplicativo SAS® System for Windows™ versdo 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary - NC, USA).

Resultados e Discussao

A proporcdo de 73,6% das amostras analisadas apresentaram CBT acima de 600.000 UFC mL™,
estando em desacordo com a Instrucdo Normativa n°62, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (BRASIL, 2011), ou seja, atualmente, 26,4% do leite produzido esta em conformidade com a
legislacdo brasileira, e somente 5,9% com paises de pecuaria leiteira desenvolvida, como os Estados Unidos,
a Unido Europeia, Nova Zelandia e Australia (100.000 UFC mL™). Considerando este Gltimo limite, os
resultados sdo inferiores as frequéncias encontradas por Martins et al. (2008) (23,34%) e Bueno et al. (2004)
(43,53%).

No presente estudo foi encontrado a frequéncia de 63,30% de amostras com CBT acima de
1.000.000 UFC mL™, sendo superior as proporcdes reportadas por Bueno et al. (2004) (22,47%) e Martins et
al. (2008) (30%).

O valor médio de CBT encontrado foi de 2.963.667,54 UFC mL™, sendo bem superior as médias
reportadas por Torkar & Teger (2008) na Eslovénia (32.000 UFC mL™) e por Citadin et al. (2009) no Paran
(513.075 UFC mL™).

A média de CBT deste estudo evidencia péssimas condic¢Ges higiénico-sanitarias quando comparada
as médias reportadas por outros autores. Segundo Fonseca et al. (1999), isto pode estar relacionado com a
higiene pessoal e treinamento do ordenhador e, com a dgua que, por sua intensa utilizacdo nas atividades de
ordenha, pode também constituir expressiva fonte de bactérias contaminantes do leite. Segundo Winch &
Thaler Neto (2009), a preparacdo do Ubere antes da ordenha afeta os resultados da CBT. Estes autores
observaram melhores resultados para os produtores que afirmavam fazer pré-imersdo das tetas em
desinfetantes (P<0,01), técnica que, de acordo com Santos & Fonseca (2007), auxilia consideravelmente no
controle da contaminagdo do leite. A mastite também influencia na elevacdo da CBT, principalmente quando
causada por Streptococcus agalactiae ou em casos clinicos provocados por Escherichia coli ou
Streptococcus uberis (SANTOS & FONSECA, 2007).

Conforme a elevacdo da contaminagdo bacteriana, os teores de gordura aumentaram (P<0,05)
(Tabela 2). Entretanto, este aumento na gordura ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois
uma vaca com infeccdo da glandula mamaria pode contribuir de forma significativa para elevacdo da CBT
do leite, e assim, o incremento nos valores de gordura, possivelmente seja resultante da redugéo na produgéo
de leite, que é mais acentuada que a reducdo da sintese de gordura, ocorrendo concentragdo deste constituinte
(MACHADO et al., 2000).

Bueno et al. (2008) e Andrade et al. (2009) observaram diminuicdo na concentra¢do de gordura com
a elevacdo da CBT, o que poderia ser decorrente da acdo de fosfolipases de origem bacteriana,
principalmente a fosfolipase C e a lecitinase, das bactérias psicotréficas, que sdo microrganismos capazes de

se desenvolver em temperaturas abaixo de 7°C, sendo os principais agentes de deterioracdo do leite cru
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refrigerado (MARTINS et al., 2005). Essas enzimas podem contribuir com a hidrélise dos triglicerideos
(CHEN et al., 2003), originando &cidos graxos livres (AGL), que quando presentes acima de limites de
tolerancia contribuem para o efeito negativo sobre o sabor conhecido como rancidez ou rancidez hidrolitica
(HANUS et al., 2008).

Diante do exposto, apesar de ter sido encontrado um aumento na concentracdo total de gordura com
a elevacdo da CBT, a determinacdo de AGL, paralelamente ao método utilizado, poderia esclarecer as
possiveis alteracdes qualitativas na composic¢do da gordura.

Os teores de proteina ndo apresentaram altera¢Ges (P>0,05), a medida que se elevou a CBT do leite
(Tabela 2), porém pode-se observar através do coeficiente de correlacdo positivo e do nivel de significancia
gue o teor de proteina esta diretamente correlacionado com a CBTt (Tabela 3).

Resultados semelhantes foram reportados por Bueno et al. (2008), entretanto, estes autores
observaram alteragdes (P<0,05) a partir de valores inferiores a 10.000 UFC mL™ e superiores a 1.000.000
UFC mL™. Isto evidencia, que valores inferiores a 100.000 UFC mL™ (atual limite da Unido Europeia,
Estados Unidos, Nova Zelandia, Australia e ainda pela norma brasileira a partir do dia 1° de julho de 2016),
podem mitigar os possiveis efeitos que a contaminagdo bacteriol6gica possa exercer sobre o teor de proteina
do leite. No entanto, esta correlagdo positiva e o0 nivel de significancia encontrado entre a CBT e o teor de
proteina, também ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois a elevacdo da contaminagédo
bacteriana pode ser decorrente da mastite, 0 que poderia contribuir para a alteracdo da permeabilidade dos
capilares sanguineos que permitem influxo de proteinas séricas (albumina sérica e imunoglobulinas) para o
interior da glandula maméria, a fim de combater a infeccdo (HARMON, 1994).

Andrade et al. (2009), encontraram decréscimo no teor de proteina com a elevacdo da CBT, o que
segundo Harmon (1994), pode ser decorrente da expressiva redugdo da fracdo de caseina. Nesse sentido,
guando a contagem bacteriana do leite é elevada, 0s microrganismos psicrotréficos podem produzir proteases
extracelulares que sdo liberadas no leite e contribuem de maneira significativa para a degradacdo de
proteinas (VIDAL-MARTINS et al., 2005). Estas proteases afetam predominantemente a k-caseina, de forma
semelhante a quimosina, liberando o caseinomacropeptideo (CMP), porém apresentam menor especificidade
que a quimosina. Isto ocorre, pois esta fragdo proteica esta situada na por¢do externa da camada de caseina
enquanto a B-caseina e a a-caseina situam-se nas camadas mais internas, sendo menos susceptivel a acéo das
proteases (DATTA & DEETH, 2003). Essa fracdo da proteina, ao ser hidrolisada, provoca desestabilizagdo
da micela caseinica, levando a coagulagdo do leite e, alterando a sua composicdo proteica, resultando no
acumulo de pequenos peptideos, os quais sdo responsaveis pelo desenvolvimento de sabor amargo e
adstringente (MA et al., 2000).

Os teores de lactose diminuiram (P<0,05) com o incremento da CBT (Tabela 2), a razdo de 2,08% da
primeira (<100.000 UFC mL™) para a Gltima classe (>1.000.000 UFC mL™). De forma semelhante, Bueno et
al. (2008) encontraram reducdo, porém de menor proporcao, ou seja, a uma taxa de 0,44% nos teores de
lactose, com a elevacdo dos valores de CBT do primeiro intervalo (<10.000 UFC mL™) para o Gltimo
(>1.000.000 UFC mL™).
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Apesar de ndo ser a principal causa, a elevacao dos valores de CBT pode ser resultante de distrbios
da glandula maméria, e a reducdo da lactose, pode ser decorrente da menor biossintese desse constituinte, ou
pelo aumento da permeabilidade da membrana que separa o leite do sangue, ocasionando perda de lactose
para corrente sanguinea. Porém, a diminuicdo dos valores da lactose com o aumento da contaminacao
bacteriana, provavelmente deve-se a acdo direta de patégenos mamarios que utilizam como principal
substrato, este carboidrato (HARMON, 1994). Assim, de maneira geral, pode-se dizer que o0s
microrganismos meso6filos predominam em situacBes que ha falta de condicBes basicas de higiene e
deficiéncias relacionadas a refrigeracdo do leite. Em tais circunstancias, bactérias como Lactobacillus,
Streptococos, Lactococos e algumas enterobactérias, atuam intensamente através da fermentacéo da lactose,
produzindo &cido lactico e gerando, consequentemente, acidez do leite, que € um dos problemas mais
frequentemente detectados ao nivel de plataforma. A acidez do leite pode ocasionar a coagulacdo da caseina
e, assim, limitar o seu uso para o processamento em seus derivados.

Os teores de minerais do leite ndo apresentaram modificacdes (P>0,05) a medida que se elevaram os
valores da CBT (Tabela 2), porém pode-se observar que o teor de minerais estd diretamente correlacionado
com o aumento da CBT (Tabela 3). A elevacdo dos valores de CBT pode ser resultante de distdrbios da
glandula maméria, e o incremento na concentracdo dos minerais com o aumento da contaminagao bacteriana,
segundo Shamay et al. (2003), embora o potéssio e o calcio diminuam, isto ocorre, em consequéncia do
aumento no teor de sddio e cloro através do epitélio lesado, uma vez que as concentracfes de sodio e cloro
no sangue sdo normalmente maiores que as do leite. Em relacéo a diminuicdo das concentragdes de calcio no
leite com a elevacdo da CBT, isto estaria associado a concomitante reducdo na sintese de caseina devido a
possivel inflamacéo da glandula mamaria, considerando que a maioria do célcio do leite estaria incorporado
nas micelas caseinicas (SANTOS & FONSECA, 2007). Contudo, este aumento na concentracdo de minerais
ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, pois, haveria substituicdo de elementos minerais
mais nobres (Ca, K) em detrimento de minerais de menor importancia nutricional (Na, CI), além de
proporcionar um desequilibrio salino do leite, o que poderia contribuir para a diminuicdo da estabilidade das
caseinas.

O teor de solidos ndo gordurosos aumentou a partir de 1.000.000 UFC mL™, enquanto a
concentracdo de solidos totais ndo alterou (P>0,05) a medida que se elevou a CBT (Tabela 2), isto se deve,
provavelmente ao comportamento obtido pelas varidveis que os constituem frente a elevacdo da CBT.

A CCS sofreu um aumento (P<0,05), somente da passagem da primeira (CBT<100.000 UFC mL™)
para a segunda classe de CBT (100.000 UFC mL*<CBT< 1.000.000 UFC mL™) (Tabela 2). Como dito
anteriormente, segundo Santos & Fonseca (2007) a mastite também pode influenciar na elevacdo da CBT,
principalmente quando causada por Streptococcus agalactiae ou em casos clinicos provocados por
Escherichia coli ou Streptococcus uberis. Entretanto, o leite de vacas com mastite clinica é na maioria das
vezes descartado, e entdo nestes casos nédo influenciariam a CBT no tanque de expansao.

Assim, 0 aumento da CBT deve-se provavelmente a elevacao da incidéncia de mastite subclinica por
Streptococcus agalactiae, que por sua vez pode estar relacionado com o aumento simultdneo dos valores de
CCS e CBT do leite.
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Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais apresentaram correlacdo positiva, ao passo
que a lactose e os solidos ndo gordurosos apresentaram correlacdo negativa com a CBTt (Tabela 3). Todavia,
as correlagdes foram de baixa magnitude e sem significado pratico. Analisando os resultados dos coeficientes
de determinacdo (R?), pode-se constatar que a variacdo dos componentes em funcdo da CBT atingiu no
maximo 3,92% para a lactose, seguido de 1,23% para a gordura, 1,04% para SNG, 0,022 para proteinas,
0,020 para ST . Resultados semelhantes da correlacdo entre proteina (r=0,04; P<0,001) e lactose (r=-0,04; P<
0,001) com a CBTt foram reportados por Bueno et al. (2008), entretanto, estes autores relataram correlagédo
negativa entre a gordura (r=0,03; P<0,001) e a CBTt, o que refletiu na auséncia de significancia na
correlacdo desta variavel com os sélidos totais. Por outro lado, neste estudo, observa-se correlacdo positiva
da gordura com a CBTt, 0 que por sua vez, repercutiu na correlacao positiva observada para os sélidos totais
frente a esta variavel (Tabela 3).

Pode-se observar que ndo houve correlacdo positiva entre a CBTt e as varidveis climaticas
(temperatura ambiente, umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica) (Tabela 4), fato que pode ser
justificado, pela relacdo existente entre estas varidveis com a maior presséo de infec¢do por microrganismos
ambientais, os quais estdo mais relacionados com casos de mastite clinica, como os causados por Escherichia
coli ou Streptococcus uberis (SANTOS & FONSECA, 2007). Considerando que normalmente o leite de
vacas com mastite clinica é descartado, esses casos ndo influenciariam a CBT do leite. Corroborando com
nossos resultados, Bueno et al. (2008) reportaram auséncia de correlacdo (P>0,05) entre a CBTt e a
temperatura ambiente. Por outro lado estes mesmos autores encontraram correlagéo significativa entre CBTt
e umidade relativa do ar (r=0,76; P<0,01) e CBTt e precipitacdo pluviométrica (r=0,93; P<0,001).

Na analise de variancia multivariada houve diferenca (P<0,05) entre os vetores de médias para as
classes de CBT, tanto pelo teste Wilks quanto pelos testes Pillai, Hotelling-Lawley e Roy. Os trés primeiros
autovalores foram significativos pelo teste da razdo de verossimilhanga, sendo que primeiro autovalor
explicou 71,29% e o segundo 24,51%, ou seja, 0s dois primeiros autovalores explicaram 95,80% da variagdo
total dos dados.

A andlise de componentes principais permite visualizar a proximidade/similaridade ou
distancia/dissimilaridade entre as diferentes classes de CBT (Figura 1). As varidveis que explicaram a
variabilidade no eixo x (componente principal 1) foram gordura (r= 0,9120; P<0,05), minerais (r= 0,9663;
P<0,01), lactose (r= -0,9059; P<0,05) e ECS (r=0,9165; P<0,05) ao passo que a variavel que explicou a
variabilidade no eixo y (componente principal 2) foi a proteina (r= 0,9161; P<0,05).

Todavia, conforme inspecdo grafica visual ndo se pode concluir sobre o nimero ideal de grupos
entre tratamentos. Dessa forma, procedeu-se a andlise de agrupamento utilizando o algoritmo hierarquico
aglomerativo de Ward como método de agrupamento e a distancia euclidiana quadratica como medida de
dissimilaridade, e, juntamente com o auxilio estatistico do coeficiente de correlacdo cofenética (CCC),
pseudo-F e pseudo-t2, permitiu constatar-se que o numero ideal de grupos formados entre tratamentos foi
trés, dos quais um grupo englobando as classes de CBT 2, 3, 4 e 5 (tratamentos) (Figura 1). Portanto, o leite

com CBT superiores a 100.000 até 1000.000 UFC mL™ apresenta a mesma qualidade quimica e contagem de
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celulas sométicas, ou seja, ndo se justifica a criagcdo de extratos intermediarios nesta amplitude para avaliacéo
do efeito da CBT sobre estas variaveis.

Os padrdes legais minimos de CBT de 600.000 UFC mL™ (atual limite brasileiro) e de 500.000 UFC
mL™ (limite brasileiro proposto para o dia 30 de junho de 2014 a 30 de junho de 2016) ndo resultariam em
melhorias na qualidade quimica e da CCS do leite, enquanto que o limite proposto pelos paises membros da
Unido Europeia, Nova Zelandia, Australia, Estados Unidos e ainda pela norma brasileira a partir do dia 1° de
julho de 2016 (100.000 UFC mL™), se considerados como obrigacdo de quem produz, acarretariam
melhorias significativas destes indicadores de qualidade.

Na dispersdo gréafica (Figura 1), além da formacdo de um grupo englobando as classes de CBT 2,3,4
e 5, observa-se a formacdo de 2 grupos com elevada dissimilaridade. Estes grupos distintos sdo formados
pelo tratamento 1 (CBT<100.000 UFC mL™) e o tratamento 6 (CBT>1.000.000 UFC mL™), e diferem entre
si, principalmente em relacdo ao eixo x (componente principal 1).

Dessa maneira, o grupo formado pelos maiores valores de CBT (CBT>1.000.000 UFC mL™) possui
concentracdes superiores de gordura, minerais e ECS e menores valores de lactose, quando comparado com
o grupo de menores valores de CBT (CBT<100.000 UFC mL™). Porém, como reportado anteriormente, o
aumento nos teores de gordura e minerais a medida que se eleva a CBT, ndo pode ser considerado favoravel
a qualidade do leite, visto que ocorre possivelmente como resultado indireto da inflamacdo da gléandula
mamaria e acdo direta de patdgenos sobre estes constituintes, que se reflete respectivamente, na maior CCS e
menor lactose encontrada. Paralelamente, deve-se considerar a possivel limitagdo do método analitico em
relacdo a determinacdo de proteina e gordura, onde o principio esta baseado na determinacdo total destes
constituintes, sem levar em consideracao as fragcdes protéicas e lipidicas, como valores de caseina e acidos
graxos livres. Desta maneira, a metodologia utilizada, apesar de detectar um aumento dos teores totais de
gordura e proteina com a elevacdo da CBT, poderia estar mascarando possiveis alteragdes qualitativas,
principalmente em relagdo a composicdo destas varidveis, evidenciando-se possiveis restricdes a sistemas de
pagamento com base na composigdo centesimal do leite sem considerar a CBT.

Assim, diante do exposto, CBT superior a 100.000 UFC mL™, ja poderia trazer sérios prejuizos para
a qualidade do leite, indicando sérias falhas de higiene na producdo. No mesmo sentido, valores mais
elevados que 1.000.000 UFC mL™ possivelmente trariam prejuizos ainda mais sérios a matéria-prima e
consequentemente a industria de derivados lacteos.

Dessa forma, diante dos elevados resultados de CBT reportados por este e outros estudos realizados,
aliado a evidéncia que a norma regulatéria brasileira, até o dia 30 de junho de 2016 (periodo que compreende
os limites de 600.000 e 500.000 UFC mL™), ndo seja capaz de mitigar os efeitos da CBT sobre os
constituintes do leite, torna-se necessario a implantacdo de programas de pagamento por qualidade, a fim de
minimizar as possiveis perdas para a inddstria lactea, referentes a este periodo. Essa suposicao reforca-se,
devido as experiéncias positivas obtidas em paises de pecudria leiteira desenvolvida, como nos membros da
Unido Europeia, que as indUstrias adaptaram-se a sistemas de pagamento que penalizam o leite fora das

especificacdes e bonificam aquele que tem melhores caracteristicas que os critérios exigidos por lei, e nos
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Estados Unidos e Canad4, que também adotaram essas ferramentas para melhoria da qualidade do leite cru
(PAIVA et al., 2012).

Desse modo, sugere-se um sistema de bonificacdo e penalizagdo de qualidade do leite baseado na
CBT, onde: produtores que entreguem leite com valores de CBT menores que 100.000 UFC mL™, recebam
bonificacdes e maiores que 1.000.000 UFC mL™, penalizacdes.

Sistemas de bonificacdo e penalizacdo baseados nos achados deste estudo possibilitariam que o leite
brasileiro alcancasse padrdes internacionais de qualidade, e ainda possivelmente reduzir-se-iam prejuizos
industriais impactantes ocasionados pelo alto efetivo microbiano, como: acidificacéo e coagulacéo, producéo
de gés, geleificacdo, sabor amargo, coagulacdo sem acidificacdo, aumento da viscosidade, alteracdo de cor,
producdo de sabores, odores variados, dentre outros, 0s quais diminuem a vida de prateleira e o rendimento
industrial dos dervivados lacteos (GIGANTE, 2004).

Conclusoes

Os teores de gordura, proteina, minerais e sélidos totais estdo diretamente correlacionados com o
aumento da CBT, o que ndo deve ser considerado favoravel a qualidade do leite, e sim resultado de possiveis
efeitos diretos desta varidvel, ou indiretos pela inflamacdo da glandula mamaria, enquanto, a lactose e 0s
solidos desengordurados apresentaram correlacdo inversa. As varidveis climaticas (temperatura ambiente,
umidade relativa do ar e precipitacdo pluviométrica) ndo apresentaram correlacdo significativa (P>0,05) com
a CBT. Através da andlise de componentes principais seguida da analise de agrupamento consta-se que leites
com CBT superiores a 100.000 até 1.000.000 UFC mL™, apresentam a mesma qualidade quimica e contagem
de células sométicas, ndo justificando a estratificacdo de intervalos nesta amplitude de variagdo para estudar
o efeito da CBT nestas varidveis. Paralelamente, observa-se que somente limites de normas regulatérias ndo
sdo suficientes para melhorar a qualidade do leite, sugerindo-se parametros para sistemas de pagamento

baseado na bonificacdo e penalizacdo em relagdo a CBT.
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Tabela 1 — Estatistica descritiva, com o niumero de observagdes (n), minimos (Min), méximos (Méax), médias
(Méd), desvios padrdo (DvPad), erros padréo (ErrPad) e coeficientes de variacdo (CV) das varidveis gordura
(Gord), proteina (Prot), lactose (Lact), minerais, s6lidos ndo gordurosos (SNG), sélidos totais (ST),
contagem de células sométicas (CCS), escore linear da contagem de células somaticas (ECS), contagem
bacteriana total (CBT) e logaritmo natural da CBT ou CBT transformada (CBT?).

Variavel n Min Max Méd DvPad ErrPad Cv
Gord 44.089 2,20 5,10 3,58 0,38 0,00 10,47
Prot 44.089 2,29 391 3,09 0,21 0,00 6,87
Lact 44.089 3,65 4,91 4,34 0,16 0,00 3,72
Minerais 44.089 0,39 1,51 0,97 0,10 0,00 10,13
SNG 44.089 7,16 9,71 8,39 0,33 0,00 3,97
ST 44.089 9,99 14,07 11,98 0,57 0,00 4,79
CCs 44,089  1000,00  3729000,00 711.883,87 491583,32 2341,16 69,05
ECS 44.089 6,32 18,19 15,43 1,14 0,01 7,37
CBT 44,089  1000,00 16700000,00 2963667,54  3208299,66  15279,52 108,25
CBTt 44.089 6,91 16,63 14,14 1,45 0,01 10,27
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Tabela 2 — Médias ajustadas dos teores de gordura (Gord), proteina (Prot), lactose (Lact), minerais (Min),
solidos ndo gordurosos (SNG), solidos totais (ST) e do escore linear da contagem de células sométicas (ECS)
com seus respectivos erros padrdo da média (entre parénteses) em funcdo das distintas classes de contagem
bacteriana total (CBT) de 44.089 amostras de leite analisadas de junho de 2008 a dezembro de 2011.

CBT

(x1.000 UFC Gord Prot Lact Min SNG ST ECS
'mL-l) (%) (%) (%) (%) (%) (%) [log2(CCS/100)]+3
CBT<100 3,49¢ 3,08 4,41° 0,960° 8,46° 11,94 15,28"
< (0.007)  (0,004) (0,003) (0,002) (0,007)  (0,011) (0,022)
3,563 3,09° 4,39 0,963° 8,44° 11,97 15,43°
100<CBT<300  5006)  (0,003) (0,002) (0,001) (0,005)  (0,008) (0,017)
3550 309"  437° 0965 843 11,98 15,42°
300<CBT=600  g506)  (0,003) (0,002) (0,001) (0,005  (0,009) (0,017)
3,55% 3,10°  436“ 0,966 8,42° 11,97 15,46°
600<CBT<750  (h009)  (0,004) (0.003) (0,002) (0,008)  (0,013) (0,026)
3,57 3,10° 4,35 0,968° 8,42° 11,99 15,46°
7S0<CBT=I000 h607)  (0,004) (0,003) (0,002) (0,006)  (0,011) (0,022)
361° 308 432  0966°  837° 11,98 15,44°
CBT>1000 (0,002)  (0,001) (0,001) (0,001) (0,001)  (0,003) (0,007)
Média 3,58 308 434 097 839 11,98 14,14
P-value! <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
CV?2 10,36 686 354 1012 3,95 4,78 10,19

Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna diferem (P<0,05) entre si pelo teste de Tukey
Valor probabilistico
“Coeficiente de variacéo
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Tabela 3 - Correlacdo linear simples da contagem bacteriana total transformada (CBTt) ou logaritmo natural
da CBT e os teores de gordura, proteina, lactose, minerais, solidos ndo gordurosos (SNG), solidos totais

(ST), escore linear de células somaticas (ECS) de 44.089 amostras de leite analisadas de junho de 2008 a
dezembro de 2011
CBTt
Variavel (logUFC mL™)
@ R2®)

Gordura (%) 0,111*** 0,01232
Proteina (%) 0,015** 0,00022
Lactose (%) -0,198*** 0,03920
Minerais (%) 0,013** 0,00016
SND (%) -0,102*** 0,01040
ST (%) 0,014** 0,00020
WECS (céls mL™) 0,006™ 0,00004

"™ Né&o significativo; * P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001

'Escore linear da contagem de células soméaticas(SHOOK, 1993)
“Coeficiente de correlacéo linear simples

*Coeficiente de determinacdo (EBERHART et al., 1982)
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Tabela 4 - CorrelagGes lineares simples do logaritmo natural da contagem bacteriana total (CBT) ou
contagem bacteriana total transformada (CBTt) de 44.089 amostras de leite analisadas de junho de 2008 a
dezembro de 2011 com as médias mensais das variaveis meteoroldgicas (temperatura média, umidade
relativa do ar e precipitagdo pluviométrica) durante o periodo experimental

CBTt
(logUFC mL™)
Variaveis Climéaticas r® R?®
Temperatura média (°C) 0,190™ 0,03610
Umidade relativa do ar (%) -0,286"™ 0,08179
Precipitacdo (mm) 0,057™ 0,00325

™ ndo significativo; *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001
@ Coeficiente de correlagéo linear simples
@ Coeficiente de determinacdo (EBERHART et al., 1982)
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Componete principal 2

'4 T T T T T T T 1
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Componente Principal 1

Figura 1 — Dispersdo grafica das diferentes classes da CBT obtidas a partir de 44.089 amostras de leite
analisadas de junho de 2008 a dezembro de 2011 (1: CBT<100.000; 2: 100.000<CBT<300.000; 3:
300.000<CBT<600.000; 4: 600.000<CBT<750.000; 5: 750.000<CBT<1.000.000; 6: >1.000.000 UFC mL'l)
em fungéo dos dois primeiros componentes principais.



4 DISCUSSAO

O termo qualidade é amplamente discutido nos diversos setores envolvidos com a
cadeia lactea mundial, entre eles, produtores, industrias laticinistas e a comunidade cientifica.
Dessa maneira, o leite para ser caracterizado como de boa qualidade, deve apresentar as
seguintes caracteristicas sensoriais, nutricionais, fisico-quimicas e microbiolégicas: sabor
agradavel, alto valor nutritivo, auséncia de agentes patogénicos e contaminantes, reduzida
contagem de células somaticas (CCS) e baixa carga microbiana.

Nos ultimos anos, o Brasil tem apresentado grandes avancos em relacdo a qualidade
microbiolégica do leite, principalmente ap6s a implantacdo das normas regulatdrias
instauradas pela legislacdo nacional no decorrer das Ultimas décadas, além da valorizacdo da
matéria-prima com caracteristicas diferenciadas pelas inddstrias para incentivar o produtor a
investir em cuidados que resultem em melhorias na qualidade do produto. No entanto,
problemas relacionados a infeccdo da glandula mamaria dos animais de producdo podem
resultar em leite com altas contagens de células somaticas e contagens bacterianas total.

Nesse contexto, varios trabalhos cientificos tém procurado estimar o efeito que a
mastite e a CCS exercem sobre os constituintes do leite, porém os resultados reportados séo
extremamente contraditorios. Por outro lado, sabe-se que a CBT tem potencial em causar
efeitos adversos sobre a composicdo do leite, prejudicando o rendimento industrial e a
seguranca alimentar de seus derivados, entretanto, resultados sobre o efeito da elevagdo da
CBT sobre a qualidade quimica do leite sdo escassos na literatura.

Dessa maneira, objetivou-se com este estudo caracterizar o efeito da CCS e CBT sobre
a composicdo quimica do leite e avaliar a influéncia que as variaveis climaticas exercem sobre
estes indicadores higiénico-sanitarios, empregando um tempo representativo de coleta de
dados, minimizando possiveis efeitos aleatdrios que levariam a erros de interpretacéo.

A temperatura ambiente apresentou correlagdo positiva e significativa com o escore de
células somaticas, enquanto a precipitacdo pluviométrica e umidade relativa do ar auséncia de
correlacdo. Por outro lado, as variaveis climéaticas ndo apresentaram correlagdo significativa
com a CBT. Os teores de gordura, proteina, minerais e solidos totais foram diretamente
correlacionados com a CCS e a CBT, enquanto que os sélidos ndo gordurosos e a lactose
apresentaram comportamento inverso. Todavia, as correlacbes foram de baixa magnitude e

sem significado préatico. Dessa forma ao se observar os coeficientes de determinacdo (R,
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constata-se que a variacdo do escore linear de células somaticas (ECS) respondeu por apenas
2,19% da variacdo do teor de gordura, 0,21% do teor de proteina, 9,73% do teor de lactose,
0,21% do teor de minerais, 1,19% do teor de SNG e 0,11% do teor de ST. Por outro lado a
variacdo do logaritmo natural da contagem bacteriana total (CBT) ou CBT transformada
(CBTt) respondeu por apenas 1,23% da variagdo do teor de gordura, 0,02% do teor de
proteina, 3,92% do teor de lactose, 0,02% do teor de minerais, 1,04% do teor de SNG e por
0,02% do teor de ST. Nesse contexto, os efeitos observados na composicdo centesimal do
leite, podem ser explicados em maior propor¢do pela variacdo da CCS do que da CBT. A
andlise de componentes principais (ACP) seguida pelo método hierarquico aglomerativo de
agrupamento permitiu constatar que leites com CCS de 401.000 a 750.000 céls mL™ e CBT
de 100.000 a 1.000.000 UFC mL™, apresentam a mesma qualidade, ndo justificando a
estratificacdo de intervalos nesta amplitude de variacdo, tanto pela legislacdo, quanto por
estudos futuros. Paralelamente, observa-se que somente limites de normas regulatorias nao
séo suficientes para melhoria da qualidade do leite, sugerindo-se, parametros para sistemas de
pagamento baseado na bonificacdo e penaliza¢do em relacdo a CCS e CBT do leite.

Assim, sistemas de bonificacGes e penalizacdes baseados nos achados deste estudo,
além de possivelmente acarretar em resultados significativos a curto e médio prazo, pois
incentivariam o produtor a investir em cuidados, principalmente no que se refere a CBT e
CCS, possibilitaria que o leite brasileiro alcancasse padrdes internacionais de qualidade, e
ainda possivelmente reduzir-se-iam prejuizos industriais impactantes ocasionados pelo alto

efetivo microbiano e pelas altas contagens de células somaticas.



5 CONCLUSAO

Os teores de gordura, proteina, minerais e sélidos totais foram diretamente
correlacionados com a CCS e a CBT, enquanto que os solidos ndo gordurosos e a lactose

apresentaram comportamento inverso;

A variacdo dos constituintes do leite € explicada em maior proporcdo pela contagem

de células somaticas, do que a contagem bacteriana total;

A temperatura ambiente apresentou correlacdo positiva e significativa com a CCS,

enguanto a precipitacdo pluviométrica e a umidade relativa do ar, auséncia de correlacéo;

As variaveis climéticas (temperatura ambiente, precipitacdo pluviométrica e umidade

relativa do ar) ndo apresentaram correlacédo significativa com a CBT;

A andlise de componentes principais (ACP) seguida pelo método hierarquico
aglomerativo de agrupamento permitiu constatar que leites com CCS superiores a 400.000 até
750.000 céls mL™ e CBT maiores que 100.000 até 1.000.000 UFC mL™, apresentam a mesma

qualidade, ndo justificando a estratificacao de intervalos nesta amplitude de variacao.

Paralelamente, observa-se que somente limites de normas regulatérias ndo sao
suficientes para melhoraria da qualidade do leite, sugerindo-se, pardmetros para sistemas de

pagamento baseado na bonificacdo e penaliza¢do em relacdo a CCS e CBT do leite.
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Salvar e ir para 0 passo seguinte.

4.A identificacdo de autoria do trabalho foi removida do arquivo
e da opcdo Propriedades no Word, garantindo desta forma o
critério de sigilo da revista, caso submetido para avaliagdo por
pares (ex.: artigos), conforme instrugdes disponiveis em
Assegurando a Avaliagdo Cega por Pares.

5.0s arquivos para submiss&o estdo em formato Microsoft Word,
OpenOffice ou RTF (desde que ndo ultrapassem 2MB)

6.0 texto estd em espago 1,5; fonte Time New roman de
tamanho 11; emprega italico em vez de sublinhado (exceto em
enderecos URL);

O texto segue os padrdes de estilo e requisitos bibliograficos
descritos em Diretrizes para Autores, na se¢do Sobre a Revista.
7.URLs para as referéncias foram informadas quando necessario.
8.Taxa de Submissdo de novos artigos

Declaragdo de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de
direito do autor. Em virtude da aparecerem nesta revista de
acesso publico, os artigos sdo de uso gratuito, com atribuicdes
préprias, em aplicagdes educacionais e ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteragdes
de ordem normativa, ortografica e gramatical, com vistas a
manter o padrdo culto da lingua e a credibilidade do veiculo.
Respeitard, no entanto, o estilo de escrever dos autores.
Alteracdes, corregdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo
encaminhadas aos autores, quando necessario. Nesses casos, 0S
artigos, depois de adequados, deverdo ser submetidos a nova
apreciacao.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sdo de sua
exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados
exclusivamente para os servigos prestados por esta publicagdo,
ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a terceira



