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COMPOSICAO, CELULARIDADE E PERFIL BIOQUIMICO DO LEITE DE
VACAS HOLANDESAS PRIMIPARAS E PLURIPARAS DURANTE AS
FASES DA LACTACAO

RESUMO - O objetivo do estudo foi verificar a influéncia da ordem de
parto e do estagio da lactacdo na composicdo e na contagem de células
somaticas do leite e no perfil bioquimico do soro lacteo de vacas Holandesas
primiparas e pluriparas na fase inicial (primeiro ao terceiro més de lactagéo),
fase intermediaria (quarto ao sétimo més de lactacéo) e fase final da lactacéo
(oitavo ao décimo més de lactacdo). Para isso, foi feita a triagem de 236
guartos mamarios de 68 fémeas lactantes, primiparas e pluriparas, com 16 a
290 dias em lactacdo, sem alteracdes na glandula mamaéria, negativos no teste
da caneca de fundo escuro e no California Mastitis Test (CMT), e coletado igual
namero de amostras de leite para a determinacdo dos teores de gordura
(GORD), proteina (PROT), lactose (LACT), solidos totais (ST) e extrato seco
desengordurado (ESD), pelo método de infravermelho, e contagem de células
somaticas (CCS), pelo método de citometria de fluxo, em contador automatico.
Somente as amostras de leite com CCS < 200.000 células/mL, de 58 fémeas
lactantes, foram selecionadas para o estudo (n=200) e alocadas em trés
grupos, de acordo nimero de lactagdo dos animais: amostras de leite de
fémeas de primeira lactacéo (G1; n=76), amostras de leite de fémeas com duas
ou trés lactagbes (G2; n=73) e amostras de leite de fémeas com quatro a seis
lactacbes (G3; n=51) e em trés momentos, de acordo com o estagio de
lactacdo (fase inicial, fase intermediaria e fase final). Apds a obtencao do soro
lacteo, foram determinadas as atividades das enzimas gamaglutamiltransferase
e fosfatase alcalina e as concentragcfes de proteina total, albumina, célcio total,
fésforo, magnésio, ferro, cloretos, sodio, potassio e calcio ionizado. Houve
influéncia da ordem de parto e da fase da lactacdo na CCS do leite das fémeas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3), enquanto que a composi¢ao do leite
(GORD, PROT, LACT e ST) foi influenciada apenas pela ordem de parto. O
estagio de lactacdo influenciou todos os parametros bioquimicos avaliados no
soro lacteo. A ordem de parto também influenciou o perfil bioquimico do soro
lacteo, exceto a concentracdo de ferro. Ressalta-se que a metodologia da
amostragem utilizada no estudo, por quarto mamario e antes da ordenha,
interferiu negativamente na mensuragdo dos teores de gordura do leite. O
conhecimento mais detalhado das variagcOes fisioldgicas que influenciam a
composicdo do leite pode contribuir para o estabelecimento de intervalos de
valores de normalidade mais precisos e especificos para monitorar a satude da
glandula mamaria.

Palavras-chave: CCS, CMT, estagio da lactacédo, ordem de parto, soro lacteo



COMPOSITION, CELLULARITY AND BIOCHEMICAL PROFILE OF MILK
FROM PRIMIPAROUS AND PLURIPAROUS HOLSTEIN COWS DURING
THE STAGES OF LACTATION

ABSTRACT - The aim of the study was to verify the influence of calving
order and stage of lactation on milk composition, somatic cell count and
biochemical profile of whey from primiparous and multiparous Holstein cows in
initial phase (first to third month of lactation), intermediate phase (fourth to
seventh month of lactation), and final phase of lactation (eighth to tenth month
of lactation). For this, 236 mammary quarters from 68 lactating, primiparous and
pluriparous females, with 16 to 290 days in lactation, with no changes in the
mammary gland, negative in strip cup test and in California Mastitis Test (CMT),
were screened and an equal number of milk samples were collected to
determine fat (FAT), protein (PROT), lactose (LACT), total solids (TS) and
defatted dry extract (DDE) contents, by infrared method, and somatic cell count
(SCC), by flow cytometry, in automatic counter. Only milk samples with SCC <
200,000 cells/mL, from 58 lactating females, were selected for the study
(n=200) and allocated into three groups, according to number of lactations of
animals: milk samples from females with one lactation (G1; n=76), milk samples
from females with two or three lactations (G2; n=73) and milk samples from
females with four to six lactations (G3; n=51) and at three moments, according
with the lactation stage (initial phase, intermediate phase and final phase). After
obtaining the whey, gamma-glutamyltransferase and alkaline phosphatase
activities, and total protein, albumin, total calcium, phosphorus, magnesium,
iron, chlorides, sodium, potassium and ionized calcium concentrations were
determined. There was an influence of calving order and lactation stage on
SCC of milk samples from primiparous (G1) and pluriparous (G2 and G3)
females, while milk composition (FAT, PROT, LACT and ST) was influenced
only by order of calving. The lactation stage influenced all biochemical
parameters evaluated in whey. Calving order also influenced biochemical profile
of whey, except the iron concentration. It is noteworthy that sampling
methodology used in the study, per mammary quarter and before milking, had a
negative impact on measurement of milk fat content. More detailed knowledge
of the physiological variations that influence milk composition can contribute to
the establishment of more accurate and specific ranges of normal values to
monitor the health of mammary gland.

Keywords: SCC, CMT, stage of lactation, calving order, whey



CAPITULO 1 - Consideracdes gerais

1. Introducéao

A cadeia produtiva do leite é uma das principais atividades econdmicas
do Brasil, com forte efeito na geracdo de emprego e renda. Presente em 98%
dos municipios brasileiros, a producao de leite envolve mais de 1,3 milhdes de
produtores no campo, com destaque para as pequenas e médias propriedades,
além de gerar aproximadamente milhdes de empregos nos demais segmentos
da cadeia. Em 2019, o valor bruto da producéo primaria de leite atingiu quase
R$35 bilhdes, o sétimo maior dentre os produtos agropecuarios nacionais
(BRASIL, 2020; Silva et al., 2023). Ja na industria de alimentos, esse valor
mais do que duplica, com o faturamento liquido dos laticinios atingindo R$ 70,9
bilhdes, atras apenas dos setores de derivados de carne e beneficiados de
café, cha e cereais (ABIA, 2020).

Os numeros expressivos demonstram a importancia de um setor que
vem passando por grande transformacdo ao longo das ultimas duas décadas.
Nesse periodo, a producdo de leite aumentou quase 80% utilizando
praticamente 0 mesmo numero de vacas ordenhadas, gracas a elevacdo da
produtividade do rebanho. Muitas outras mudancas ocorreram na estrutura de
producdo, entre elas uma reducdo expressiva do numero de produtores e a
intensificacdo dos sistemas de producdo. Gracas a adocdo de novas
tecnologias foi possivel um aumento significativo da produtividade dos animais,
da terra e da méo-de-obra e consequentemente da escala de producédo das
fazendas (Rocha et al., 2020).

O Brasil € o quarto maior produtor mundial de leite (36 bilhdes de
litros/ano), com destaque para os estados de MG, PR, RS, SC, GO e SP,
ficando atras apenas dos Estados Unidos da América, india e China (FAO,
2022; IBGE, 2022).

A raca Holandesa é amplamente reconhecida como a lider mundial na
producdo de leite, sendo encontrada em praticamente todos os paises com
pecuaria desenvolvida. Sua capacidade de produzir grandes quantidades de
leite ao longo da lactagdo a torna extremamente lucrativa, impulsionado a

demanda pela raca em todo o mundo (Augusto, 2023).



A composicao do leite pode ser influenciada por diversos fatores como
raca, estagio de lactacdo, ordem de lactacdo, manejo nutricional, saude da
glandula mamaéria e estacfes do ano (Dobrani¢ et al., 2008). Assim, 0 presente
estudo tem como objetivo verificar a influéncia dos fatores fisioldgicos (ordem
de parto e estagio da lactacdo) na composicdo do leite de vacas da raca
Holandesa sem alterac6es no exame fisico da glandula mamaria e cujo leite
manteve-se negativo ao teste da caneca de fundo escuro e CMT e com CCS <
200.000 células/mL.

2. Revisao de Literatura

A glandula mamaria dos bovinos é composta por quatro quartos
mamarios distintos, cada um com uma complexidade de tecidos que
desempenham func¢des essenciais para a producao e armazenamento do leite
(Cruz, 2011).

A ejecao do leite fora da glandula mamaria € um processo complexo que
depende do mecanismo neuro-hormonal ou reflexo de ejecdo do leite. Esse
reflexo € instintivo e ndo estd sob o controle consciente do animal.
Basicamente, quando o mecanismo € ativado, ocorre a liberagdo de ocitocina
na corrente sanguinea, o que faz com que as células mioepiteliais ao redor dos
alvéolos se contraiam, forcando a expulséo do leite (Ribeiro, 2021).

Do ponto de vista fisiologico, o leite € um fluido biol6gico obtido da
secrecdo das glandulas mamarias das fémeas mamiferas com a finalidade de
alimentar suas crias (Walstra e Jenness, 1986). Além de ser uma fonte rica em
nutrientes, a secrecdo lactea também é composta por imunoglobulinas,
enzimas, fatores de crescimento, horménios e agentes antibacterianos
(Sanches, 2023).

Legalmente, o leite é definido como o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condigbes de higiene, de vacas sadias, bem
alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017). Ele deve ser livre de agentes
patogénicos e contaminantes, com uma baixa contagem de células somaticas.
Ademais, ndo deve conter sedimentos ou materiais estranhos, e seu sabor

deve ser levemente adocicado e aroméatico (Sanches, 2023).



Ja do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma solucdo aquosa de
lactose, sais organicos e inorganicos, no qual estdo dispersas particulas
coloidais de trés tamanhos: proteinas do soro dissolvidas ao nivel molecular,
caseina dispersa como grandes agregados coloidais (micelas) (50 a 500 nm), e
lipideos emulsificados como grandes globulos (1 a 20 um) (Fox, 2004).

O leite bovino é composto por uma parte liquida, representada pela agua
(87%), e uma parte sélida, que consiste em dois grupos de componentes: 0
extrato seco total (EST) ou sélidos totais (ST), que inclui gordura (3 a 4%),
lactose (5%), proteinas (3,5%) e minerais (1,2%) e o0 extrato seco
desengordurado (ESD), que engloba todos os componentes, exceto a gordura
(Walstra et al., 2005; Ferreira et al., 2019). Ja o soro lacteo se refere a parte
liguida remanescente apds a coagulacdo do leite. Sua composicdo difere do
leite in natura porque a maior parte da caseina foi removida no processo de
coagulacdo. Em relacdo aos sélidos totais do soro lacteo, aproximadamente
70% sdo compostos por lactose e 20% séo constituidos pelas proteinas
soluveis (Révillion et al., 2000; Oliveira, 2009; Ziegler e Sgarbieri, 2009).

Os principais minerais encontrados no leite sdo o célcio e fosforo. Esses
minerais séo utilizados em grandes quantidades pelo animal neonato para o
crescimento dos 0ssos e desenvolvimento dos tecidos moles. Como eles estdo
basicamente associados as micelas de caseina, o0 soro lacteo tem,
relativamente, menores teores desses minerais em comparagao com o leite in
natura (Gonzalez, 2001). O leite também contém pequenas quantidades de
outros minerais encontrados no organismo animal, como ferro e cobre (Vidal e
Saran Netto, 2018).

O leite também possui uma composicdo de sais minerais e eletrolitos
diferente da encontrada no plasma sanguineo devido a atividade secretoéria da
glandula mamaria. As concentragdes de sodio e cloretos no leite sao
significativamente menores que as concentracdes observadas no plasma,
enquanto que as concentracdes de calcio, potassio, magnésio e fosfato séo
consideravelmente maiores (Zafalon e Nader Filho, 2007). Ademais, as
concentracbes de sodio, potassio e cloretos no leite constituem o segundo
maior determinante do volume de agua presente no leite, pela presséo
osmatica desses ions, complementando o efeito da lactose na determinacdo do
volume de agua no leite (Vidal e Saran Netto, 2018).



As enzimas, um grupo de proteinas que tém a habilidade de acelerar os
processos bioquimicos, sao fortemente influenciadas pela temperatura e pelo
pH. Geralmente possuem uma temperatura 6tima de atividade entre 25°C e
50°C e acima dessa temperatura, elas iniciam o processo de desnaturacdo
(inativacdo enzimatica). Quanto ao pH, o valor 6timo depende de cada enzima.
Assim, a presenca ou auséncia da atividade de certas enzimas também
secretadas pela glandula maméaria, como a fosfatase alcalina (FA) e
gamaglutamiltransferase (GGT), sdo muito utilizadas para monitorar o
tratamento térmico do leite (Vidal e Saran Netto, 2018). Além disso, a atividade
da GGT também pode ser utilizada para monitorar a transferéncia de
imunidade passiva nos ruminantes recém-nascidos (Feitosa et al., 2010).

Atualmente, a qualidade do leite € o fator mais importante na selecao de
animais para a producao leiteira. Além da qualidade microbiologica do leite, o
volume de sdlidos totais, representado principalmente pelos teores de gordura
e proteinas, e a quantidade produzida por lactacdo também séo levados em
consideracdo. Nesse contexto, a raca Holandesa de pelagem preta e branca se
destaca por sua alta producéo, qualidade e facilidade de manejo. Por esse
motivo, € uma das racas mais valorizadas para a producdo leiteira, pois se
adapta muito bem ao sistema de producéo, além de produzir leite com um bom
volume de sdlidos totais (Silva et al., 2023).

Isso é particularmente importante, uma vez que o numero de laticinios
que bonificam o produtor com base no teor de sélidos tem aumentado no pais,
visto que a producdo de derivados do leite necessita de uma matéria-prima
com altas concentracBes de gordura e proteina para a sua obtengdo (Roma
Junior et al., 2009; Vidal e Saran Netto, 2018; Raymundy, 2023). Esses fatores
combinados fazem da raca Holandesa a escolha ideal para produtores que
buscam maximizar seu ganho financeiro e garantir uma producdo de leite
consistente e de alta qualidade (Augusto, 2023).

De acordo com dados da Associacao Brasileira dos Criadores de
Bovinos da Raca Holandesa (ABCBRH), as lactacbes das vacas adultas sao
padronizadas em 305 dias. As fémeas séo cobertas pela primeira vez entre 0s
16 e 18 meses de idade, e o primeiro parto ocorre entre os 25 e 27 meses de

idade, com uma gestacdo média de 280 dias. O intervalo entre os partos varia



de 15 a 17 meses e a producdo média de leite das vacas Holandesas varia de
4 mil a 7 mil kg por lactacdo (Augusto, 2023; Silva et al., 2023).

Diversos fatores fisioldégicos, ambientais e sanitarios podem afetar a
producdo, composicdo e qualidade do leite bovino como a raca, idade da
fémea, numero de crias, dias em lactacdo, nutricdo, sazonalidade e saude da
glandula mamaria (Fonseca, 2021b).

Vacas da raga Holandesa produzem leite com cerca de 12 a 14% de
sélidos totais, compostos por proteinas (2,5 a 4%), gordura (3 a 5%) e lactose
(5%) (Fonseca, 2021a).

A capacidade de producédo de leite esta diretamente ligada a idade e a
ordem de parto das fémeas. Como resultado, as vacas primiparas, que ainda
estdo em fase de crescimento e desenvolvimento da glandula mamaria,
apresentam uma menor capacidade produtiva em comparacdo com as vacas
multiparas (Costella, 2021; Fonseca, 2021a). O pico de producdo ocorre,
aproximadamente, entre a terceira e a quarta lactacdo, quando entdo a
produtividade comeca a declinar (Freitas et al., 2001; Teixeira et al., 2003,
Magalhées et al., 2006; Noro et al., 2006; Andrade et al., 2007).

Com relagcdo ao estadgio de lactacdo, as vacas apresentam uma
ascensao da producdo de leite que vai do parto até os 60 dias, quando
geralmente ocorre o pico de producdo. Passado esse periodo, 0s animais
tendem a manifestar um decréscimo da producdo de leite a medida que a
lactacdo avanca, culminando com a secagem do animal devido a gestacdo
avancada ou a baixa producao (Molento et al., 2004).

Em relacdo a composicdo do leite, a gordura é o componente que
apresenta a maior variagao dentro de uma mesma raca e a alimentagéo exerce
grande influéncia na sua concentracdo, uma vez que 0S principais precursores
de gordura no leite tém relacédo direta com a dieta consumida pelos animais
(Factori et al., 2023). Os alimentos volumosos, ricos em fibras, desempenham
um papel essencial no metabolismo do riumen, ajudando a manter o pH
adequado e promovendo uma mastigacdo mais intensa. Além disso,
contribuem para a concentracdo de gordura no leite (Rosa, 2019).

Por outro lado, a quantidade de proteinas é determinada geneticamente
enquanto que a de lactose varia de acordo com o volume de leite produzido. As
principais proteinas presentes no leite sdo as caseinas, a B-lactoglobulina e a



a-lactoalbumina. Essas proteinas sao sintetizadas exclusivamente na glandula
mamadria, ndo sendo encontradas em outros tecidos ou fluidos biologicos, e sdo
muito importantes do ponto de vista nutricional, fornecendo todos o0s
aminoacidos necessarios para o desenvolvimento do recém-nascido. Além
disso, a concentracdo de proteinas no leite é de extrema importancia para as
industrias de laticinios, j& que estd diretamente relacionada a qualidade do
produto final. Outras proteinas, como imunoglobulinas, albumina e enzimas,
sdo encontradas em menores quantidades no leite. A lactose, por sua vez, € 0
glicideo predominante no leite e tem um papel essencial na regulacédo do seu
equilibrio osmatico, sendo um fator importante para a producdo de volume
(Gauche, 2007; Rodriguez Arzuaga, 2020; Fonseca, 2021b).

A variacdo sazonal também exerce influéncia sobre o desempenho,
composicdo e qualidade do leite. Mudancas periddicas de temperatura e
umidade tém um efeito direto na producao de leite pela diminuicdo da ingestao
de matéria seca e efeito indireto pela flutuacdo na quantidade e qualidade do
alimento (Bohmanova et al., 2007). Quando a umidade relativa e a temperatura
ambiente ultrapassam a zona de conforto térmico, os animais sofrem estresse
caldrico devido a dificuldade de dissipacao de calor e aumento da temperatura
corporal (Ferreira et al., 2006). Além disso, o periodo chuvoso pode afetar de
forma negativa a qualidade microbiolégica do leite (Oliveira, 2023).

A mastite é a enfermidade que representa o maior custo na producéo
leiteira em todo o mundo. As perdas econOGmicas resultam da reducdo da
producdo de leite, descarte prematuro de animais, descarte de leite,
tratamento, assisténcia veterinaria e a diminuicdo da qualidade do leite
(Fonseca e Santos, 2000).

Conceitualmente, a mastite é a inflamacdo da glandula mamaria
causada, principalmente, por bactérias que invadem o Ubere de forma
ascendente, pelo canal do teto, e que se manifesta na forma clinica (com
alteracdes visiveis no Ubere ou no leite) ou subclinica (sem sinais visiveis, 0
que dificulta o seu diagndstico e a torna mais prevalente). A mastite também
pode ser classificada em contagiosa ou ambiental, dependendo do modo de
contagio e dos patdgenos envolvidos. Os principais agentes bacterianos
causadores de mastite sdo estafilococos, estreptococos e coliformes (Fonseca
e Santos, 2000; Santos e Gongalves, 2022).



O teste da caneca de fundo escuro serve para diagnosticar a mastite
clinica e deve ser realizado diariamente, em todas as ordenhas, com os trés
primeiros jatos de cada teto para verificar alguma alteracdo no leite, como
presenca de grumos ou sangue e coloracao alterada. Além disso, recomenda-
se realizar o teste da raquete ou California Mastitis Test (CMT), ou a contagem
de células sométicas (CCS) para o diagndstico da mastite subclinica (Fonseca
e Santos, 2000; Weis et al., 2022).

As células somaticas encontradas no leite sdo compostas principalmente
por leucécitos do sangue e células de descamacao do epitélio glandular
secretor e o fator que mais contribui para aumento nos valores da CCS no leite
€ a mastite. A invasdo da glandula mamaria por microrganismos € seguida de
um aumento do numero de leucdcitos, que migram da corrente circulatoria para
a glandula mamaria, representando cerca de 98 a 99% das células
encontradas no leite (Santos, 2002; Langoni et al., 2011; Hirota, 2021;
Chamilete et al., 2022). Desse modo, a CCS do leite indica, de maneira
quantitativa, o grau de infeccdo da glandula mamaria tanto em amostras de
leite de tanque quanto em amostras individuais de vacas lactantes. De acordo
com a legislacdo brasileira, o limite de CCS para amostras de tanque € de
500.000 células/mL (BRASIL, 2018). Para amostras individuais, contagens 2
200.000 células/mL indicam ocorréncia da mastite subclinica (Smith et al.,
2001).

“O CMT é usado mundialmente para o diagnéstico da mastite
subclinica, tendo a vantagem de poder ser empregado no proprio rebanho, no
momento em que 0s animais sdo ordenhados. A interpretacdo do CMT se
baseia na observacdo visual do leite apds ser misturado ao reagente
(detergente anibnico neutro). A reacdo se processa entre o reagente e o0
material genético das células somaticas presentes no leite, formando um gel,
cuja concentragdo é proporcional ao numero de células sométicas. O resultado
do CMT é dado como negativo, suspeito, fracamente positivo, positivo e
fortemente positivo. Portanto, indiretamente, o nimero de leucdcitos pode ser
determinado pelo CMT, pois quanto maior a quantidade de células somaticas,
mais forte a reacdo (Schalm e Noorlander 1957; Brito et al., 1997; Weis et al.,

2022). A desvantagem do CMT é que ele apenas estima o contetdo de células,



de forma subjetiva, o que exige discernimento na leitura e interpretacdo dos
resultados (Brito et al., 2002).

A avaliacdo do perfil biogquimico do soro lacteo também tem sido
utilizada em estudos sobre mastite, transferéncia de imunidade passiva e
intervalos de referéncia em ruminantes domeésticos (Alcindo et al., 2014;
Baroza et al., 2019; Pizauro et al., 2014; Rocha et al., 2012; Rocha et al., 2014;
Silva et al., 2013), porém ainda séo escassos 0s trabalhos sobre a influéncia
dos fatores fisiolégicos no perfil bioquimico do soro lacteo de vacas da raca
Holandesa (Pozzatti, 2014; Palhano, 2023).

Além da reducdo da producdo de leite, que € o principal prejuizo
causado pela mastite, ela também é responsavel por causar alteracdes na sua
composicado, pois ha uma reducdo na sintese e na secrecdo dos componentes
do leite dentro da glandula mamaria. As proteinas, a gordura e a lactose sao os
componentes mais afetados, assim como alguns minerais. Também ocorre um
aumento na permeabilidade vascular, aumentando a passagem de elementos
do sangue para o leite (Sanches, 2023).

Entretanto, além das alteracdes da composicao do leite relacionadas aos
fatores sanitarios, também €& importante conhecer melhor os fatores
relacionados aos animais, uma vez que diversas propriedades organolépticas e
o rendimento dos produtos lacteos na indastria variam em funcdo da
composicdo do leite. Ademais, a influéncia de fatores fisiolégicos na
composi¢do do soro lacteo oriundo de glandulas mamarias consideradas
saudaveis também necessita de mais estudos a fim de se estabelecer faixas de

valores de normalidade para os seus componentes.
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CAPITULO 2 - Composicao, celularidade e perfil bioquimico do leite de vacas

Holandesas primiparas e pluriparas durante as fases da lactacéo*

[Composition, cellularity and biochemical profile of milk from primiparous and
pluriparous Holstein cows during the stages of lactation]

D. D. Alves', D. G. Silval, G. A. Aguiar’, G. S. Nogueira’, M. F. Silva® e J. C. Lacerda
Neto'

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinérias (FCAV/UNESP), Jaboticabal, SP, Brasil
Universidade Federal de Jatai (UFJ), Jatai, GO, Brasil

RESUMO
O objetivo do estudo foi verificar a influéncia da ordem de parto e do estagio da
lactacdo na composicdo e na contagem de células somaticas do leite e no perfil
bioquimico do soro lacteo de vacas Holandesas primiparas e pluriparas na fase inicial
(primeiro ao terceiro més de lactacdo), fase intermediaria (quarto ao sétimo més de
lactacdo) e fase final da lactacdo (oitavo ao décimo més de lactacdo). Para isso, foi feita
a triagem de 236 quartos mamarios de 68 fémeas lactantes, primiparas e pluriparas, com
16 a 290 dias em lactacdo, sem alteracGes na glandula mamaria, negativos no teste da
caneca de fundo escuro e no California Mastitis Test (CMT), e coletado igual nimero
de amostras de leite para a determinacdo dos teores de gordura (GORD), proteina
(PROT), lactose (LACT), solidos totais (ST) e extrato seco desengordurado (ESD), pelo
método de infravermelho, e contagem de células somaticas (CCS), pelo método de
citometria de fluxo, em contador automatico. Somente as amostras de leite com CCS <
200.000 células/mL, de 58 fémeas lactantes, foram selecionadas para o estudo (n=200) e
alocadas em trés grupos, de acordo nimero de lactacdo dos animais: amostras de leite
de fémeas de primeira lactacdo (G1; n=76), amostras de leite de fémeas com duas ou
trés lactacdes (G2; n=73) e amostras de leite de fémeas com quatro a seis lactacdes (G3;
n=51) e em trés momentos, de acordo com o estagio de lactacdo (fase inicial, fase
intermediéria e fase final). Ap6s a obtencdo do soro lacteo, foram determinadas as

atividades das enzimas gamaglutamiltransferase e fosfatase alcalina e as concentragdes

Artigo redigido de acordo com as normas da revista Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinéria e Zootecnia
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https://www.scielo.br/journal/abmvz/about/#instructions

19

de proteina total, albumina, calcio total, fésforo, magnésio, ferro, cloretos, sédio,
potassio e célcio ionizado. Houve influéncia da ordem de parto e da fase da lactacéo na
CCS do leite das fémeas primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3), enquanto que a
composicao do leite (GORD, PROT, LACT e ST) foi influenciada apenas pela ordem
de parto. O estagio de lactacdo influenciou todos os parametros bioquimicos avaliados
no soro lacteo. A ordem de parto também influenciou o perfil bioquimico do soro
lacteo, exceto a concentracdo de ferro. Ressalta-se que a metodologia da amostragem
utilizada no estudo, por quarto mamario e antes da ordenha, interferiu negativamente na
mensuracdo dos teores de gordura do leite. O conhecimento mais detalhado das
variacOes fisiologicas que influenciam a composicdo do leite pode contribuir para o
estabelecimento de intervalos de valores de normalidade mais precisos e especificos

para monitorar a saude da glandula mamaria.

Palavras-chave: CCS, CMT, estagio da lactacdo, ordem de parto, soro lacteo

ABSTRACT
The aim of the study was to verify the influence of calving order and stage of lactation
on milk composition, somatic cell count and biochemical profile of whey from
primiparous and multiparous Holstein cows in initial phase (first to third month of
lactation), intermediate phase (fourth to seventh month of lactation), and final phase of
lactation (eighth to tenth month of lactation). For this, 236 mammary quarters from 68
lactating, primiparous and pluriparous females, with 16 to 290 days in lactation, with no
changes in the mammary gland, negative in strip cup test and in California Mastitis Test
(CMT), were screened and an equal number of milk samples were collected to
determine fat (FAT), protein (PROT), lactose (LACT), total solids (TS) and defatted dry
extract (DDE) contents, by infrared method, and somatic cell count (SCC), by flow
cytometry, in automatic counter. Only milk samples with SCC < 200,000 cells/mL,
from 58 lactating females, were selected for the study (n=200) and allocated into three
groups, according to number of lactations of animals: milk samples from females with
one lactation (G1; n=76), milk samples from females with two or three lactations (G2;
n=73) and milk samples from females with four to six lactations (G3; n=51) and at three
moments, according with the lactation stage (initial phase, intermediate phase and final
phase). After obtaining the whey, gamma-glutamyltransferase and alkaline phosphatase

activities, and total protein, albumin, total calcium, phosphorus, magnesium, iron,
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chlorides, sodium, potassium and ionized calcium concentrations were determined.
There was an influence of calving order and lactation stage on SCC of milk samples
from primiparous (G1) and pluriparous (G2 and G3) females, while milk composition
(FAT, PROT, LACT and ST) was influenced only by order of calving. The lactation
stage influenced all biochemical parameters evaluated in whey. Calving order also
influenced biochemical profile of whey, except the iron concentration. It is noteworthy
that sampling methodology used in the study, per mammary quarter and before milking,
had a negative impact on measurement of milk fat content. More detailed knowledge of
the physiological variations that influence milk composition can contribute to the
establishment of more accurate and specific ranges of normal values to monitor the

health of mammary gland.

Keywords: SCC, CMT, stage of lactation, calving order, whey

INTRODUCAO

A cadeia produtiva do leite é uma das principais atividades econdmicas do pais,
com forte efeito na geracdo de emprego e renda. O Brasil é o quarto maior produtor
mundial de leite (36 bilhdes de litros/ano), com destaque para os estados de MG, PR,
RS, SC, GO e SP, ficando atras apenas dos Estados Unidos da América, india e China
(Rocha et al., 2020; FAO, 2022; IBGE, 2022).

A glandula mamaéria dos bovinos é composta por quatro quartos mamarios
distintos e a sua ejecdo para fora do Ubere é um processo complexo e dependente de um
mecanismo neuro-hormonal (Reece, 2008; Dias et al., 2020). Do ponto de vista
fisiologico, o leite é um fluido bioldgico obtido da secrecdo das glandulas mamaérias das
fémeas mamiferas com a finalidade de alimentar suas crias (Vidal e Saran Netto, 2018).
Legalmente, o leite € definido como o produto oriundo da ordenha completa e
ininterrupta, em condigOes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2017). Ja do ponto de vista fisico-quimico, o leite € uma solucdo aquosa na
qual estdo dispersas particulas coloidais de caseina, globulos de gordura, lactose,
proteinas sollveis em agua, sais minerais e vitaminas (Fox e McSweeney, 1998;
Fonseca e Santos, 2000).

Atualmente, a qualidade do leite é o fator mais importante na selecdo de animais
para a producdo leiteira. Além da qualidade microbioldgica do leite e da contagem de
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células somaticas (CCS), o volume de solidos totais, representado principalmente pelos
teores de gordura e proteinas, e a quantidade produzida por lactacdo também sdo
levados em consideracdo (Vidal e Saran Netto, 2018; Fonseca, 2021b). Nesse contexto,
a raca Holandesa de pelagem preta e branca se destaca por sua alta producdo, qualidade
e facilidade de manejo (Silva et al., 2023).

O leite bovino geralmente é composto por 87% de agua e 13% de sélidos totais
(ou extrato seco total) e um dos fatores que exerce maior efeito sobre a producéo,
composicdo e qualidade do leite é a mastite (Fonseca e Santos, 2000; Fox, 2009).
Contudo, fatores fisiologicos e ambientais, como a raca, idade da fémea, nimero de
crias, dias em lactagdo, nutricdo e sazonalidade, também podem afetar a composicao do
leite bovino e devem ser levados em consideracdo (Gonzélez, 2001; Fonseca, 2021b).

Com o presente estudo, espera-se compreender melhor a influéncia dos fatores
fisiolégicos (ordem de parto e estagio da lactacdo) na composicao do leite de vacas sem
alteraces no exame fisico da glandula mamaria e cujo leite manteve-se negativo ao

teste da caneca de fundo escuro e CMT e com CCS < 200.000 células/mL.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas amostras de leite de vacas lactantes pertencentes a uma
propriedade leiteira localizada no municipio de Taiacu, estado de Sao Paulo. O rebanho
era composto por cerca de 440 animais da raca Holandesa, com 232 vacas em lactacao,
criadas em regime intensivo e ordenhadas mecanicamente trés vezes ao dia, produzindo,
em media, 28 kg leite/vaca/dia. A sala de ordenha era do tipo lado a lado com linha de
vacuo alta. Antes da ordenha era realizada a desinfecgdo dos tetos por imersdo em
solucdo pré-dipping (Prevent Pré Dipping, Revtec Bioquimica, Vargem Grande do Sul,
SP) e secagem com papel toalha descartavel. Apds a ordenha era feita a imersdo dos
tetos em solugdo pos-dipping (Atomic Pos Dipping, Revtec Bioquimica, Vargem
Grande do Sul, SP). As vacas recebiam dieta a base de concentrado, silagem de milho,
silagem de milheto, grdo Umido, cevada e carogo de algoddo, de acordo com as
recomendacdes da NASEM (2021).

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/UNESP/Campus de Jaboticabal
(Protocolo n° 7758/23).
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Antes da primeira ordenha matinal, e num anico dia, foi feita a triagem de 236
quartos mamarios, de 68 fémeas, primiparas e multiparas, com 16 a 290 dias em
lactacdo, sem alteragdes no exame fisico da glandula maméria (Feitosa, 2020) e
negativos no teste da caneca de fundo escuro e no California Mastitis Test (CMT).

Apols a antissepsia dos tetos com algoddo embebido em alcool 70%, foram
coletadas, por meio de ordenha manual, amostras de 30 mL de leite em frascos plésticos
estéreis contendo conservante bromonata, para a contagem de células somaticas (CCS) e
avaliacdo da composicao do leite, e amostras de 20 mL de leite em frascos plasticos
estéreis sem conservante, para avaliacdo do perfil bioquimico. Todas as amostras foram
acondicionadas e transportadas em caixas isotérmicas com gelo até o laboratério.

A contagem de células somaticas foi realizada pelo método de citometria de
fluxo em contador automatico (Somacount 300, Bentley Instruments Incorporated,
Minnesotta, USA) e a avaliacdo dos teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais e
extrato seco desengordurado do leite, pelo método de infravermelho no Laboratério de
Fisiologia da Lactagdo “Lair Antdénio de Souza” (LAFLA), Clinica do Leite,
Departamento de Produ¢do Animal, Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” —
ESALQ/USP, Piracicaba-SP.

Das 236 amostras de leite coletadas, 36 amostras apresentaram CCS > 200.000
celulas/mL e foram excluidas do estudo.

Assim, as 200 amostras selecionadas, oriundas de 58 fémeas lactantes, foram
alocadas em trés grupos, de acordo nimero de lactacdo dos animais: amostras de leite
de fémeas de primeira lactacdo (G1; n=76), amostras de leite de fémeas com duas ou
trés lactacdes (G2; n=73) e amostras de leite de fémeas com quatro a seis lactacoes (G3;
n=51) e em trés momentos, de acordo com o estagio de lactacdo: amostras de leite
coletadas na fase inicial (primeiro ao terceiro més de lactacdo), amostras de leite
coletadas na fase intermediaria (quarto ao sétimo més de lactacdo) e amostras de leite
coletadas na fase final da lactagéo (oitavo ao décimo més de lactacdo).

O soro lacteo foi obtido apds coagulacéo do leite pela adi¢do de renina (Coalho
Estrella, Chr. Hansen Brasil Ind. e Com. Ltda, Valinhos, S&o Paulo, Brasil), utilizando a
técnica recomendada por Sant”Ana e Birgel (2003). Apos a adicdo de renina as amostras
foram colocadas em banho-maria a 37°C durante 20 minutos e em seguida foram
centrifugadas durante 20 minutos a 4.500 x g.

Para avaliacdo do perfil bioquimico do soro lacteo foram determinadas as
atividades das enzimas gamaglutamiltransferase (método de Szasz modificado) e
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fosfatase alcalina (método de Bowers e McComb modificado), bem como as
concentragfes de proteina total (método do biureto), albumina (método do verde de
bromocresol), calcio total (método de CPC - cresolftaleina), fosforo (método de Daly e
Ertinghausen modificado), magnésio (método de Magon sulfonado), cloretos (método
de tiocianato de mercdrio), e ferro (método de Goodwin modificado), utilizando-se
conjunto de reagentes comerciais (Labtest Diagnostica, Lagoa Santa, MG, Brasil). As
leituras das amostras foram realizadas em espectrofotdbmetro semiautomatico (Labquest,
Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, MG, Brasil), com luz de comprimento de onda
apropriado para cada teste. Adicionalmente foram determinados os teores de sédio,
potéssio e célcio ionizado pelo método seletivo de ions em analisador automaético (9180
Electrolyte Analyzer, Roche, Mannheim, Germany).

Os dados obtidos, expressos na forma de média e desvio padrdo, foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey para comparagdo entre
pares de médias, ao nivel de 5% de significancia, apds a verificacdo da homogeneidade

das amostras.

RESULTADOS

Os resultados da composicéao e da CCS do leite das vacas primiparas e pluriparas
na fase inicial (primeiro ao terceiro més de lactacdo), fase intermediaria (quarto ao
sétimo més de lactacao) e fase final da lactacdo (oitavo ao décimo més de lactacdo) sdo
apresentados na Tabela 1 e nas Figuras 1 a 6.

Em relagdo a composicédo do leite, ndo foram observadas variagdes significativas
nos teores de gordura (GORD), proteina (PROT), lactose (LACT), solidos totais (ST) e
extrato seco desengordurado (ESD) nas diferentes fases de lactagdo em nenhum dos trés
grupos experimentais (p>0,05) (Tabela 1 e Figuras 1 a 5), porem foram verificadas
diferencas significativas entre as vacas primiparas (G1) e vacas multiparas (G2 e G3),
em pelo menos uma fase da lactagdo, sendo verificados maiores teores GORD, PROT e
ST no G1 (p<0,05) (Tabela 1 e Figuras 1, 2, e 4) e maiores teores de LAC no G2 e G3
(p<0,05) (Tabela 1 e Figura 3). Nado foram notadas diferencas significativas nos teores
de ESD entre os grupos avaliados (p>0,05) (Tabela 1 e Figura 5).

Por outro lado, constatou-se variacGes significativas da CCS entre os trés grupos

experimentais ao longo da lactagdo, com maiores contagens no grupo das vacas



24

primiparas (G1), e reducdo significativa da CCS ao longo da lactagdo em todos os

grupos avaliados (p<0,05) (Tabela 1 e Figura 6)

Tabela 1. Média £ desvio padrdo da composicdo do leite e da contagem de células
somaticas de vacas Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2)
e com quatro a seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da

lactacdo.

Fases da Lactagao

Variaveis / Grupos

Inicial Intermediaria Final
GOR (g/100g)
G1 1,63 + 0,60 1,56 + 0,68 1,33 + 0,49 “°
G2 1,16 + 0,44 B2 1,29 + 0,63 B2 1,06 + 0,37
G3 1,05 + 0,31 B2 0,89 +0,22 B2 1,07 + 0,39
PROT (g/1009)
G1 3,37+0,29 3,38+0,32" 3,45+0,327
G2 3,24 + 0,34 AB2 3,34+0,38" 3,25+0,20 4
G3 3,13+0,255 3,30+0,32% 3,26 +0,17%
LACT (g/100g)
G1 4,62 +0,35™ 4,55+0,93™ 4,76 +0,19 ™
G2 4,86 +0,19 B 4,93+0,14 5 4,87 + 0,13 ~B2
G3 4,93+0,12 5 4,94 + 0,16 52 5,00 + 0,09 B2
ST (g/1009)
Gl 10,58 + 0,70 " 10,69 + 0,81"° 10,53 + 0,74 "2
G2 10,25 + 0,60 “B? 10,53 + 0,87 “B2 10,16 + 0,52 “
G3 10,06 + 0,56 B2 10,06 + 0,55 B2 10,29 + 0,45 “2
ESD (g/1009)
Gl 8,06 + 0,47 ™ 9,13+ 0,40 9,19+ 0,40
G2 9,09 + 0,41 9,24 +0,41™ 9,10+ 0,32
G3 9,02+ 0,35 9,17 + 0,43 9,22 +0,32
CCS (céls/mL)
Gl 138.265 + 28.208 **  77.263 +8.523""  41.783 +9.606"°
G2 26.348 +2.058 %%  18.788+2.6555"  13.353 +1.498 *°
G3 0.143 + 854 ©° 7.444 +511°° 5.083 + 996 “°

GOR: teor de gordura; PROT: teor de proteina; LACT: teor de lactose; ST: teor de solidos totais; ESD:
extrato seco desengordurado; CCS: contagem de células somaticas.
Médias seguidas de letras maiusculas iguais na mesma coluna e letras minGsculas iguais na mesma linha

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 1. Variacdo do teor de gordura (g/100g) no leite de vacas Holandesas com uma

lactacdo (G1), com duas ou trés lactacbes (G2) e com quatro a seis lactagdes (G3)

durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacéo.
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Figura 2. Variacdo do teor de proteina (g/100g) no leite de vacas Holandesas com

uma lactagdo (G1), com duas ou trés lactagdes (G2) e com quatro a seis lactagfes (G3)

durante a fase inicial, intermediéaria e final da lactacéo.
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Figura 3. Variagéo do teor de lactose (g/100g) no leite de vacas Holandesas com uma
lactacdo (G1), com duas ou trés lactacBes (G2) e com quatro a seis lactacdes (G3)

durante a fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.
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Figura 4. Variacdo do teor de solidos totais (g/100g) no leite de vacas Holandesas
com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacbes (G2) e com quatro a seis lactagdes

(G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da lactacéo.
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Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacBes (G2) e com quatro a

seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.
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Figura 6. Variacdo da contagem de células somaéticas (células/mL) no leite de vacas
Holandesas com uma lacta¢do (G1), com duas ou trés lactacBes (G2) e com quatro a

seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.

A avaliacdo da composicdo, CCS e da contagem bacteriana total (CBT) do leite
do tanque da propriedade avaliada é apresentada na Tabela 2. Estes resultados s&o

referentes a andlise mensal da propriedade, realizada no mesmo més da coleta das
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amostras de leite para o presente estudo. Todos os parametros avaliados no leite do
tanque da propriedade estavam dentro dos valores de normalidade e/ou em
conformidade com as exigéncias da legislacdo brasileira.

Tabela 2. Composicao, contagem de células somaticas (CCS), contagem bacteriana
total (CBT) do leite do tanque da propriedade leiteira localizada no municipio de
Taiagu-SP.

Amostra do Composicdo media B
) Instrucao
Componentes tanque da do leite )
. o Normativa n°76
propriedade (min-max)
GORD (g/100g) 3,57 4,0 (2,5-5,5) min. 3,0
PROT (g/100g) 3,29 3,3(2,3-4,4) min. 2,9
LACT (g/100g) 4,63 4,6 (3,8-5,3) min. 4,3
ST (g/1009) 12,40 12,9 (11,3-14,7) min. 11,4
ESD (g/100g) 8,81 8,9 (7,9-10,0) min. 8,4
CCS (células/mL) 313.000 - 500.000
CBT (UFC/mL) 6.000 - 300.000

MAPA: Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento; GOR: teor de gordura; PROT: teor de
proteina; LACT: teor de lactose; ST: teor de sdlidos totais; ESD: extrato seco desengordurado.
Fonte: adaptado de Walstra et al. (2005) e BRASIL (2018).

A producdo média diaria de leite das 58 fémeas, cujas amostras foram
selecionadas para o estudo, é apresentada na Tabela 3 e Figura 7. Observou-se maior
producdo diaria de leite nas vacas multiparas com maior niumero de lactacdes, porém
sem diferencas significativas em rela¢do a producéo das fémeas com menor nimero de

lactacOes (p>0,05).

Tabela 3. Producdo média diéria de leite (kg) das vacas Holandesas primiparas e

multiparas (n=58) da propriedade leiteira localizada no municipio de Taiagu-SP.

Categoria Producao média diaria de leite (kg)
primiparas (n=20) 27,56 +7,94 %
multiparas com 2 ou 3 lactagBes (n=21) 30,24 +11,33 %
multiparas com 4 a 6 lactacdes (n=17) 34,36 + 7,42~

Médias seguidas de letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p>0,05).
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Figura 7. Representacdo grafica da producdo media diaria de leite (kg) das vacas
Holandesas primiparas e pluriparas da propriedade leiteira localizada no municipio de
Taiagu-SP.

Os resultados do perfil bioguimico do soro lacteo das vacas primiparas e
pluriparas na fase inicial (primeiro ao terceiro més de lactacdo), fase intermediaria
(quarto ao sétimo més de lactacdo) e fase final da lactacdo (oitavo ao décimo més de
lactacdo) sdo apresentados na Tabela 4 e nas Figuras 8 a 19.

Foram observadas variagdes significativas em todos os parametros bioquimicos
avaliados nas diferentes fases de lactagdo em pelo menos um dos grupos experimentais
(p<0,05) (Tabela 4 e Figuras 8 a 19). Também foram verificadas diferencas
significativas em relagdo a ordem de parto, exceto na concentracdo de ferro (Tabela 4 e
Figura 16).

Em relacéo a atividade da GGT, notou-se aumento significativo no soro lacteo
de todas as fémeas do inicio para o final da lactacédo e atividades significativamente
maiores no grupo das multiparas (G2: 3.804 U/L e G3: 3.570 U/L) na fase final da
lactacdo (p<0,05) (Tabela 4 e Figura 8). Também foi observado aumento significativo
da atividade enzimatica da FA ao longo das fases da lactacdo (p<0,05) e valores
significativamente menores da atividade desta enzima no soro lacteo das fémeas
multiparas do G2 no inicio da lactacdo (28,12 U/L) (Tabela 4 e Figura 9).

Ademais, houve aumento significativo da concentracdo de proteinas totais da
fase inicial para a fase final da lactacdo no soro lacteo de todos os animais (p<0,05),

sendo verificadas menores concentracdes no G3 no inicio da lactagdo (1,06 g/dL) e
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maiores valores no G2 no final da lactacdo (1,48 g/dL) (Tabela 4 e Figural0).
Comportamento semelhante foi notado para a concentracdo de albumina ao longo da
lactacdo, porém o aumento s6 foi significativo (p<0,05) no soro lacteo do G2 que
também apresentou o maior valor para essa proteina no final da lactacdo (0,08 g/dL)
(Tabela 4 e Figura 11).

Em relagdo aos teores de minerais do soro l&cteo, observou-se reducédo
significativa da concentracdo de célcio total no soro lacteo das primiparas (G1) no
decorrer da lactacdo (p<0,05). O menor valor deste elemento foi verificado no soro
lacteo do G2 na fase final da lactacdo (30,88 mg/dL) (Tabela 4 e Figura 12).

Por outro lado, observou-se aumento significativo da concentracdo de
magnésio no soro lacteo do G1 da fase inicial para a fase final da lactagdo (p<0,05),
sendo que as vacas pluriparas do G2 apresentaram as menores concentracfes desse
mineral na fase intermediaria (6,62 mg/dL) e na fase final da lactacdo (6,86 mg/dL)
(Tabela 4 e Figura 13).

As fémeas primiparas (G1) apresentaram concentracbes de fosforo
significativamente maiores (p<0,05) no soro lacteo em todas as fases da lactacdo em
comparacdo com as fémeas pluriparas (G2 e G3). Com relacdo ao estagio da lactacéo,
aumento significativo foi verificado no soro lacteo do G1 entre a fase inicial e
intermediéaria e reducdo significativa no G3 entre a fase intermediéria e final (p<0,05)
(Tabela 4 e Figura 14).

Apesar de ndo terem sido notadas diferencas significativas da concentracédo de
ferro nas amostras do soro lacteo das fémeas primiparas (G1) e multiparas (G2 e G3)
(p>0,05), constatou-se aumento significativo da concentragcdo desse elemento no soro
lacteo do G3 entre a fase intermediéaria e a fase final da lactagdo, quando observou-se o
maior valor de teor de ferro (6,02 ug/dL) (Tabela 4 e Figural5).

Em relagdo as concentracgdes de eletrélitos do soro lacteo, verificou-se aumento
significativo de cloretos no soro lacteo das fémeas multiparas do G2 e G3 do inicio
para o final da lactagdo (p<0,05), sendo constatados 0s maiores nesses dois grupos no
final da lactacdo (G2: 122 mMol/L e G3: 125 mMo/L) (Tabela 4 e Figura 16).

Houve aumento significativo da concentracdo de sédio no soro lacteo das fémeas
primiparas (G1) da fase inicial para a fase intermediaria da lactacdo e no soro lacteo das
fémeas pluriparas do G3 da fase intermediaria para a fase final (p<0,05). Valores
significativamente mais elevados desse eletrélito foram verificados no G3 na fase
intermediaria (147 mMol/L) e final (157 mMol/L) da lactacdo (Tabela 4 e Figura 17).
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Notou-se teores significativamente maiores de potassio no soro lacteo das
fémeas do G1 em todas as fases da lactacdo em comparacdo com as fémeas pluriparas
(G2 e G3). Com relagdo as fases da lactacdo, foram observados aumentos significativos
(p<0,05) desse eletrolito no soro lacteo do G1 entre a fase inicial e intermediaria e
reducdes significativas no soro lacteo do G2 e G3 entre a fase inicial e final da lactacdo
(p<0,05) (Tabela 4 e Figura 18).

Houve diminuicdo significativa da concentracdo de calcio ionizado no soro
lacteo das fémeas primiparas do G1 e das fémeas multiparas do G2 da fase inicial para a
fase final da lactacdo (p<0,05). Em relacdo a ordem de parto, foram verificados maiores
teores desse eletrolito no soro lacteo do G1 na fase inicial da lactagdo (3,35 mMol/L) e
no soro lacteo do G3 na fase intermediaria (3,20 mMol/L) e final (3,06 mMol/L) da
lactacdo (Tabela 4 e Figura 19).
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Tabela 4. Média £ desvio padrdo dos parametros bioquimico do soro lacteo de vacas
Holandesas com uma lactagdo (G1), com duas ou trés lactagdes (G2) e com quatro a seis
lactacBes (G3) durante a fase inicial, intermediéaria e final da lactacéo.

Fases da Lactacao

Parametros / Grupos

Inicial Intermediéria Final
GGT (U/L)
Gl 2.502 + 313" 3.237 + 432 ABP 2.881 +521 ¢
G2 2.711 £ 534" 2970 £ 471 % 3.804 + 738 B°
G3 2.558 + 298 A2 3.400 + 881 B° 3.570 + 809 BP
FA (U/L)
Gl 51,95 + 27,34 "2 102 + 37,18 A° 147 + 74,69 ¢
G2 28,12 + 11,66 B2 90,97 + 40,49 ° 150 + 33,85 *°
G3 53,29 + 19,37 83,84 + 47,58 A 144 + 94,18 A°
PT (g/dL)
Gl 1,13 + 0,09 B2 1,13 + 0,06 “ 1,24 +0,07
G2 1,16 + 0,13 " 1,20 + 0,10 B2 1,48 + 0,20 B°
G3 1,06 + 0,08 B2 1,23+ 0,07 &° 1,34 + 0,18 AB°
Alb (mg/dL)
Gl 0,05+ 0,02 0,05+0,01 % 0,06 +0,01 4
G2 0,05+0,01 0,06 + 0,01 B2 0,08 + 0,02 B°
G3 0,06 +0,01 4 0,05 + 0,01 A2 0,06 + 0,03 AB2
Cat (mg/dL)
Gl 39,14 + 4,64 ™ 31,78+ 3,18 34,73 +3,95*°
G2 32,59 + 5,01 B 32,72 +2,40 " 30,88 + 5,00
G3 37,26 + 3,53 36,67 + 3,65 2 37,61 + 4,85
Mg (mg/dL)
Gl 7,04+104% 6,86 + 1,07 A 7,77+125%
G2 7,03+1,00% 6,62 + 0,60 6,86 + 0,91 B2
G3 735+111% 7,74+0,78 B2 8,00 + 0,76
P (mg/dL)
Gl 41,12 + 5,00 A 44,87 + 2,42 *° 4132 +315%
G2 36,33 +2,99 B 35,71 +3,21 B 36,30 + 4,90 B
G3 36,89 + 5,22 B® 37,23+ 4,70 ® 32,18+ 6,62 &P
Fe (ug/dL)
G1 317+242% 1,97 + 2,81 3,50+ 2,75
G2 3,86+ 2,10 A® 354+270" 6,02 + 3,68 A°
G3 3,78+281" 363+271" 5,98 + 3,60 A
Cl (mMol/L)
Gl 116 +9,34 8 116 +5,30 42 111+9,40 42
G2 114 +9,33 "8 116 + 8,44 A 122 +10,41 B
G3 112+ 8,36 111 +12.45% 125 + 13,43 B°
Na (mMol/L)
Gl 139+ 55248 144 + 4,74 "B 137+9,17
G2 144 + 10,05 B 140 +10,31 7 140 +18,71 "
G3 132 +5,65“® 147 +7,90 B° 157 + 24,02 B°
K (mMol/L)
Gl 40,74 + 2,59 A2 42,65+ 0,97 ° 41,61 + 2,35 A®
G2 39,47 + 3,21 ABa 39,20 + 2,51 B 32,72 +4,22 5"
G3 37,73+1,98 B 36,45 + 4,02 ©® 33,33+7,25°°
Cai (mMol/L)
Gl 3,35+0,28 2,64+0,21%° 2,73+0,24%°
G2 3,19 + 0,28 AB2 2,80 £ 0,25 ° 2,52+0,48 A°
G3 3,06+ 0,22 B 3,10 + 0,29 B2 3,06 + 0,55 B2

GGT: gamaglutamiltransferase; FA: fosfatase alcalina; PT: proteina total; Alb: albumina; Cat: célcio

total; P: fosforo; Mg: magnésio; ClI: cloretos; Fe: ferro; Na: sddio; K: potassio; Cai: calcio ionizado.

Médias seguidas de letras maitsculas iguais na mesma coluna e letras mindsculas iguais na mesma linha
ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Figura 8. Variacdo da atividade da enzima gamaglutamiltransferase — GGT (U/L) no

soro lacteo de vacas Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactaces

(G2) e com quatro a seis lactacdes (G3) durante a fase inicial, intermediaria e final da

lactacdo.
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Figura 9. Variagdo da atividade da enzima fosfatase alcalina — FA (U/L) no soro

lacteo de vacas Holandesas com uma lactagdo (G1), com duas ou trés lactacoes (G2) e

com quatro a seis lactacdes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da

lactacdo.
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Figura 10. Variacdo da concentracdo de proteina total (g/dL) no soro lacteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacdo.
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Figura 11. Variacdo da concentragdo de albumina (g/dL) no soro lacteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.
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Figura 12. Variacdo da concentracdo de calcio total (mg/dL) no soro lacteo de vacas
Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a
seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacdo.

10,00 -+

9,00 -
=
2
s 8,00 -
E
o ——G1
3
EP 7,00 -+ ! G2
b= —A—G3

6,00 -

5,00 T T \

Inicial Intermediaria Final
Fase da Lactagdo

Figura 13. Variagdo da concentracdo de magnésio (mg/dL) no soro lacteo de vacas
Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a
seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.
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Figura 14. Variacdo da concentracdo de fosforo (mg/dL) no soro lacteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacdo.
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Figura 15. Variagdo da concentracdo de ferro (ug/dL) no soro l&cteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.
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Figura 16. Variacdo da concentracao de cloretos (mMol/L) no soro lacteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacdo.
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Figura 17. Variacdo da concentracdo de sodio (mMol/L) no soro lacteo de vacas

Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a

seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactagdo.
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Figura 18. Variacdo da concentracdo de potassio (mMol/L) no soro lacteo de vacas
Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactacdes (G2) e com quatro a
seis lactagBes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacdo.
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Figura 19. Variacdo da concentracdo de célcio ionizado (mMol/L) no soro lacteo de
vacas Holandesas com uma lactacdo (G1), com duas ou trés lactagdes (G2) e com
quatro a seis lactacbes (G3) durante a fase inicial, intermediéria e final da lactacao.

DISCUSSAO

Além das alteracdes da composicdo do leite relacionadas aos fatores sanitarios,

também é importante conhecer melhor os fatores relacionados aos animais, uma vez que
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diversas propriedades organolépticas e o rendimento dos produtos lacteos na industria
variam em funcdo da composicao do leite.

O leite bovino é composto principalmente por dgua (87%) e solidos totais, que
incluem gordura (3-4%), proteina (3,5%), lactose (5%) e minerais (1,2%) (Walstra et
al., 2005; Souza et al., 2021) e a sua composicdo varia de acordo com fatores como
raca, idade, salde da glandula mamaéria, estagio de lactagdo, manejo nutricional e
estagdes do ano (Dobrani¢ et al., 2008).

N&o constatou-se influéncia das fases de lactagdo (inicial, intermediaria e final)
em nenhum dos componentes do leite das vacas primiparas (G1) e multiparas (G2 e
G3), apesar do relato de menores concentracdes de gordura e proteinas no leite no inicio
da lactacéo, seguido de aumento apds a segunda metade da lactacdo, e diminuicdo dos
teores de lactose ao longo da lactacdo (Fox e McSwenney, 1998).

Por outro lado houve influéncia do numero de lactagdes nos constituintes do
leite, sendo encontrados maiores teores de gordura, proteina e sélidos totais nas fémeas
bovinas com uma lactacdo (G1). Como as vacas primiparas tém uma producao de leite
menor do gque as vacas com mais partos, ja que ainda estdo em desenvolvimento
corporal e mamario (Fonseca, 2021a), pode ser que houve uma concentracdo desses
componentes no leite dessa categoria animal.

J& as vacas multiparas (G2 e G3) apresentaram maiores teores de lactose. A
lactose € o principal carboidrato do leite e 0 componente majoritario dos solidos lacteos
e, em termos tecnoldgicos, assim como a gordura, a proteina do leite € um dos
principais constituintes de maior relevancia econémica, servindo, inclusive, de critério
para o pagamento do leite por qualidade aos produtores rurais pelos laticinios. Isso se
deve ao fato da proteina ser de extrema importancia na producéo de derivados lacteos,
principalmente em funcdo da qualidade e rendimento (Vidal e Saran Netto; 2018; Souza
etal., 2021).

Em relagdo a legislacdo vigente, os teores de gordura e de ESD das vacas
primiparas (G1) e pluriparas (G2 e G3) ficaram abaixo dos valores minimos
estabelecidos pela IN n°76 (BRASIL, 2018). A gordura do leite € um dos principais
componentes em termos de valorizacao, sabor e nutri¢cdo e também aquele mais sujeito a
variacdes (Fonseca e Santos, 2000; Souza et al., 2021). O leite bovino normalmente
contém 3,5% de gordura, mas o nivel varia muito, dependendo de varios fatores, entre

eles o ponto durante a ordenha quando a amostra € coletada, sendo menor no inicio da
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ordenha e aumentando gradualmente em percentagem conforme o leite € retirado da
glandula (Fox e McSwenney, 1998; Gonzélez, 2001).

Assim, os valores obtidos, abaixo dos valores do tanque da propriedade estudada
(GORD: 3,57 ¢/100g e ESD: 8,81 g¢/100g) provavelmente estdo relacionados ao
momento e a forma da coleta da amostra de leite: antes do inicio da ordenha e de apenas
um quarto mamario, para atender aos critérios estabelecidos pelo estudo (amostra de
leite negativa no teste da caneca de fundo escuro e CMT), e ndo de uma amostra
representativa de toda ordenha retirada do medidor/amostrador.

As células somaticas encontradas no leite sdo compostas principalmente por
células de descamacdo epitelial e por leucdcitos do sangue e o fator que mais contribui
para aumento nos valores da CCS é a mastite. Assim, a CCS é um indicador importante
da satde da glandula mamaria da vaca leiteira e contagens acima de 200.000 células/mL
indicam ocorréncia da mastite subclinica (Smith et al., 2001; Santos, 2002; Langoni et
al., 2011; Chamilete et al., 2022). A CCS do leite também ¢ influenciada pela
produtividade da vaca, nimero de partos, estagio de lactacdo e raca do animal (Fonseca
e Santos, 2000; Alhussien e Dang, 2018).

Diversos estudos indicam maiores contagens de CCS nas fémeas multiparas em
comparacao com fémeas primiparas e aumento da CCS ao longo da lactacdo a medida
que h& diminuicdo da producdo leiteira (Batra, 1986; Breen et al., 2009; Fox, 2009;
Sebastino et al., 2020), porém, no presente estudo, as maiores CCS foram observadas
nas fémeas primiparas e em todos os grupos houve diminuicdo da CCS ao longo da
lactacdo.

O periodo de transicdo € um momento critico para a vaca leiteira e isso €
agravado em novilhas, pois a condi¢cdo de primipara é uma novidade para o animal,
causando intensos niveis de estresse (Collet, 2018). Ademais, a rotina diaria de ordenha
expde o animal aos riscos de transmissdo de patdgenos contagiosos, e 0 vacuo da
ordenha tem impacto adverso nas extremidades dos tetos (Fonseca e Santos, 2000; Fox,
2009), o que pode ter influenciado a CCS do leite das vacas primiparas do estudo.

J& a diminuicdo da CCS do leite das vacas primiparas (G1) e multiparas (G2 e
G3) ao longo da lactagdo pode estar relacionadas as boas praticas de manejo da
propriedade leiteira visto que a CCS e a CBT do tanque da propriedade (313.000
células/mL e 6.000 UFC/mL) estdo abaixo dos valores estabelecidos pela legislagdo
vigente (BRASIL, 2018) e ao fato das fémeas lactantes ja estarem mais adaptadas a
rotina da ordenha com o decorrer dos dias em lactagao.
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O estagio de lactacdo influenciou todos os parametros bioquimicos avaliados no
soro lacteo, com tendéncia de aumento da atividade das enzimas GGT e FA e das
concentracOes de célcio total, fésforo, sddio, potéssio e célcio ionizado, e diminuicao
das concentracdes de proteina total, aloumina, magnésio, ferro e cloretos, com o avanco
da fase de lactacdo. A ordem de parto também influenciou o perfil bioquimico do soro
lacteo, exceto a concentragdo de ferro. O soro lacteo das fémeas primiparas do G1
apresentou maior concentracdo de Mg. O soro lacteo das fémeas pluriparas do G2
exibiu maior atividade das enzimas GGT e FA e maiores teores de proteina total,
albumina e ferro enquanto que o soro lacteo das fémeas pluriparas do G3 apresentou
maior concentracdo de cloretos.

Embora a infeccdo da glandula maméaria seja o fator mais importante que
ocasiona alteracbes na composicdao do leite, devido as alteracBes relacionadas ao
processo inflamatorio, como 0 aumento da permeabilidade dos capilares sanguineos e
alteracdo dos sistemas de bombeamento ionico (Zafalon e Nader Filho, 2007; Vidal e
Saran Netto; 2018), o conhecimento mais detalhado das variagdes fisiol6gicas pode
contribuir para o estabelecimento de intervalos de valores de normalidade mais precisos

e especificos para monitorar a sadde da glandula mamaria.

CONCLUSOES

Houve influéncia da ordem de parto e da fase da lactacdo na CCS do leite e no
perfil bioquimico do soro lacteo de vacas Holandesas primiparas e pluriparas, enquanto
que a composicao do leite foi influenciada apenas pela ordem de parto. Ressalta-se que
a metodologia da amostragem utilizada no estudo, por gquarto mamario e antes da

ordenha, influenciou negativamente os resultados dos teores de gordura do leite.
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