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RESUMO

O sistema agroecoldgico é um sistema produtivo em ascensdo no Brasil. Na
literatura ha poucos estudos que elucidam a diferenca na composicdo do leite bovino
produzido no sistema agroecoldgico e no sistema convencional. Visto a demanda
crescente por parte de consumidores de produtos advindos de sistemas de criacdo
sustentaveis, é evidente a necessidade de pesquisas que avaliem a qualidade do leite
proveniente desses sistemas, pela preocupacdo com a seguranca alimentar. Dessa forma,
objetivou-se no presente trabalho observar as diferencas na composicédo do leite in natura
de vacas criadas em diferentes sistemas de producgéo, o agroecoldgico e o convencional.
Visto as diferentes praticas adotadas em cada sistema, espera-se que a qualidade do leite
de vacas, em funcdo da sua composic¢do quimica e a contagem de células somaticas (CCS)
apresentem diferencas. Com relacdo ao Nitrato/Nitrito e analise da capacidade total
antioxidante (TAC), espera-se que 0s animais mantidos em sistemas de produgéo
agroecoldgico apresentem menor teor de nitrato e nitrito no leite e maiores valores de

TAC. Foram coletadas 148 amostras individuais de leite das vacas no momento da
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ordenha de forma asséptica e 32 amostras do leite do tanque. As amostras foram
submetidas as analises de composicao quimica (proteina, lactose, gordura, sélidos totais),
nitrogénio ureico no leite (NUL) e CCS. As amostras de leite individual foram submetidas
a TAC mediante as técnicas de 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-acido) (ABTS) e
ensaios de 2,2-difenil-1-picril-hidrazilo (DPPH), a determinacdo de nitrato (reducédo de
cadmio) e nitrito (analise de Griess). Para analise do leite individual das vacas foram
utilizadas 12 propriedades rurais inseridas no sistema convencional e 10 no sistema
agroecoldgico. Foi analisado o leite in natura de 148 vacas. A TAC foi realizada pela
anélise de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e pela determinacdo de ABTS 2,2'-Azino-
bis (3-etilbenztiazolina-6-4acido), observaram-se valores de 6,31+0,55% e 6,64+0,44% e
de 6,63+0,28% e 6,48+0,20% para 0s sistemas agroecolégico e convencional,
respectivamente. Os resultados obtidos para nitrato nas amostras provenientes dos
sistemas agroecolégico e convencional foram, respectivamente, 0,15+0,03 mg/L e
0,17+0,02 mg/L. Para os teores de nitrito foram encontrados valores de 0,05+0,03 mg/L
e 0,07+0,02 mg/L. Os valores de composi¢do quimica se encontraram de acordo outros
estudos. No entanto, a média da contagem de células somaticas tanto o sistema
agroecoldgico (793.55 + 465.82) quanto o convencional (1149.55 + 326.48) se
apresentaram acima do considerado saudavel para vacas em lactacdo. Para os parametros
avaliados ndo foi observada diferenca significativa (p>0,05) ao comparar os dois sistemas
de producdo. Na segunda parte desse trabalho, objetivou-se avaliar grupos de
propriedades de propriedades leiteiras em funcdo do N-ureico do leite. Visto a
importancia do NUL na pecuéria leiteira por ser uma ferramenta utilizada para monitorar
a efetividade da utilizacdo de proteinas pelas vacas. O estudo delimitou a estudar as
propriedades no estado do Parana, pela importancia que o estado apresenta na producao
de leite no pais. Foram utilizadas 32 amostras do leite do tanque de 32 propriedades rurais.
Os produtores que foram entrevistados possuem propriedades no norte ou oeste do estado
do Parana, nos seguintes municipios: Palotina, Marechal Candido Rondon, Jandaia do
Sul, Paranacity, Santa Fé, lguatemi, Iguaracu, Nova Santa Rosa, Floresta, Maringa,
Maripa, Mandaguagu e Sarandi. As entrevistas e as coletas de leite do tanque foram
realizadas de outubro de 2018 a outubro de 2019. Os produtores foram divididos em 3
clusters em fungdo do teor de ureia no leite. Foi observado diferenca significativa para o
nimero total de vacas (secas+lactacdo) e o numero de vacas em lactacdo nas
propriedades. Observou-se também diferenca significativa em NUL, gordura e sélidos

totais. Nao foi encontrada associacéo positiva entre NUL e o tipo de sistema de producao.
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Visto que o fator nutricional € de grande influéncia para o teor de NUL, e as propriedades
avaliadas proporcionavam aos animais uma alimentagdo com basicamente as mesmas
matérias-primas ndo foi possivel afirmar qual fator influenciou o teor de NUL para 0s
grupos estudados.

Palavras—chave: Gado leiteiro; Contagem de células sométicas; nitrogénio ureico no leite;
nitrato; nitrito.



Xv

ABSTRACT

The agroecological system is a productive system that is rising in Brazil. There
are few studies in the literature that elucidate the difference in the bovine milk
composition produced in the agroecological and conventional systems. Given the
growing demand from consumers for products from sustainable farming systems, there is
a clear need for research that evaluates the milk quality from these systems, due to
concerns about food security. Thus, the objective of this study was to observe the
differences in the composition of fresh milk from cows raised in different production
systems, the agroecological and the conventional. In view of the different practices
adopted in each system, it is expected that the quality of cow's milk, depending on its
chemical composition and somatic cell count (CCS), will differ. With regard to Nitrate /
Nitrite and analysis of the total antioxidant capacity (TAC), it is expected that animals
kept in agroecological production systems have lower content of nitrate and nitrite in milk
and higher values of TAC. 148 individual milk samples were aseptically collected from
cows at the milking time and 32 milk samples from tank. The samples were submitted to
analysis of chemical composition (protein, lactose, fat, total solids), urea nitrogen in milk
(NUL) and CCS. The individual milk samples were submitted to TAC using the
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techniques of 2,2'-azino-bis (3-ethylbenztiazoline-6-acid) (ABTS) and 2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl (DPPH) assays, the determination of nitrate (cadmium reduction) and
nitrite (Griess analysis). To analyze the individual milk of cows, 12 rural properties were
used, inserted in the conventional system and 10 in the agroecological system. The fresh
milk of 148 cows was analyzed. TAC was performed by analysis of DPPH (2,2-diphenyl-
1-picryl-hydrazil) and by the determination of ABTS 2,2'-Azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-6-acid), values of 6.31 + 0.55% and 6.64 + 0.44% and 6.63 + 0.28%
and 6.48 £ 0.20% for the agroecological and conventional systems, respectively were
observed. The results obtained for nitrate in samples from the agroecological and
conventional systems were, respectively, 0.15+0.03 mg /L and 0.17 £ 0.02 mg / L. For
nitrite levels, values of 0.05 = 0.03 mg / L and 0.07 + 0.02 mg / L were found. The
chemical composition values were found in agreement with other studies. However, the
average of somatic cell counts for agroecological system (793.55 + 465.82) and
conventional system (1149.55 + 326.48) were above what is considered healthy for
lactating cows. For the evaluated parameters, no significant difference was observed (p>
0.05) when comparing the two production systems. In the second part of this work, the
objective was to evaluate groups of properties of dairy farms according to the N-urea in
milk. Given the importance of NUL in dairy farming as it is a tool used to monitor the
effectiveness of protein use by cows. The study was limited to studying properties in the
state of Parand, due to the importance that the state has in milk production in the country.
32 samples of milk from tank of 32 rural properties were used. The producers that were
interviewed have properties in the North or West of the state of Parana, in the following
municipalities: Palotina, Marechal Candido Rondon, Jandaia do Sul, Paranacity, Santa
Fé, lguatemi, lguaracu, Nova Santa Rosa, Floresta, Maringa, Maripa, Mandaguacu and
Sarandi. The interviews and milk collections from tanks were carried out from October
2018 to October 2019. The producers were divided into 3 clusters according to the urea
content in milk. A significant difference was observed for the total number of cows (dry
+ lactation) and the number of lactating cows on the properties. There was also a
significant difference in NUL, fat and total solids. No positive association was found
between NUL and the type of production system. Since the nutritional factor is of great
influence for the NUL content, and the evaluated properties provided the animals with a
feed with basically the same raw materials, it was not possible to state which factor

influenced the NUL content for the studied groups.
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Keywords: Dairy cattle; Somatic cell count; urea nitrogen in milk; nitrate; nitrite.



| - INTRODUCAO

A economia pecuaria € uma das principais economias do mundo, que tem por base
o leite e a carne (PRAGNA et al., 2017). O leite esta entre os alimentos mais consumidos
pelos seres humanos, especialmente em estagios iniciais da vida, como a infancia, em que
configura a principal fonte de nutrientes ingerida (MONCAYO et al., 2017). Sendo, o
leite de vaca o mais consumido, representando 85% da quantidade total de leite produzido
em todo o mundo (GANTNER et al., 2015).

A producdo de leite no Estado do Paranad tem importancia social e econémica
(CASALlIl etal., 2020). De acordo com o IBGE (2018), no ano de 2017 o Parana alcangou
a producéo total de 3,3 bilhdes de litros de leite de vaca. Do ponto de vista econémico a
alta produtividade é importante, entretanto, atualmente a demanda por leite de elevada
qualidade é crescente (OSORIO et al., 2016). A composic¢do e a qualidade do leite
também séo caracteristicas economicamente importantes para as propriedades leiteiras
(CINAR et al., 2015; KOC et al., 2007).

H& muito tempo sabe-se que a composicdo pode ser influenciada por fatores
ambientais e praticas de manejo (PRAGNA et al., 2017). Nesse contexto, observa-se
aumento por parte dos consumidores pela procura por produtos advindos de producdes

sustentaveis, como a agroecologica.



No Brasil, houve crescimento significativo no nimero de fazendas envolvidas em
sistemas agroecoldgicos (OLIVO et al., 2005), em que a base da producédo é otimizar a
integracédo entre capacidade produtiva, uso e conservacao da biodiversidade e dos demais
recursos naturais, visando também a eficiéncia econémica e a justica social (BRASIL,
2012). No entanto, apesar da crescente demanda por produtos advindos de sistemas
sustentaveis, ainda sdo escassos 0s trabalhos que relacionam a composicdo e qualidade
do leite de animais criados em sistema agroecoldgico e convencional.

Normalmente, o leite € composto majoritariamente por gordura, proteina, lactose
e cinzas (GANTNER et al., 2015). Contudo, a composicéo do leite pode ser influenciada
por fatores relacionados ao animal e ao ambiente (SCHWENDEL et al., 2015). Fatores
como estresse térmico (PRAGNA et al., 2017), raca (NRC, 1988; SUTTON, 1989),
genética (AMENU & DEETH, 2007; GANTNER et al.,, 2015), meio ambiente
(GANTNER et al., 2015), praticas de manejo, saude (NRC, 1988), dieta (CARROLL
et al., 2006; AMENU & DEETH, 2007; SUTTON, 1989; GANTNER et al., 2015),
paridade CARROLL et al., 2006), escore corporal (JONAS et al., 2016) e estagio de
lactacdo (CARROLL et al., 2006; JONAS et al., 2016).

O leite também apresenta potencial atividade antioxidante (NIERO et al., 2017)
por conter varios componentes fisiologicamente funcionais incluindo proteinas,
vitaminas como vitamina E e C, bem como carotenoides e flavonoides com propriedades
antioxidantes (SIMOS et al., 2011).

Além disso, contaminantes como nitrato e nitrito podem estar presentes no leite
em niveis variados dependendo de fatores como dieta (LEE & BEAUCHEMIN, 2014;
SANTOS et al., 2005) e local de origem da amostra (ZBIKOWSKI et al., 2000), que
estdo intimamente ligados com as caracteristicas fisicas e geograficas da propriedade, e 0
sistema de producdo ao qual a vaca esta inserida (ZBIKOWSKI et al., 2000). O nitrato e
nitrito também podem estar presentes no leite na forma de constituinte natural ou pela sua
inclusdo como aditivo (MENARD et al., 2008).

E possivel que o sistema de producéo influencie na composicdo e qualidade do
leite cru de vacas leiteiras. Por isso, objetivou-se na primeira parte desse trabalho realizar
uma pesquisa buscando examinar a influéncia do sistema de criacdo (agroecoldgico x
convencional) na composicédo do leite de vacas em rebanhos leiteiros do norte e oeste do
Parana no Brasil. Na segunda parte desse trabalho, objetivou-se avaliar grupos de

propriedades leiteiras em funcdo do N-ureico do leite.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.1 Composicéo do Leite de vaca

O leite é um alimento exclusivo que contém macro e micronutrientes valiosos
(YILMAZ-ERSAN et al., 2018). Rico em &cidos graxos essenciais, vitaminas, minerais,
aminoéacidos e oligossacarideos (COSTA et al., 2019). A analise da composi¢éo quimica
do leite e a contagem de células somaticas (CCS) desempenham papel fundamental no
monitoramento da sua qualidade (CINAR et al., 2015).

Visto que a determinacdo de CCS no leite do tanque € utilizado para identificar a
prevaléncia de casos de mastite no rebanho (BAUMAN et al., 2018). O leite que contém
alta CCS possui qualidade inferior (KLEI et al., 1998), pois ha relacdo do aumento de
CCS com alteracdes na consisténcia do leite (densidade), reduzindo assim as chances de
haver um processamento adequado, com alto risco para a higiene do leite, podendo
inclusive conter organismos patogénicos (BYTYQI et al., 2010).

Além disso, os consumidores de hoje se tornaram mais conscientes da qualidade
e do valor nutricional dos alimentos lacteos que ingerem e isso imp0s crescente pressao
sobre pesquisas que visam aumentar o0s principais constituintes do leite (NASR & EL-
TARABANY, 2017), que é composto por nutrientes essenciais, como a lactose, gordura,
proteinas facilmente digeriveis com equilibrado perfil de aminoacidos, juntamente com
minerais e vitaminas (AMENU & DEETH, 2007; SINGH et al., 2018). O leite também
possui naturalmente compostos antioxidantes ndo enzimaticos (YILMAZ-ERSAN et al.,
2018).

Durante o processo de producdo do leite, ele é exposto a muitos contaminantes
quimicos transportados pelos alimentos, forragens e outros constituintes da dieta,
incluindo a agua (NAG, 2010). Visto isso, a contaminacdo do leite com nitrato e nitrito é
uma preocupacéo, sabendo que a sua presenca pode ser originada da alimentacdo bovina
(LEE & BEAUCHEMIN, 2014; SANTOS et al., 2005).

1.1.2 Contagem de células somaéticas

As células somaticas sdo primariamente leucocitos ou células brancas do sangue
(macrofagos, linfocitos e neutrofilos), que passam para o leite em resposta a agressao

sofrida pela glandula mamaria (BRITO et al., 1998).
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A contagem de células somaticas (CCS) pode ser utilizada para monitorar o nivel
ou ocorréncia de mastite subclinica em vacas (SHARMA et al., 2011; SCHUKKEN et
al., 2003), indicando de maneira quantitativa o grau de infeccdo da glandula mamaria
(MACHADO et al., 2000) causada por microrganismos especificos e ndo especificos, que
causam mastite contagiosa e ambiental (BYTYQI et al., 2010). Ainda, a CCS do leite do
tanque indica a incidéncia média de mastite no rebanho (MACHADO et al., 2000).

E essencial monitorar infecgdes intramamarias em vacas leiteiras, a fim de manter
a qualidade do leite e a saude do rebanho (REIS et al., 2013). A mastite bovina é uma
doenca que afeta 0 gado leiteiro em todo 0 mundo (ANDREI et al., 2016) e as perdas
econdmicas decorrentes do tratamento dessa doenca e morte dos animais, bem como a
diminuicdo da producéo de leite sdo significativas (XUE et al., 2014).

A mastite subclinica determina ainda, mudancas na concentracdo dos principais
componentes do leite, como: proteina, gordura, lactose e minerais (CUNHA et al., 2008),
devido a modificacdo da permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula e alteracdo da
habilidade de sintese do tecido secretor pela acdo direta dos patégenos ou de enzimas
sobre os componentes ja secretados no interior da glandula (MACHADO et al., 2000).

As principais causas de mastite podem ser problemas de equipamento, higiene ou
ambos (BAUMAN et al., 2018). Sabe-se também que outros fatores influenciam a alta
CCS no leite cru e tem relacdo principalmente com a gestdo agricola, a regido geografica,
o melhoramento animal, o clima, a estacdo do ano, entre outros (BYTYQI et al., 2010).
Diante disso, varias estratégias sdo importantes para a sua prevencao, entre elas, o uso de
selantes e antissépticos de tetos (SHARMA et al., 2011) em conjunto com a
implementacdo da desinfeccao de tetos apos a ordenha (DEB et al., 2013).

1.1.3 Gordura

Nutricionalmente a gordura do leite é uma fonte de energia (OSORIO, 2016) que
desempenha papel importante na saide humana (SINGH et al., 2018). Em média, 0
percentual de gordura no leite bovino € de 4%, dos quais 97-98% sdo triacilglicerideos
(SINGH et al.,, 2018), com quantidades muito menores de acidos graxos livres,
monoglicerideos, diglicerideos, fosfolipidios, esterois e hidrocarbonetos (JENNESS,
1988).

Devido a sensibilidade da gordura @ manipulacdo da dieta (SUTTON, 1989),

estratégias nutricionais sdo ferramentas poderosas para a manipulacdo da sua
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concentracdo e composic¢do (HRISTOV et al., 2018; JENKINS & MCGUIRE, 2006). Os
fatores dietéticos, particularmente importantes para a manipulacéo sdo a quantidade de
volumoso, a proporgdo de forragem: concentrado, a composi¢do de carboidratos dos
concentrados, lipidios, ingestéo e frequéncia das refeicbes (SUTTON, 1989).

Além do fator nutricional, a composicdo de gordura de leite é fortemente
influenciada pelo estadio de lactacdo, pois a proporcdo de &cidos graxos de cadeia curta
que sdo originarios da sintese de novo é baixo inicialmente apds o parto, e aumenta até
pelo menos 8 a 10 semanas, apos o inicio da lactagdo (AMENU & DEETH, 2007).

Tambeém existem diferencas na composicdo de gordura do leite entre as racas,
relacionada a fatores genéticos (POULSEN et al., 2019; GUSTAVSSON et al., 2014).
Visto isso, o teor de gordura no leite pode ser alterado por meio da criacdo seletiva de
animais objetivando o melhoramento para a producdo de gordura no leite
(CECCHINATO et al., 2019).

1.1.4 Proteina

O leite € considerado uma importante fonte de proteina na dieta humana, por
fornecer aproximadamente 32 g de proteina por litro (PEREIRA, 2014). Classificadas
como proteinas com alto valor bioldgico, as proteinas do leite possuem alta
digestibilidade (97% a 98%), rapida absorc¢do e utilizacdo no organismo (RAFIQ et al.,
2016). As proteinas do leite sdo subdivididas em caseinas e proteinas do soro de leite
(GUSTAVSSON et al., 2014).

A proteina do leite é considerada uma caracteristica econdmica essencial (XUE et
al., 2019) devido a sua importancia no processo de transformacdo do leite em queijo e
outros produtos derivados, e por conter propriedades nutricionais benéficas, portanto, alta
concentracdo de proteina aumenta a qualidade e o valor geral do leite (OSORIO et al.,
2016).

Poucas mudancas sdo possiveis na concentracdo de proteina do leite (Sutton,
1989). No entanto, 0 manejo nutricional e as modificagcdes na composi¢do da dieta sdo

responsaveis por pequenas alteragcbes em sua porcentagem (REIS et al., 2013).
1.1.5 Lactose

A lactose como osmorreguladora € o principal determinante do volume de leite

(LIN et al., 2016). Visto que a sintese e transporte de lactose para o limen alveolar sdo
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seguidos de transporte de dgua e producéo de leite (RIGOUT et al., 2002). Sabe-se que a
lactose é o Unico sacarideo na glandula mamaéria de mamiferos (XUE et al., 2014) sendo
sintetizada a partir de glicose livre (RIGOUT et al., 2002) e difosfato de uridina (UDP) —
galactose (LIN et al., 2016).

De acordo com Lin et al. (2016) a glicose tem a capacidade de induzir a sintese
de lactose nas células epiteliais mamaérias das vacas leiteiras, além de aumentar a
viabilidade e proliferacéo celular.

As vezes, mudangas muito pequenas na concentracdo de lactose ocorrem em
resposta a dieta, mas sdo inconsistentes e ndo tém valor pratico (SUTTON, 1989).
Entretanto, de acordo com Osorio et al. (2016) é possivel aumentar a sintese de lactose
através da combinacdo de melhorias genéticas com bom manejo, e inclui a melhoria da
disponibilidade nutricional dos compostos basicos usados pela glandula mamaria para
produzir leite.

O conhecimento cientifico sobre a variabilidade da lactose ainda é escasso, pelo
CONSeNnso que esse composto é constante no leite e ndo afeta a qualidade e as propriedades
tecnoldgicas do leite (COSTA et al., 2019).

1.1.6 Sélidos Totais

O leite contém mais agua do que qualquer outro constituinte, em média 87%
(ANDRADE et al., 2013) e excluindo-a os outros constituintes que sdo dissolvidos,
dispersos coloidalmente e emulsionados em agua, representam os solidos totais
(JENNESS, 1988). Os solidos totais (ST) sao divididos em lipideos (gorduras) e sélidos
ndo gordurosos (SNG — principalmente, proteinas, carboidratos e cinzas) (ANDRADE et
al., 2013).

1.1.7 Nitrogénio ureico no leite

O nitrogénio ureico no leite (NUL) é uma ferramenta usada na pecuéria leiteira
para monitorar a efetividade da utilizacdo de proteinas no trato gastrointestinal de vacas
leiteiras (GULINSKI et al., 2016) e adequacdo das dietas quando se trata do teor de
nitrogénio (N) (HRISTOV et al., 2018).

A principal razéo para niveis elevados de ureia no leite esta relacionada com o
excesso de proteina contida na dieta da vaca concomitante a um desequilibrio energético

e proteico, visto que, quando administradas races com muita proteina, o excesso de
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nitrogénio é excretado nos fluidos corporais, ou seja, plasma, nitrogénio da ureia no
plasma (PUN), leite e urina (UN - nitrogénio da urina) (GULINSKI et al., 2016).

Além do excesso de proteina na dieta, a alta concentracdo de NUL pode ser pelos
fatores adicionais, como o sistema de producéo, estacdo do ano, momento da amostragem,
método de andlise (LEAO et al., 2014), frequéncia da administracdo de alimentos para
animais, nimero de ordenhas e duracdo do intervalo entre as ordenhas, peso corporal da
vaca, volume de ingestdo de &gua, nivel de suplementagcdo de Na e K e pH ruminal
(GULINSKI et al., 2016).

Vaérios estudos apontam valores diversificados quando se trata de NUL. De acordo
com Ledo et al. (2014) o NUL deve estar dentro do limite entre 10 a 14 mg/dL. Em um
estudo realizado por Meyer et al. (2006) em que foram utilizadas 7.006 observagdes
provenientes de 855 vacas da raca Holandés, a concentracdo média de NUL encontrada
foi 13,3 mg/dL. Valores similares foram encontrados por Jonker et al. (2002) ao avaliar
fazendas leiteiras, a concentracdo média quadrada de NUL para as fazendas foi de 12,4+
3,01 mg/dL, de um total de 1138 observagoes.

Ainda, o controle do fornecimento de proteina a vacas leiteiras pode ajudar a
reduzir os custos de alimentacdo e a emissdo de nitrogénio (N) para o meio ambiente
(GULINSKI et al., 2016).

1.2.1 ANTIOXIDANTES

O leite apresenta grande variedade de compostos com potencial antioxidante,
como vitaminas (A, C e E), carotenoides, &cido Urico, &cido linoleico conjugado (CLA),
antioxidantes enzimaticos como catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase,
enzimas, proteinas (caseina, lactoferrina, a-Lactaloumina (a-LA), B-Lactoglobulina (5-
LG) e aminoacidos (tirosina, cisteina, triptofano, lisina) (PIHLANTO, 2006; YILMAZ-
ERSAN et al., 2018; ERSAN et al., 2018). Também séo relatados atividade antioxidante
em peptideos gerados a partir da digestdo de proteinas do leite (PIHLANTO, 2006).

Os antioxidantes funcionam impedindo a formacdo de radicais livres ou
eliminando radicais e peroxidos (PIHLANTO, 2006). Dessa forma, a atividade
antioxidante do alimento lacteo é importante tanto para a vida Gtil do produto, quanto na
manutencdo da qualidade do leite, podendo ainda ser utilizado como ingrediente

funcional em alimentos e produtos farmacéuticos (ZULUETA et al., 2009). Sabe-se



também que os antioxidantes do leite tém efeitos benéficos na saide humana, atuando no
combate do estresse oxidativo (CHEN et al., 2002).

Conhecidamente os antioxidantes artificiais (BHA [(hidroxianisol butilado), BHT
(hidroxitolueno butilado) e galato de n-propil)] exibem forte atividade antioxidante contra
varios sistemas de oxidacdo, no entanto, apresentam riscos como a potencial
carcinogicidade do BHA (VERHAGEN et al., 1991) e a inducdo de tumores no figado
em estudos experimentais com uso de BHT a longo prazo (KAHL & KAPPUS, 1993).
Diante disso, o seu uso em alimentos é restrito e até proibido em alguns paises
(PIHLANTO, 2006). Dessa forma, os antioxidantes de fontes naturais como os lacteos

S&0 mais seguros.

1.3.1 CONTAMINANTES NO LEITE (Nitrato e Nitrito)

Naturalmente formados no ciclo do nitrogénio, o nitrato e o nitrito sdo produzidos
em um processo denominado "fixacdo", e ocorre a conversdao do nitrogénio atmosférico
em nitrogénio da planta, que posteriormente, pela acdo das bactérias nitrificantes
transforma o nitrogénio amoniacal em nitrito e depois em nitrato, que é o principal
nutriente assimilado pelas plantas (KAMRA et al., 2015; COCKBURN et al., 2013).

O nitrato (NO3-) é um anion inorganico (VILLAR et al., 2020) encontrado no
meio ambiente na forma de sélido cristalino (MENARD et al., 2008). Este composto esta
presente no solo, agua e alimentos em concentracdes variaveis e dependentes de diversos
fatores, tais como, adubacdo, clima, uso de agroquimicos e vegetacdo (WRIGHT &
DAVISON, 1964). A atividade antioxidante e antimicrobiana do NOz- pode ser explorada
em produtos derivados de carne e leite, como os salames e queijos (HONIKEL, 2008). O
nitrito  (NO2—) metabolito do nitrato, também ¢ usado como aditivo alimentar
multifuncional, especialmente na preservagdo de carnes (ARCHER, 2002), devido ao
controle da oxidacdo de lipidios e sua acdo antimicrobiana (SINDELAR &
MILKOWSKI, 2012).

Niveis elevados de nitrato em alimentos e agua séo indesejaveis, pois sua reducdo
a nitrito pode representar séria ameaca para a saude animal (MARAIS et al., 1988).
Especialmente para os ruminantes que séo vulneraveis a intoxicagdo por ingestdo de
nitrato, devido ao potencial redutor dos microrganismos presentes no rimen (ASLANI &
VOJDANI et al., 2007). A reducdo do nitrato a amonia, permite que 0 nitrito

(intermediario) se acumule no ramen e seja absorvido pela corrente sanguinea (AL-
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QUDAH et al., 2009; LEE & BEAUCHEMIN, 2014). Apds a absorcao, o nitrito se liga
a hemoglobina resultando em metahemoglobina, uma molécula que é incapaz de capturar
e transportar oxigénio (ANDERSON et al., 2016). O nitrato em si € relativamente néo
toxico, mas seus metabolitos e produtos de reacdo, por exemplo, nitrito, 6xido nitrico e
compostos N-nitroso, suscitaram preocupacdo pelas implicacdes aos efeitos adversos a
salde humana, como metahemoglobinemia e carcinogénese (EFSA, 2008).

Embora o potencial de toxicidade exista, o nitrato é um aditivo alimentar que
recebeu atencdo por ser um aceptor de elétrons no rimen, reduzindo assim as emissoes
de metano entérico dos ruminantes, que € um assunto amplamente debatido (LEE &
BEAUCHEMIN, 2014).

Apesar de favoravel no controle das emissGes de metano, quando presente na dieta
de ruminantes, o nitrato e o nitrito podem ser transferidos para o leite, isso ocorre quando
a vaca aumenta a ingestdo de alimentos que contenham um nivel elevado desses
compostos (RADZYMINSKA et al., 2008).

Sendo os nitratos de fertilizantes e esterco animal um dos principais
contaminantes da agua em muitas areas (GLIESSMAN, 2014). Sabe-se também que a
compra de racdo pelas fazendas leiteiras convencionais muitas vezes leva a entrada
substancial de nitrogénio (CEDERBERG & MATTSSON, 2000), que pode também
influenciar a quantidade de nitrato e nitrito contidos no leite.

1.3.2 Nitrato e nitrito no leite de vaca

A presenca dessas substancias nos alimentos lacteos é indesejavel, pois tem um
vinculo direto com a satde dos consumidores (NAG, 2010). Apds a ingestdo de nitrato
por seres humanos, pode haver reacBes com aminas secundarias presentes no trato
gastrointestinal, que sdo potencialmente carcinogénicas (CHAMANDUST et al., 2016;
HORD et al., 2009). Além disso, quando ingerido em niveis elevados o nitrito € capaz de
causar formacéo de metahemoglobina em humanos (COCKBURN et al., 2013).

Dessa forma, visto a importancia do leite na producgdo de alimentos para bebés e
criancas, a concentracdo de nitrato e nitrito se tornou grande preocupacéo para a saude
humana (BARANOVA et al., 1993).

De acordo com Vallverdu-Queralt & Lamuela-Raventds (2016) a analise quimica
classica de macro e micronutrientes demonstra que as culturas organicas sdo mais pobres

em nitrogénio. Entretanto, Woese et al. (1997) afirmam que a producdo alternativa /
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organica tem maior teor de nitrato do que o leite produzido convencionalmente. Por outro
lado, um estudo realizado por Santos et al. (2005) observaram que 0s niveis de nitratos e
nitritos em amostras de leite ndo tiveram influéncia do sistema de producéo avaliado
(convencional ou organico), época de coleta, turno de ordenha ou local de origem.
Amostras coletadas em propriedades do Rio Grande do Sul, no Brasil, mostraram que 0s
teores medios de nitrato e nitrito encontrados nas amostras (n=45) produzidas no sistema
organico apresentaram 7,08 mg/L de nitrato e 1,61 mg/L de nitrito, enquanto no sistema
convencional apresentaram 6,36 e 1,87 mg/L, respectivamente (SANTOS et al., 2005).

Entretanto, sabendo que um dos fatores que influenciam o acimulo de nitrato nas
culturas forrageiras é uso de fertilizantes, espera-se que a produ¢do convencional que usa
de uma agricultura mais intensiva, apresente maior concentragao de nitrato/nitrito no leite

de animais inseridos nesse sistema.

1.4.1. SISTEMA AGROECOLOGICO X CONVENCIONAL NA CRIACAO DE
BOVINOS LEITEIROS

A agricultura convencional moderna inclui grande dependéncia de fertilizantes
quimicos, pesticidas e herbicidas que geram poluicdo ambiental (RIGBY et al., 2001), e
fomentam a escassez de recursos naturais (DE PONTI et al., 2012). Tendo em vista as
demandas crescentes que produtores rurais estdo sofrendo para reduzir seus impactos
ambientais ha necessidade por sistemas agricolas sustentaveis (HANRAHAN et al.,
2018).

Mudancas nos habitos da populacdo também culminaram na busca por alimentos
advindos de sistemas de producdo sustentaveis como a agroecologia. A agroecologia
prop0e alternativas para minimizar a artificializacdo do ambiente natural pela agricultura,
utilizando enfoque cientifico que tem suas proprias ferramentas, teorias e hipoteses, que
permite trabalhar no @mbito dos agroecossistemas e no desenvolvimento de sistemas

agricolas complexos e diversificados (ASSIS, 2006).

De acordo com Dumont et al. (2018) existem diferentes maneiras de alcangar a
sustentabilidade na pecuaria que inclui estruturas como a agricultura organica e
agroecoldgica. De acordo com o Decreto n° 7.794, de 20 de agosto de 2012, a producéo
de base agroecoldgica é aquela que busca otimizar a integracdo entre a capacidade

produtiva, uso e conservacéo da biodiversidade e dos demais recursos naturais, equilibrio
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ecologico, eficiéncia econdmica e justica social, abrangida ou ndo pelos mecanismos de
controle de que trata a Lei n® 10.831, de 2003 , e sua regulamentacéo (BRASIL, 2012).
No sistema agroecologico é evidenciado o uso de ragas mais rusticas e resistentes
do que nos sistemas convencionais. Os animais rusticos/nativos sdo definidos pelo
manejo com baixo aporte de insumos, e também podem afetar consideravelmente a
composicéo do leite contrastando com a pecuaria leiteira convencional moderna com base

em sistemas de producéo intensivos e ragas de alto rendimento (POULSEN et al., 2019).

Apesar dos beneficios do sistema agroecologico € dificil prever sua
sustentabilidade geral, e impossivel provar isso além do "teste do tempo" (HOLT-
GIMENEZ, 2002). Como a maioria das regides do Brasil apresentam condigdes tropicais,
0s agricultores argumentam que a auséncia de aconselhamento técnico e pesquisa sobre
sistemas agroecologicos causam grande restricdo para a adocao desse sistema (OLIVO et
al., 2005). Visto que, o nimero de estudos que comparam sistemas sustentaveis e sistemas
convencionais é limitado, é necessario a realizacdo de trabalhos que elucidem as

diferencas e os beneficios de cada sistema.
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[1. OBJETIVOS GERAIS

O objetivo geral proposto para este trabalho foi de analisar e comparar a
composicdo quimica do leite individual de vacas criadas em sistema agroecoldgico e
convencional no norte e oeste do Parana. Além disso, caracterizar propriedades leiteiras
em funcdo ao N-ureico do leite coletado do tanque e correlacionar essa medida com

praticas de manejo adotadas pelas propriedades avaliadas.
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I11. Avaliacdo da composi¢cdo quimica, atividade antioxidante e quantificacdo dos
teores de nitrato e nitrito no leite produzido em sistemas agroecoldgico e
convencional

(Estilo e forma do manuscrito de acordo com as InstrucGes para Autores da Journal of

dairy research)
Resumo:

O sistema de producéo de leite agroecoldgico estd em crescimento no Brasil, entretanto
na literatura ha poucos estudos que elucidam a diferenca da presenca de nitrato e nitrito
e composicdo do leite bovino produzido no sistema agroecoldgico e no sistema
convencional. Visto as diferentes praticas adotadas em cada sistema, espera-se que a
qualidade do leite de vacas, em funcdo da sua composicdo quimica e a CCS, e
contaminantes como nitrato e nitrito, apresentem diferencas. Dessa forma, o presente
trabalho teve como objetivo comparar a composi¢do quimica e os teores de nitrato e
nitrito no leite de vacas criadas em sistema agroecoldgico e convencional. Foram
avaliadas 12 propriedades rurais inseridas no sistema convencional e 10 no sistema
agroecoldgico. Assim, investigou-se a composicdo quimica, contagem de células
somaticas (CCS), determinacéo da capacidade antioxidante total (TAC), quantificagdo de
nitrato e nitrito do leite in natura de vacas (n=148). A capacidade total antioxidante
realizada pelo ensaio com 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) demonstrou valores de
6,31+0,55% para o sistema agroecoldgico e 6,64+0,44% para o sistema convencional.
Anélises com 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) indicaram
valores de 6,63+0,28% e 6,48+0,20%, para sistema agroecoldgico e convencional,
respectivamente. Os resultados obtidos para nitrato nas amostras provenientes dos
sistemas agroecoldgico e convencional foram, respectivamente, 0,15+0,03mg/L e
0,17+0,02 mg/L. Para os teores de nitrito foram encontrados valores de 0,05+0,03 mg/L
e 0,07£0,02 mg/L. Os valores de composicdo quimica se encontraram de acordo com
outros estudos. No entanto, a média da contagem de células somaticas tanto o sistema
agroecoldgico (793,55 + 465,82) quanto o convencional (1149,55 + 326,48) apresentaram
valores altos, indicando processo inflamatorio na glandula mamaria dos animais
avaliados. Apesar dos sistemas avaliados conduzirem préaticas de producdo diferentes,
para os pardmetros avaliados (composicdo de leite, CCS, TAC, nitrato e nitrito), ndo foi

observada diferenca significativa (p>0,05) ao comparar-se os dois sistemas de producéo.
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Palavras—chave: Composicao do leite in natura, contaminantes do leite, nitrato, nitrito,

producdo de leite convencional, producgéo sustentavel.
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Introducéo

O leite é um alimento que contém macro e micronutrientes que sao fonte basica
de energia e componentes nutricionais para os seres humanos (Yilmaz-Ersan et al., 2018),
como proteinas, minerais e vitaminas (Muruz & Cetinkaya, 2019). A composi¢do quimica
e a contagem de células somaticas (CCS) desempenham papel fundamental no
monitoramento da qualidade do leite produzido (Cinar et al., 2015; Sharma et al., 2011).

Sendo assim, € importante a realizacdo do controle periodico de quadros de
mastite subclinica em vacas (inflamacédo na glandula mamaria) (Silva-Junior et al., 2019),
pois esta enfermidade influencia na producdo total de leite e modifica negativamente a
sua composicdo (Ogola et al., 2007; Auldist et al., 1998). Diante disso, varias estratégias
sdo importantes para prevenir o aumento de CSS e ocorréncia de manifestacGes de
mastite, entre elas, 0 uso de selantes e antissépticos de tetos (Sharma et al., 2011) em
conjunto com a implementacdo da desinfeccédo de tetos ap6s a ordenha (Deb et al., 2013).

Além do aumento da CCS, a mastite esta associada a liberacdo de radicais livres
com a diminuicdo da capacidade antioxidante total (TAC) no leite (Yang & Li, 2015),
que normalmente possui vVarios compostos que apresentam potencial antioxidante, como
vitaminas (A, C e E), carotenoides, acido Urico, acidos linoleicos conjugados, catalase,
superoxido dismutase, glutationa peroxidase, proteinas (caseina, lactoferrina, o-
Lactalbumina (a-LA), B-Lactoglobulina (5-LG) e aminoacidos (tirosina, cisteina,
triptofano, lisina) (Pihlanto, 2006; Yilmaz-Ersan, et al., 2018).

O potencial antioxidante do leite também pode ser afetado pela alimentacdo das
vacas (Lindmark-Ménsson & Akesson, 2000) podendo ser transferidos a partir da dieta
(Havemose et al., 2004) e da suplementacdo para o leite (Nicholson & St-Laurent, 1991).
De acordo com alguns estudos, a quantidade de antioxidante no leite de vacas aumenta a
medida que a quantidade de forragem verde na dieta € aumentada (Grega et al., 2005; La
Terraet al., 2010). De acordo com Castillo et al. (2013) a agricultura sustentavel, também
pode alterar a TAC.

A dieta das vacas também influencia o teor de nitrato e nitrito do leite, visto que,
quando aumentado a ingestdo de alimentos que contenham esses compostos, pode ocorrer
sua transferéncia para o leite (Radzyminska et al., 2008). Os teores de nitrato e nitrito no
leite in natura também podem ser influenciados pelo local de origem da amostra
(Zbikowski et al., 2000), que esta intimamente ligado com as caracteristicas fisicas e
geograficas da propriedade.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0958694603002553#!
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Sabe-se que a presenca dessas substancias nos alimentos lacteos € indesejavel,
pois tem vinculo direto com a saude dos consumidores (Nag, 2010). Apo6s a ingestao de
nitrato por seres humanos, pode haver rea¢cfes com aminas secundarias presentes no trato
gastrointestinal, que sdo potencialmente carcinogénicas (Chamandust et al., 2016; Hord
et al., 2009). Além disso, quando ingerido em niveis elevados o nitrito é capaz de causar
formacgéo de metahemoglobina em humanos (Cockburn et al., 2013).

Visto a importancia do leite na producdo de alimentos para bebés e criancas, a
concentracdo de nitrato e nitrito se tornou grande preocupacdo para a saide humana
(Baranova et al., 1993).

Em suma, uma infinidade de fatores exerce influéncia na composi¢éo final do
leite, incluindo genética, raca do animal, ambiente, estigio de lactacdo, paridade e

nutricdo da vaca (Jenkins & Mcguire, 2006).

Dessa forma, objetivou-se no presente trabalho observar as diferencas na
composigdo do leite in natura de vacas criadas em diferentes sistemas de producéo, o
agroecoldgico e o convencional. Visto as diferentes praticas adotadas em cada sistema,
espera-se que a qualidade do leite de vacas, em funcdo da sua composicdo quimica e a
CCS apresentem diferencas. Com relagdo ao Nitrato/Nitrito e TAC, espera-se que 0sS
animais mantidos em sistemas de producdo agroecoldgico apresentem menor teor de

nitrato e nitrito no leite e maiores valores de TAC.

Materiais e Métodos

Propriedades avaliadas

Foram coletadas 148 amostras de leite in natura provenientes de 22 propriedades
familiares localizadas na regido norte e oeste do Parana (sul do Brasil) categorizados em
dois sistemas de producdo diferentes: agroecoldgico e convencional. Sendo, 10
propriedades inseridas no sistema agroecologico e 12 no sistema de producdo
convencional. A visita as propriedades avaliadas foram realizadas uma Unica vez, durante
0 més de outubro de 2018 a outubro de 2019.

As propriedades agroecologicas estavam localizadas: Palotina, Paranacity,
Marechal Candido Rondon, Maripa, Jandaia do Sul e Mandaguacu. As propriedades
convencionais localizavam-se nas cidades de: Iguaracu, Palotina, Iguatemi, Maringé e

Nova Santa Rosa.
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As propriedades foram escolhidas de acordo com a localizagdo e o sistema de
producéo, sendo os critérios: Norte ou Oeste do Parana, sistema agroecoldgico ou
convencional, a partir de listas de contatos fornecidas pela Emater, Centro de Apoio e
Promocao da Agroecologia (CAPA) e produtores rurais que indicavam outros produtores
de leite.

As propriedades inseridas no sistema agroecoldgico com enfoque agroecoldgico
consideram para a producdo o agroecossistema de forma integrada, buscando sua
sustentabilidade, ou seja, com o0 menor impacto ambiental possivel (Nunes et al., 2010),
fomentando a agricultura familiar e preservando os recursos naturais. Além disso, nao
faziam uso pesticidas e graos oriundos de plantagdes em que as sementes usadas sofrem
processo de organismos geneticamente modificados (OGM), fertilizantes quimicos ou

monocultura.

Coleta de amostras de leite

O leite foi coletado das vacas ordenhadas de forma asséptica. Apos lavados de
acordo com a pratica adotada por cada ordenhador, os tetos eram secos com papel toalha
ou pano coletivo, posteriormente os primeiros jatos de leite eram descartados e coletados
uma amostra representativa no final da ordenha, que foi homogeneizada, de forma que
estivesse mais préximo das coletas feitas em propriedades que dispunham coletor
individual. Nas propriedades que dispunham de coletor individual de leite, obtinha-se
uma amostra total do leite ordenhado no final da ordenha, e a assepsia era feita de acordo
com o ordenhador. E importante ressaltar que as praticas de higiene e ordenha para
assepsia dos tetos e coleta do leite ndo foram alteradas das praticadas pelos produtores,
com o intuito de minimizar o estresse dos animais e ndo alterar a rotina dos ordenhadores.

As amostras coletadas para determinacdo da TAC, nitrato e nitrito foram mantidas
congeladas até o momento das analises. As amostras coletadas e armazenadas com
conservante bronopol® foram enviadas para analise no Laboratério Central do Programa
de Analise de Rebanhos Leiteiros do Parana (PARLPR), da Associacdo Paranaense de
Criadores de Bovinos da Raga Holandesa, para realizagdo da determinacdo da contagem
de células somaéticas (CCS) e composi¢do quimica do leite (NUL, proteina, gordura,
lactose, sdlidos totais).

Para andlise da composi¢do quimica do leite foram utilizadas 33 amostras de leite

do SPL agroecolégico e 107 amostras de leite do SPL convencional.


https://www.capa.org.br/
https://www.capa.org.br/
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E evidente o menor nimero de amostras de animais criados em sistema
agroecologico do que os animais criados em sistema convencional, pois as propriedades
agroecoldgicas visitadas apresentavam um nimero menor de animais.

Para determinacdo de TAC foram utilizadas 40 amostras de SPL agroecoldgicos
e 105 amostras de SPL convencional. J& para a determinacdo de nitrato e nitrito foram
utilizadas 41 amostras de leite de vacas inseridas em SPL agroecoldgico e 107 amostras

de leite de animais inseridos no SPL convencional.

Reagentes

Os reagentes  2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis (3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) e o N-(1-naphthyl)
ethylenediamine dihydrochloride foram adquiridos da Sigma-Aldrich® (USA). O
persulfato de potassio foi obtido da empresa Acros Organics (New Jersey — US), o cddmio
granulado (metal puro) da marca Dinamica (Indaiatuba - SP), o alcool etilico 99,5 P.A.,
alcool metilico P.A.-A.C.S. 100% e o acido sulfanilico da marca Synth (Diadema — SP).
O alfa-naftol (1-Naftol) da INLAB (S&o Paulo — SP), e o hidrdxido de sddio e o sulfato

de zinco adquiridos da Fmaia (Belo Horizonte — MG).

Equipamentos

Para avaliar a TAC e o nitrato foi utilizado espectrofotdmetro de absorcao
eletronica UV-vis modelo Evolution 300 - Thermo Fisher Scientific (Massachusetts,
United States). A determinacdo de nitrito foi realizada com leitor de microplacas
VersaMax Molecular Devices (Sunnyvale, CA). As analises para determinar a
composi¢do quimica e quantidade de ureia foram realizadas com espectrdmetro de
infravermelho Bentley FTS- Bentley Instruments® (Minnesota — USA). O Percentual de
CCS foi estimado por citometria de fluxo por meio do contador eletrdbnico Somacount
FCM (Bentley Instruments®).

Determinacd@o da composi¢do quimica do leite, nitrogénio ureico no leite e contagem de
celulas somaticas no leite

A determinacéo da composicao quimica (gordura, lactose, proteina, solidos totais)
e NUL foram realizadas de acordo com a ISO 9622 / IDF 141 (IDF, 2012), utilizando o

método infravermelho.


https://www.google.com.br/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXCE3NKMhJzdRR8E4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgC_w9ZWYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiF-JjOjI7oAhUmLLkGHdooBNIQmxMoATAXegQIDBAD
https://www.google.com.br/search?q=Waltham,+Massachusetts&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MCooMTBJU-IAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWMXCE3NKMhJzdRR8E4uLE5MzSotTS0qKd7AyAgC_w9ZWYAAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiF-JjOjI7oAhUmLLkGHdooBNIQmxMoATAXegQIDBAD
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Para a determinacdo de CCS, utilizou-se 0 método de citometria de fluxo,
seguindo a ISO 13366-2 / IDF 148-2 (IDF, 2006). Posteriormente para analise estatistica,
o0s dados de CCS foram transformados em Log na base 10.

Capacidade antioxidante total do leite

A TAC no leite foi realizada medindo a reducéo dos radicais DPPH e ABTS. A
atividade de DPPH foi medida de acordo com o método descrito por Li et al. (2009). Em
que, 100 pL do extrato foi misturado com 1900 uL de solugbes metanolicas contendo
0,06 mM do Radical de DPPH e mantida no escuro por 30 min. A absorbancia foi medida
em 515 nm e a atividade antioxidante foi calculada de acordo com a equagéo 1:

% DPPH = (1- (A/Ao)) x 100 Equacéo 1
Em que, Ao é a absorbancia inicial da amostra e A¢é a absorbancia da amostra apos 30
minutos.

A atividade de ABTS (Dong et al., 2015) foi determinada seguindo a metodologia
proposta por Fellegrini et al. (1999). A absorbancia da solugdo ABTS foi medida a 734
nm. A TAC foi calculada pela equacéo 2:

% ABTS = (1- (A/A0)) x 100 Equacéo 2

Em que Ao é absorbéncia inicial da amostra e A¢é absorbancia da amostra ap6s 6 minutos.

Determinacdo de nitrato no leite

A determinacdo do nitrato no leite foi realizada de acordo com a metodologia
proposta por Cortas & Wakid (1990), com algumas adaptacdes de Teixeira et al. (2014),
para 0 uso da curva analitica. A desproteinizacdo do leite foi feita mediante a adicdo
ZnSO4 a 75 mmol/L e NaOH a 55 mmol/L. Apos repouso de 10 minutos as amostras
foram centrifugadas a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos. Apés 90 minutos de reducdo com
granulos de cadmio, o nitrato foi determinado pela leitura da absorbancia a 545 nm. A
quantificacéo foi realizada pela obtencéo da curva padréo obtida na faixa de concentragédo

de 0 a 2 mg/L com coeficiente de determinagéo (R?) de 0,99850.

Determinacéo de nitrito no leite

Para a determinacdo de nitrito no leite foi utilizado o método cléssico de Griess
(Griess, 1879). Realizou-se a desproteinizacdo do leite de acordo com Cortas & Wakid
(1990) com algumas adaptaces, adicionando a 1 mL de leite, 1 mL de ZnSO4 75 mM e
1 mL de NaOH 55 mM. Apds, as amostras permaneceram em repouso por 10 minutos e
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foram centrifugadas a 6.000 r.p.m. a 4°C graus, durante 30 minutos. Posteriormente, 0
sobrenadante foi filtrado em filtro de membrana PES 0,22 um, e utilizado para a analise.
Ap6s 10 minutos da acdo da solucdo de sulfanilamida na amostra desproteinizada,
adicionou-se a solucao de N-1-naphitiletilenodiamida e realizou-se a leitura no leitor de

microplacas com o comprimento de onda de 540 nm.

Analise Estatistica
A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o procedimento MIXED do
SAS (Statistical Analysis System, 9.3) de acordo com o seguinte modelo:

Yij=u + Tit+ aj + €j

Com aj=N (0, 02) e ejj~N (0, 62), em que Yjj é o valor observado; i é a média
geral; Ti é o efeito fixo de tratamento (i= Convencional e Agroecoldgico); ai é o efeito
aleatdrio do animal; ejj € o erro residual; N indica distribuicdo normal; 62 e o2 sdo as
variancias associada aos  efeitos aleatorios de animal e varidncia residual,
respectivamente. A comparacdo de médias foi feita pelo teste de Tukey, foi considerado

como nivel de significancia de P<0,05 e tendéncia de P<0, 10.

Submisséo ao comité de ética

Todos os procedimentos de manuseio de animais estavam de acordo com as
normas éticas previamente aprovadas pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Estadual de Maringa (protocolo - CEUA n°. 3103111018).

Resultados

Né&o foi observado diferenca significativa entre os sistemas avaliados com relacéo

a composicao fisico-quimica das amostras de leite avaliadas (Tabela 1).
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Tabela 1. Composicéo quimica do leite de vacas submetidas a diferentes sistemas de

producdo (agroecologico e convencional).

Item Agroecologico Convencional P —Valor
(n=33) (n=107)

CCS (log') 2,31+£0,17 2,42+0,12 0,5983
GORDURA (g/100g) 3,41+0,45 3,24 +0,37 0,7722
PROTEINA (g/100g) 3,26 £ 0,09 3,31+£0,06 0,7021

NUL (mg/dL) 12,60+ 1,72 11,33+ 1,41 0,5734
LACTOSE (g/1009) 4,18 + 0,13 4,29 +0,10 0,5196
SOLIDOS TOTAIS (g/100g) 11,79 £ 0,57 11,83 + 0,46 0,9625

Os valores de CCS, Gordura, Proteina, NUL, Lactose e Solidos Totais sdo apresentados como médiaterro padrdo

n = nimero de amostras analisadas em cada sistema (Agroecoldgico e Convencional).

Os resultados obtidos para percentual de DPPH e ABTS (Tabela 2), também néo
apresentaram diferenca significativa (P>0,05) quando comparadas as amostras de leite

dos sistemas agroecoldgico e convencional.

Tabela 2. DPPH (%) e ABTS (%) em amostras de leite segundo o sistema de produgéo

(agroecoldgico e convencional).

Item Agroecoldgico Convencional P —Valor
(n= 40) (n=105)
DPPH (%) 6,31+ 0,55 6,64 + 0,44 0,6537
ABTS (%) 6,63 + 0,28 6,48 + 0,20 0,6829

Os valores de DPPH e ABTS sdo apresentados como médiazerro padrédo

n = nimero de amostras analisadas em cada sistema (Agroecologico e Convencional).

Na Tabela 3 constam os valores obtidos na determinacdo de Nitrato e Nitrito
(mg/L) em amostras de leite segundo o sistema de producdo (agroecoldgico e

convencional).
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Tabela 3. Determinacgéo de Nitrato e Nitrito (mg/L) em amostras de leite segundo o

sistema de producao (agroecoldgico e convencional).

Item Agroecologico Convencional P —Valor
(n=41) (n=107)
Nitrato (mg/L) 0,15+ 0,03 0,17 £ 0,02 0,6392
Nitrito (mg/L) 0,05+ 0,03 0,07 £ 0,02 0,6116

Os valores de nitrato e nitrito sdo apresentados como médiaterro padréo
n = namero de amostras analisadas em cada sistema (Agroecolégico e Convencional) e representa o nimero
de vacas amostradas.

Discussao

Lactose

Com relacdo ao teor de lactose, tanto para o sistema agroecoldgico quanto para o
sistema convencional apresentaram valores muito proximos e estatisticamente néo
significativos (Tabela 1). Fato que pode ocorrer pelos quadros de mastite (Reis et al.,
2013), pois, segundo Auldist et al. (1998) ha perda de lactose do leite pelas vias
paracelulares que se proliferam durante manifestacGes de mastite. Ainda, a concentragao
de lactose pode ser alterada em situagdes extremas e incomuns de alimentagdo (Jenkins
& Mcqguire, 2006).

O conteudo de lactose esta correlacionado com as proteinas (e gordura), uma vez
que a biossintese de ambos é processada nas mesmas células na glandula mamaria
(Rajcevi¢ et al., 2003). Park et al. (2007) observou que o leite de vacas com mastite
apresenta menor teor de lactose. O nimero de paridade também influencia o teor de
lactose no leite de vaca, sendo que a porcentagem de lactose diminui com o maior nimero
de paridade (Miglior et al., 2006).

De acordo com um estudo realizado por Heck et al. (2009), em que foi
determinado a composicdo do leite de vaca Holandés (n=52) em relacdo a variagédo
sazonal do leite, foi observado variacdo de 4,46 a 4,55 g/100 g de lactose. Os valores
encontrados por por Heck et al. (2009) sdo maiores do que as médias encontradas nesse
trabalho.


https://search.proquest.com/indexinglinkhandler/sng/au/Auldist,+M+J/$N?accountid=26656
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030206721981#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030209708045#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030209708045#!
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Visto que 0 manejo e alimentacdo dos sistemas avaliados sdo parecidos, justifica
o fato de que nédo ha diferenca significativa para o valor de lactose quando comparado 0s
SPL.

Contagem de células soméaticas

Os valores médios obtidos de CCS do leite de vacas criadas em sistema
agroecoldgico e convencional apresentaram valores muito préoximos. Sabe-se que o
gerenciamento e a higiene da fazenda s&o essenciais para garantir a satide do Ubere, sendo
as rotinas higiénicas de ordenha particularmente importantes (Firth et al., 2019) para
evitar o aumento do valor de CCS no plantel. Além disso, fatores como interacdo entre
0s agentes infecciosos, mas praticas de manejo, genética e ambiente influenciam no
aumento do CCS (Hisira et al., 2019).

Em um trabalho realizado por Machado et al. (2000), foram avaliadas 7941
amostras de leite, obtendo a média de 641 mil cél. mL™?, valor esse menor do que a média

encontrada neste trabalho tanto para o sistema agroecol6gico como para o convencional.

Gordura, proteina e solidos totais

Os valores encontrados neste estudo sdo semelhantes a média encontrada por
Doska et al. (2012), que foi de 3.40 g/100g de gordura, 3.13 g/100g de proteina e 12
9/100g de solidos totais. Essa semelhanca, provavelmente, deve-se ao fato que 0s animais
avaliados, independente do sistema de producéo, recebiam dieta adequada suprindo suas
necessidades nutricionais e de producao.

E importante ressaltar que a maioria dos animais utilizados neste estudo eram da

raca holandés com média a baixa producao de leite.

Capacidade total antioxidante do leite

Para as amostras provenientes de sistema agroecoldgico e convencional néo foi
observada diferenca significativa. Os resultados obtidos de DPPH contidos no leite para
ambos sistemas, agroecoldgico e convencional foram menores que 8,75% valor obtido
por Jafari et al. (2017). Para ABTS os resultados obtidos neste trabalho foram menores
do que o encontrado por Yilmaz-Ersan et al., (2018), de 21,48% para leite in natura. Visto

0s beneficios dos antioxidantes na alimentacdo humana (reducdo ou prevencdo de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002203021930219X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218301553#!
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diferentes tipos de cancer, doencas cardiovasculares e doencas neuroldgicas,
arteriosclerose e distarbios relacionados ao envelhecimento) (Jafari et al., 2017), um
elevado potencial antioxidante no leite faz com que o seu valor seja agregado (Castillo et
al., 2013).

O uso de antioxidante natural, como suplemento na dieta de vacas leiteiras podem
ser transferidos para o leite. De acordo com Khan et al., (2019) atividade antioxidante do
leite pode ser aumentada por suplementacdo de fitoquimicos. Dessa forma, pela
similaridade no manejo alimentar dos animais e a provavel semelhanca em teor de

antioxidantes da dieta, justifica-se a semelhanca de TAC para os sistemas estudados.

Nitrogénio ureico no leite (NUL)

Em relagéo ao teor de NUL, este se encontra de acordo com valores reportados na
literatura (Kananub et al., 2018; Bondan et al., 2019). Em um estudo com o objetivo de
mensurar a ureia de leite de mais de 1.200 vacas para avaliar a associa¢do entre NUL e
fertilidade de vacas leiteiras foi observado o valor médio de 12,6 mg/dL NUL (Rajala-
Schultz et al., 2001), similar a média encontrada para ambos sistemas neste trabalho. Em
outro experimento em que foi avaliado a concentracdo média quadrada de NUL em
propriedades leiteiras foi observado valores médios de 12,4 mg/dL (3,01 DP; n=1138)
(Jonker et al., 2002).

Nitrato e nitrito no leite

Os valores de nitrato e nitrito verificados no presente estudo, foram menores do
que os obtidos por Santos et al. (2005), em um estudo em que se investigou 0s niveis de
nitratos e nitritos em amostras de leite in natura, de vacas submetidas aos sistemas de
manejo convencional e organico, na Regido da Depressao Central do Rio Grande do Sul,
Brasil, os teores médios de nitrato e nitrito encontrados nas amostras (n=45) foram de
6,65+£0,84mg/L e 1,76+0,17mg/L, respectivamente.

De acordo com a IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel), que é estabelecida pelo JECFA
(Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives), o valor de nitrato aceitavel para
0 consumo humano é 0-3,7 mg/kg de peso corporal e o de nitrito € de 0-0,07 mg/kg de

peso corporal. Os teores de nitrato e nitrito para o sistema agroecologico se encontram de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kananub%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30587896

33

acordo com as normas da IDA, no entanto, para o sistema convencional a presenca de
nitrito no leite se encontra acima de (0,07680 mg/L) do valor maximo regulamentado pela
IDA. Fator este considerado preocupante, visto que o leite de vaca é também uma fonte

de alimento para bebés e criangas.

Concluséao

Né&o houve diferengas significativas para os sistemas avaliados, na composicao do leite,
na CCSigio, N0 TAC, ainda que conduzissem praticas de manejo diferentes.
Provavelmente, devido a dieta empregada serem semelhante pelas propriedades
avaliadas, visto que, a dieta é um fator de grande influéncia na composicéo do leite,
justificando a semelhanga entre o produto advindo de ambos sistemas. Apesar dos
sistemas n&o influenciarem na composicdo de leite, sabe-se que a agricultura
agroecoldgica preconiza praticas sustentaveis, justificando a escolha do consumidor por

produto advindo de producéo agroecologica.
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I111. Caracterizacdo de propriedades leiteiras em funcédo do teor de N-ureico do
leite do tanque

(Estilo e forma do manuscrito de acordo com as Instrucdes para Autores da Revista

Semina: Ciéncias Agrarias)

Destaques: Considerando os clusters analisados ndo foi encontrada associacao positiva
entre NUL e o tipo de sistema de producdo, apesar de suas praticas distintas. Foi
observado diferenca significativa (p<0,05) entre os clusters, para o numero total de
vacas € 0 numero de vacas em lactacdo nas propriedades avaliadas. Em relacdo a
qualidade do leite analisado foi encontrado diferenca significativa (p<0,05) para NUL,

gordura e sélidos totais.

Resumo

O Parand é um dos maiores produtores de leite do Brasil, ocupando o segundo lugar no
ranking brasileiro de producéo de leite. Essa atividade no estado apresenta alta
significancia do ponto de vista socioecondmico. Considerando a representatividade do
setor, objetivou-se neste estudo analisar as caracteristicas das propriedades em funcdo da
concentracéo do nitrogénio ureico do leite (NUL) em propriedades da regido norte e oeste
do Parana. O NUL na pecuéria leiteira é importante por ser uma ferramenta utilizada para
monitorar a efetividade da utilizacdo de proteinas pelas vacas. Visto isso e sabendo o alto
custo que a proteina representa na dieta animal, o presente estudo avaliou por meio de
questionario caracteristicas intrinsecas de cada grupo que possam influenciar no teor de
NUL. Para isso, foram selecionados, de forma aleatoria, 32 propriedades rurais para
aplicacdo de questionario que abordou varidveis qualitativas e quantitativas. As
propriedades foram divididas em trés clusters de acordo com o teor de NUL. Os clusters
1, 2 e 3 foram compostos por 19, 4 e 9 produtores, respectivamente. Sendo, o cluster 1 de
baixo teor de NUL (8,07 mg/dL), o cluster 2 nivel alto de NUL (21,60 mg/dL) e o cluster
3 ao nivel intermediario (11,90 mg/dL). N&o foi encontrada associagdo positiva entre
NUL e o tipo de sistema de producdo. Entretanto, foi verificada diferenca (p<0,05) entre
os clusters, para 0 numero total de vacas, e 0 numero de vacas em lactacdo nas

propriedades avaliadas. Também foi encontrado diferenca (p<0,05) para NUL, gordura e



40

solidos totais das amostras de leite avaliadas. Visto que o NUL é altamente influenciado
pelo teor de proteina na dieta e as propriedades avaliadas forneciam aos animais uma
alimentacdo com basicamente as mesmas matérias-primas (milho e soja) néo € possivel

afirmar qual fator influenciou o teor de NUL para os grupos estudados.

Palavras-chave: Analise de Cluster. Producdo de Leite. Sistemas de Producéo de Leite.

Introducéo

A cadeia produtiva do leite possui grande importancia na economia brasileira
(Winck & Thaler Neto, 2012) configurando-se como uma atividade tradicional e
fundamental (Gurgel & Nunes, 2018), tanto no d&mbito econdmico quanto social. A
pecudria leiteira no estado do Parana é majoritariamente realizada por meio da agricultura
familiar (Casali et al., 2020), que consiste na utilizacdo de mdo de obra familiar nas

atividades desenvolvidas (Vedana & Moraes, 2018).

Sabe-se ha muito tempo, que a ingestdo de proteinas na dieta é o fator mais
importante na determinagdo da produgao do leite de vaca (Gulinski et al., 2016), pois
durante a lactacdo a demanda alimentar por compostos nitrogenados (N) é critica (Doska
et al., 2012; Brun-Lafleur et al., 2010). Visto isso, para averiguar se a dieta fornecida
contém um nivel adequado de proteina os produtores realizam a mensuracdo do
nitrogénio ureico no leite (NUL) (Gulinski et al., 2016; Spek et al., 2012; Jonker & Kohn,
2001), pois uma meédia de 25% do N na dieta € excretado no leite (Apelo et al., 2014).

O NUL no leite varia consideravelmente e depende de varios fatores (Gulinski et
al., 2016), como o excesso de proteina contida nas racdes, a energia na dieta, desequilibrio
energético:proteico (Jonker & Kohn, 2001) e 0 momento de amostragem do leite (Spek
et al., 2012). O periodo de lactacdo também exerce influéncia sob o teor de NUL, vacas
no inicio da lactacdo tém uma flora ruminal que ndo est4 adaptada & mudanca para dietas
ricas em proteinas apos o parto, dessa forma pode haver aumento de NUL nos primeiros

meses de lactacédo (Stoop et al., 2007).

A compra de ragédo pelas fazendas leiteiras convencionais muitas vezes leva a
entrada substancial de nitrogénio (Cederberg & Mattsson, 2000), a fertilizacdo
nitrogenada de pastagens € reconhecida como fator critico na producdo agricola (Sinclair


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S002203021000439X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030214003002#!
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et al., 1975) que € intensificado em produgdes convencionais e pode influenciar o teor de
NUL.

Os valores de NUL normalmente séo encontrados na literatura entre 10,1mg/dL a
14,45 (Doska et al., 2012; Rajala-Schultz & Saville, 2003; Grande et al., 2009).
Entretanto, essas concentragdes podem variar de um rebanho para outro, entre clusters de
vacas e entre vacas do mesmo rebanho (Doska et al., 2012). Dessa forma, objetivou-se

neste estudo avaliar grupos de propriedades leiteiras em funcéo do N-ureico do leite.

Materiais e Métodos

Coleta de dados

Para tragar o perfil das propriedades leiteiras estudadas foi realizado uma escolha
aleatoria de produtores inseridos em sistemas agroecoldgicos e convencionais. O estudo
se delimitou a estudar propriedades no Estado do Parand, pela importancia que o estado
apresenta na producéo de leite no pais. Os produtores que foram entrevistados possuem
propriedades no norte ou oeste do estado do Parand, nos seguintes municipios: Palotina,
Marechal Candido Rondon, Jandaia do Sul, Paranacity, Santa Fé, Iguatemi, Iguaragu,

Nova Santa Rosa, Floresta, Maringa, Maripa, Mandaguacu e Sarandi.

As entrevistas e as coletas de leite do tanque foram realizadas de outubro de 2018
a outubro de 2019. A coleta de dados foi feita de maneira presencial, com a visita de um
entrevistador a propriedade, através da aplicacdo, de um questionario semiestruturado

com os produtores rurais responsaveis pela atividade leiteira.
Caracterizacgao dos sistemas produtivos leiteiros (SPL)

O questionario (Tabela 1) foi desenvolvido com variaveis que caracterizam o
sistema de producéo de leite (SPL), como o0 manejo nutricional e de pastagens. Também,
foram estudadas algumas variaveis quantitativas da propriedade (area utilizada para
producéo de leite e pasto, nUmero de total de vacas, nUmero e porcentagem de vacas em

lactacdo, producdo diaria de leite e a média de producéo de leite por vaca) (Tabela 2).
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Os SPL visitados foram obtidos a partir de listas de contatos fornecidas pela

Emater, Centro de Apoio e Promocéao da Agroecologia (CAPA) e produtores rurais que

indicavam outros produtores de leite.

Quadro 1. Variaveis qualitativas aplicadas aos produtores rurais.

Variaveis

Tipo

Realiza adubacdo na pastagem? Qual tipo
de adubacdo realizada?

Categorica (1, 2, 3 ou 4)?

Qual a frequéncia de adubacéo de

pastagens?

Categorica (1, 2 ou 3)°

No local onde hoje é pasto, havia alguma

cultura anterior?

Categorica (1, 2 ou 3)°

Faz silagem para as vacas?

Categorica (1 ou 2)¢

Realizagdo adubacdo do gréao utilizado
para silagem? Se sim, qual tipo de

adubacdo?

Categorica (1, 2, 3 ou 4)°

Utiliza pastagem temporaria?

Categorica (1, 2, 3 ou 4)

Quais  ingredientes  utilizados  no

concentrado para as vacas em lactacdo?

Categorica (1 ou 2)°

Como realiza o fornecimento de

concentrado para as vacas em lactagao?

Categorica (1 ou 2)"

Realiza suplementacdo proteica para as

vacas em lactacao?

Categorica (1 ou 2)'

Como realiza o fornecimento de sal

lactacdo para as vacas?

Categorica (1 ou 2)!

Realiza irrigacéo das pastagens?

Categorica (1 ou 2)

Utiliza gréo transgénico para a silagem?

Categorica (1 ou 2)'

Realiza corregéo de solo?

Categorica (1 ou 2)™

Qual o sistema de criagdo utilizado para as

vacas na propriedade?

Categorica (1, 2 ou 3)"

Qual a raca utilizada?

Categorica (1, 2, 3 ou 4)°

21=N4o realiza; 2= Adubac&o organica; 3= Adubagc&o organica e quimica; 4= Adubagao quimica. °1=1 vez
por ano; 2= 2 vezes por ano; 3= 3 vezes por ano ou mais. ¢ 1= N&o houve; 2= H4 7 meses a 1 ano; 3= Ha
5 anos ou mais. ¢ N&o faz/ Faz silagem de milho. ¢1=N&o faz; 2= Faz adubag#o organica; 3= Faz adubagéo
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organica e quimica; 4= Faz adubac&o quimica. F 1= N&o utiliza; 2= Sim; sorgo; 3= Sim; tifton e estrela
africana; 4= Sim; aveia. 9 1= Milho + Soja + Farelo de trigo; 2= Soja + Milho. " 1= Misturada com
volumoso; 2= Sozinha em cocho separado. ' 1= Sim; 2= N&o. | 1= N&o Sozinho em cocho separado; 2=
Misturado com volumoso. 1= N4o realiza; 2= Sim; realiza. ' 1= Sim; utiliza; 2= N4o utiliza. ™ 1= Sim
realiza; 2= Nd&o realiza. " 1= Extensivo (animais soltos ao pasto); 2= Semiconfinamento; 3= Confinamento.
© 1= Gir; 2= Girolando, 3= Jersey; 4= Holandés.

Escala de producéo do SPL

Para a caracterizacdo da escala de producéo, buscou-se realizar perguntas ao
produtor que caracterizassem o nivel de producéo utilizado (Tabela 2), atraves de 7
variaveis de ordem estrutural e produtiva (Tabela 2). Quadro 2. Variaveis estruturais e
produtivas para caracterizacao dos SPL

Variaveis Tipo
Area de Leite (ha) Meétrica
Area de Pasto (ha) Meétrica
Vacas Meétrica
Vacas em lactacdo Meétrica
% de vacas em lactacéo Métrica
Producéo/ Dia Meétrica
Média/ Dia/ Vaca Métrica

Coleta de amostras de leite

Foram coletadas 32 amostras de leite in natura do tanque das propriedades
analisadas. O leite foi armazenado em um frasco individual com conservante bronopol®
e enviado para analise no Laboratério Central do Programa de Anélise de Rebanhos
Leiteiros do Parana (PARLPR), da Associacdo Paranaense de Criadores de Bovinos da
Raca Holandesa, para realizacdo da determinacdo da contagem de células somaticas

(CCS) e composicao quimica do leite (NUL, proteina, gordura, lactose, sélidos totais).

Determinacéo da composi¢ao quimica do leite, NUL e contagem de células somaticas
no leite

A determinacéo da composicao quimica (gordura, lactose, proteina, solidos totais)
e NUL foram realizadas de acordo com a 1SO 9622 / IDF 141 (IDF, 2012) utilizando o
método infravermelho. Para anélise de gordura, lactose, proteina, sélidos totais e NUL
foi utilizado o equipamento Bentley FTS da Bentley Instruments® (Minnesota — USA).
Para a determinacdo de CCS, utilizou-se o méetodo de citometria de fluxo por meio do
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equipamento Somacount FCM da marca Bentley Instruments® (Minnesota — USA),
seguindo a ISO 13366-2 / IDF 148-2 (IDF, 2006).

Analise Estatistica

Para analisar as propriedades estudadas, elas foram divididas em 3 clusters (baixo,
intermediario e alto) considerando o teor de NUL do leite coletado no tanque. A anélise
de cluster objetiva agrupar individuos (objetos, pontos, elementos quimicos, espécies
bioldgicas ou unidades) em classes, de forma que aquelas que possuam caracteristicas
semelhantes estejam na mesma classe (Valli, 2012). Dessa forma, o presente trabalho
agrupou as propriedades em grupos diferentes, buscando avaliar fatores de nutricédo e

manejo que podem exercer influéncia no teor de NUL.

Os clusters foram divididos de acordo com o teor de NUL, o cluster 1 obteve a
menor média, o cluster 2 apresentou o maior teor médio de NUL no leite e o cluster 3
apresentou valor intermediario. Apds a separacdo dos clusters para o teor médio de NUL
do leite do tanque de cada propriedade estudada, foi realizado a anélise descritiva dos

clusters, comparando os produtores por meio das respostas obtidas no questionario.

A andlise de dados foi realizada no SPSS Statistics 1.8 versdo 20. O método
vizinho mais distante foi utilizado para a definicdo do nimero de cluster, através da
utilizacdo das varidveis quantitativas. Para o critério de variancia externa, utilizou-se,
entre os clusters a variancia interna superior a 75% e entre os SPL de cada cluster, inferior
a 25% (Favero et al., 2009). Foi realizado comparacfes pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com 0,05% de significancia. As variaveis qualitativas foram
categorizadas, com base na literatura e, posteriormente, foram comparadas entre si por
meio do teste da analise de diferenca de proporcdes do Teste Exato de Fisher. Foi
utilizado também o V de Cramer que € um coeficiente de correlacdo que mede a
associacdo entre as variaveis, em escala de 0 a 1, em que O corresponde a auséncia de
associacao, e quanto mais proximo de 1, mais associadas sdo as varidveis (Dancey &
Reidy, 2013).
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Submisséo ao comité de ética

Todos os procedimentos de manuseio de animais estavam de acordo com as
normas éticas previamente aprovadas pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Estadual de Maringé (protocolo - CEUA 3103111018).

Resultados e discussao

De maneira geral, observa-se que o cluster 1 possui dezenove (19) propriedades
rurais, o cluster 2 possui quatro (4) propriedades e o cluster 3, contou com nove (9)
propriedades. Para o cluster 1, o teor médio de NUL foi de 8,07 (mg/dL), sendo o grupo
de produtores com menor NUL. O cluster 2 obteve média de NUL de 21,60 (mg/dL), em
que se enquadraram produtores com alto teor de NUL. Para o cluster 3 foi observado o

valor de 11,90 (mg/dL), sendo o cluster de teor de NUL intermediario.

Em relacdo a Tabela 4, constatou-se a diferenca no resultado da &rea total da
propriedade utilizada para producéo de leite e pasto, no entanto, estatisticamente esses

resultados ndo apresentam diferenca significativa.

Tabela 4. Area total da propriedade utilizada para producdo de leite e para pasto.

Variavel Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 EPM P-Valor
(n=19) (n=4) (n=9)
Area de Leite (ha) 11,59 2,57 8,48 12,059 0,15
Area de Pasto (ha) 6,26 2,39 5,54 8,763 0,928

n = NUmero de propriedades analisadas em cada cluster (Cluster 1 , 2 e 3).
ha= hectares

Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.

Na Tabela 5 ¢ possivel identificar diferenca significativa entre os clusters em

relacdo ao nimero de vacas e o numero de vacas em lactacéo.

Tabela 5. NUmero de vacas e producdo diaria de leite.

Cluster 1  Cluster 2 Cluster 3
Variavel (n=19) (n=4) (n=9) EPM P-Valor

Vacas 32,895 a 12,75b 45,444 a 28,13 0,049
Vacas em lactacéo 25,105 a 8,0b 29,889 a 20,77 0,039
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% de vacas em lactacao 77,08 69,18 73,5 22,11 0,838
Producdo/ Dia 456,579 150 542 525,03 0,119
Media/ Dia/ Vaca 13,73 11,75 17,33 7,258 0,176

n = NUmero de propriedades analisadas em cada cluster (Cluster 1, 2 e 3).

Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.

Na andlise de composicdo do leite (Tabela 6) foi possivel observar diferenca
significativa entre os clusters para os valores de NUL, gordura e sélidos totais.

Tabela 6. Composicdo e CCS do leite coletado do tanque.

Variavel Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 EPM P-Valor
(n=19) (n=4) (n=9)

Teor de N-ureico (mg/dL) 8,07b 21,60 a 11,90b 5,438 0,0001
CCS (céls,/mL) 694,58 627,25 1135,98 1226,97 0,64
Gordura (g/100g) 3,0la 1,77b 2,87 a 0,873 0,043
Proteina (g/100g) 3,24 3,21 3,22 0,257 0,737
Lactose (g/100g) 4,38 4,21 4,38 0,332 0,367

Sélidos Totais (g/100g) 1159 a 10,08 b 11,55 a 1,603 0,037

n = NUmero de propriedades analisadas em cada cluster (Cluster 1 , 2 e 3).
Médias seguidas de letras diferentes, diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis.

Para tipo de adubacdo da pastagem (tabela 7) utilizada na alimentacdo das
vacas, observou-se que os clusters 1, 2 e 3 aplicavam em sua maioria adubacéo
organica (ndo foram usados pesticidas) nas pastagens, visto que 15/32 propriedades
analisadas utilizavam adubacdo estritamente organica. O coeficiente V de Cramer

adubacdo de pastagens foi igual a 0,223.

Tabela 7. Adubacéo de pastagens.

Tipo de Adubacio Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
pastagem
N&o realiza adubagéo Frequéncia observada 5 (26,3%) 0 (0,0%) 1(11,1%)
Frequéncia esperada 3,6 0,8 1,7
Residuo ajustado 1,3 -1,0 -0,7

Adubacéo organica Frequéncia observada 8 (42,1%) 3 (75%) 4 (44,4%)
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Frequéncia esperada 8,9 19 4,2
Residuo ajustado -0,7 1,2 -0,2
Adubagéo orgénica e Frequéncia observada 2 (10,5%) 0 (0,0%) 1(11,1%)
quimica Frequéncia esperada 1,8 0,4 0,8
Residuo ajustado 0,3 -0,7 0,2
Adubacdo quimica Frequéncia observada 4 (21,1%) 1 (25%) 3 (33,3%)
Frequéncia esperada 4,8 1,0 2,3
Residuo ajustado -0,6 0 0,7
Total 19 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

A frequéncia da adubacéo de pastagens (Tabela 8) do cluster 1 era em sua maioria,

realizado 3 vezes por ano ou mais. J& para o cluster 2 a maioria das propriedades (2/4)

realizava adubacio uma vez ao ano. E evidente que o nitrogénio ingerido pelo animal n&o

¢ proveniente somente da pastagem, mas também de outros alimentos da dieta. O

coeficiente V de Cramer para a frequéncia de adubacéo de pastagens foi igual a 0,286.

Tabela 8. Frequéncia de adubacéo das pastagens.

Frequéncia de Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
adubacéo pastagem
1 X por ano Frequéncia observada 3 (21,4%) 2 (50%) 3 (2,5%)
Frequéncia esperada 43 1,2 25
Residuo ajustado -11 0,9 0,5
2 X por ano Frequéncia observada 1 (7,1%) 1 (25%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 1,1 0,3 0,6
Residuo ajustado -0,1 1,4 -1,0
3 X por ano ou mais Frequéncia observada 10 (71,4%) 1 (25,0%) 0 (0,0%)
Frequéncia esperada 8,6 2,5 4,9
Residuo ajustado 1,1 -1,6 0,1
Total 14 (100%) 4 (100%) 8 (100%)

Evidencia-se na Tabela 9 que a maioria das propriedades ndo possuia cultura

anterior a pastagem, indicando que ndo havia residuos nitrogenados de culturas e

adubacdo anterior. O coeficiente V de Cramer para cultura anterior na pastagem foi de

0,227.
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Tabela 9. Cultura anterior na pastagem.

Cultura anterior na Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
pastagem
Néo Frequéncia observada 7 (41,2%) 3 (75%) 5 (55,6%)
Frequéncia esperada 8,5 2,0 4,5
Residuo ajustado -1,1 1,1 0,4
H& 7 meses a 1 ano Frequéncia observada 2(11,8%)  0(0,0%) 2 (22,2%)
Frequéncia esperada 2,3 0,5 1,2
Residuo ajustado -0,3 -0,8 0,9
H& 5 anos ou mais Frequéncia observada 8 (47,1%) 1 (25%) 2 (22%)
Frequéncia esperada 6,2 15 3,3
Residuo ajustado 1,4 -0,5 -1,1
Total 17 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

Em relacdo ao fornecimento de silagem (Tabela 10) aos animais, a maioria dos
produtores (23/32) realizava essa pratica, evidenciando a sua importancia, especialmente
em épocas de escassez de pastagens. No cluster 3, observou-se que 100% das
propriedades estudadas faziam o uso de silagem de milho. O coeficiente V de Cramer

para o uso de silagem foi de 0,402.

Tabela 10. Uso de silagem.

Faz uso silagem? Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Né&o faz Frequéncia observada 7 (36,8%) 2 (50%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 53 1,1 2,5
Residuo ajustado 1,3 1,0 -2,2
Faz de milho Frequéncia observada 12 (63,2%) 2 (50%) 9 (100%)
Frequéncia esperada 13,7 29 6,5
Residuo ajustado -1,3 -1,0 2,2
Total 19 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

A utilizacdo de grdos transgénicos (tabela 11) foi realizada por 20 das 23

propriedades que faziam silagem, esse fato se da pelo maior nimero de propriedades
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inseridas no sistema convencional. O coeficiente V de Cramer para 0 uso de grdo

transgénico na alimentacdo das vacas foi de 0,343.

Tabela 11. Uso de gréo transgénico na alimentacdo das vacas.

Utiliza gréo

transgénico?

Cluster 1

Cluster 2  Cluster 3

Sim Frequéncia observada 11 (91,7%) 2 (100%) 6 (66,7%)
Frequéncia esperada 9,9 1,7 74
Residuo ajustado 1,2 0,70 -1,6

N&o Frequéncia observada 1 (8,3%) 0 (0%) 3 (33,3%)
Frequéncia esperada 2,1 0,3 1,6
Residuo ajustado -1,2 -0,7 1,6

Total 12 (100%) 2 (100%) 9 (100%)

A correcdo de solo ndo foi fator importante para o aumento de NUL, pois no

cluster 2, a maioria (3/4) dos produtores néo fazia uso dessa pratica. E possivel evidenciar

que a ndo correcado de solo é muitas vezes pela falta de assisténcia técnica que dé suporte

e instrua o produtor. O coeficiente V de Cramer para a realizacdo da correcao de solo foi

de 0,199.

Tabela 12. Realizacdo de correcdo de solo.

Realiza correcéo de Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
solo?
Faz Frequéncia observada 9 (50%) 1 (25%) 3 (33,3%)
Frequéncia esperada 75 1,7 3,8
Residuo ajustado 1,1 -0,7 -0,6
Né&o faz Frequéncia observada 9 (50%) 3 (75%) 6 (66,7%)
Frequéncia esperada 10,5 2,3 5,2
Residuo ajustado -1,1 -0,7 -0,6
Total 18 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

Em todas as 32 propriedades estudadas era realizado o fornecimento de algum tipo

de sal (sal comum ou sal mineral lactacdo) para as vacas em lactacdo. Foi possivel



50

observar que 14 forneciam em cocho separado e 17 produtores disponibilizavam o sal
misturado com o volumoso. O coeficiente VV de Cramer para o fornecimento de sal para

as vacas foi de 0,037.

Tabela 13. Fornecimento de sal para as vacas.

Fornecimento de sal Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

Sozinho em cocho Frequéncia observada 8 (44,4%) 2 (50%) 4 (44,4%)
separado Frequéncia esperada 8,1 1,8 4,1
Residuo ajustado -0,1 0,2 -0,1

Misturado com o Frequéncia observada 10 (55,6%) 2 (50%) 5 (55,6%)
volumoso Frequéncia esperada 18 2,2 49
Residuo ajustado 0,1 -1,1 0,1

Total 18 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

O uso de subprodutos na alimentacdo dos animais (tabela 14) também néo
interferiu no NUL, pois poucos produtores (10/32) faziam o uso dessa pratica. O
coeficiente V de Cramer para a utilizacdo de subprodutos na alimentacédo das vacas foi de
0,402.

Tabela 14. Utilizac&o de subprodutos na alimentacao das vacas.

Utiliza subprodutos na Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

alimentacé&o das vacas?

Nao Frequéncia observada 10 (52,6%) 3 (75%) 9 (100%)
Frequéncia esperada 13,1 2,8 6,2
Residuo ajustado 2,4 0,3 2,4
Massa de mandioca Frequéncia observada 2 (10,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 1,2 0,3 0,6
Residuo ajustado 1,2 -0,6 -0,9
Cana Picada Frequéncia observada 1 (5,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 0,6 0,1 0,3
Residuo ajustado 0,8 -0,4 -0,6
Palha de aveia Frequéncia observada 1 (5,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 0,6 0,1 0,3

Residuo ajustado 0,8 -0,4 -0,6
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Quirera de milho Frequéncia observada 1(5,3%) 1 (25%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 0,6 0,3 0,3
Residuo ajustado 0,8 1,7 -0,6

Casquinha de soja Frequéncia observada 3(158%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 1,8 0,4 0,8
Residuo ajustado 15 -0,7 -1,1

Polpa citrica Frequéncia observada 1 (5,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 0,6 0,1 0,3
Residuo ajustado 0,8 -0,4 -0,6

Total 19 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

Em suma, grande parte dos produtores (15/28) utilizavam milho + soja +
farelo de trigo no concentrado fornecido para as vacas leiteiras, e 13/28 fornecendo
somente soja + milho (tabela 15). Os quatro produtores ndo contabilizados, ndo faziam o
uso de concentrado na dieta das vacas. O coeficiente V de Cramer para ingredientes

utilizados no concentrado fornecido as vacas foi de 0,216.

Tabela 15. Ingredientes utilizados no concentrado fornecido para vacas.

Ingredientes utilizados Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3

no concentrado

Milho + Soja + Farelo Frequéncia observada 10 (62,5%) 1(33,3%) 4 (44,4%)

de trigo Frequéncia esperada 8,6 1,6 48
Residuo ajustado 1,1 -0,7 -0,7

Soja + Milho Frequéncia observada 6 (37,5%) 2 (66,7%) 5 (55,6%)
Frequéncia esperada 7,4 1,4 4.2
Residuo ajustado -11 0,7 0,7

Total 16 (100%) 3 (100%) 9 (100%)

Somente 2/23 propriedades avaliadas que faziam silagem, nédo realizavam
nenhum tipo de adubacdo na planta, todas outras propriedades utilizavam adubagéo
organica, quimica ou ambos. O coeficiente V de Cramer para a adubacédo do gréo utilizado
para a silagem foi de 0,282.
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Tabela 16. Realizacdo de adubacgéo do grdo utilizado para silagem.

Realizagdo adubacéo Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
do gréo utilizado para

silagem? Qual?

Néo realiza adubacéo Frequéncia observada 1 (8,3%) 0 (0%) 1(11,1%)
Frequéncia esperada 1,0 0,2 0,8
Residuo ajustado -0,1 -0,5 0,3
Adubacéo organica Frequéncia observada 0 (0%) 0 (0%) 1(11,1%)
Frequéncia esperada 0,5 0,1 0,4
Residuo ajustado -1,1 -0,3 1,3
Adubacéo orgénica e Frequéncia observada 5 (41,7%) 0 (0%) 3 (33,3%)
guimica Frequéncia esperada 4,2 0,7 3,1
Residuo ajustado 0,7 -1,1 -0,1
Adubacéo quimica Frequéncia observada 6 (50%) 2 (100%) 4 (44,4%)
Frequéncia esperada 6,3 1,0 4,7
Residuo ajustado -0,2 1,4 -0,6
Total 12 (100%) 2 (100%) 9 (100%)

A irrigacdo de pasto (Tabela 17) pode ter influenciado no teor de NUL, pois
50% dos produtores inseridos no cluster 2, que apresentam o maior teor de NUL,
realizavam essa préatica, sendo necessario mais estudos para comprovar essa teoria. O

coeficiente V de Cramer para irrigacéo de pastagens foi de 0,347.

Tabela 17. Irrigacdo de pastagens.

Irrigacéo de Pasto Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Né&o Frequéncia observada 15 (88,2%) 2 (50%) 7 (87,5%)
Frequéncia esperada 14,1 3,3 6,6
Residuo ajustado 0,9 -1,9 0,4
Sim Frequéncia observada 2 (11,8%) 2 (50%) 1(12,5%)
Frequéncia esperada 2,9 0,7 1,4
Residuo ajustado -0,9 1,9 -0,4

Total 17 (100%) 4 (100%) 8 (100%)
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As racas (Tabela 18) mais proeminentes nos clusters estudados (1, 2 e 3) eram

Jersey e Holandés, em 29 das 32 propriedades estudadas. Evidenciando a busca dos

produtores pela obtencdo de animais especializados na producéo de leite.

Para padrao racial do rebanho, observou-se que o gado Holandés que é uma racga

europeia com aptiddo leiteira era o padréo racial do rebanho de 52,6% dos SPL do cluster
1, 50% do SPL do cluster 2 e 88,9% do SPL do cluster 3. O coeficiente V de Cramer para

padrdo racial do rebanho foi igual a 0,283.

Tabela 18. Padrao racial dos rebanhos das propriedades estudadas.

Racas Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3
Gir Frequéncia observada 2 (10,5%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 1,2 0,3 0,6
Residuo ajustado 1,2 -0,6 -0,9
Girolando Frequéncia observada 1 (5,3%) 0 (0%) 0 (0%)
Frequéncia esperada 0,6 0,1 0,3
Residuo ajustado 0,8 -0,4 -0,6
Jersey Frequéncia observada 6 (31,6%) 2 (50%) 1(11,1%)
Frequéncia esperada 53 1,1 2,5
Residuo ajustado 0,5 1,0 -1,3
Holandés Frequéncia observada 10 (52,6%) 2 (50%) 8 (88,9%)
Frequéncia esperada 11,9 2,5 5,6
Residuo ajustado -1,4 -0,6 1,9
Total 19 (100%) 4 (100%) 9 (100%)

Em relacdo a proporcdo das propriedades inseridas nos sistemas de producéo

agroecoldgico e convencional (Tabela 19), observou-se que o nimero de propriedades

inseridas no sistema convencional (22) € maior do que o nimero de propriedades inseridas

no sistema agroecoldgico (10). N&o sendo possivel inferir dessa forma que o sistema de

producéo tenha tido influéncia sobre o valor de NUL.
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Tabela 19. Proporcao das propriedades inseridas nos sistemas de producéo agroecologico

e convencional em cada cluster.

Variavel Categoria Cluster  Cluster  Cluster Probabilidade
1 2 3
Convencional 40,63 9,38 18,75
Tipo de producéo (n=13) (n=3) (n=6) 1000
referente ao cluster Agroecoldgica 18,75 3,13 9,38

(n=6) (n=1)  (n=3)

n = NUmero de propriedades analisadas em cada cluster (Clusterl, 2 e 3).

Variaveis quantitativas em relacdo a propriedade e a producao de leite

Na Tabela 4, ndo foi observado semelhancas entre os produtores de cada cluster
em relacdo a area (ha) utilizada para producdo de leite e pasto. O cluster 2 possui 0s
produtores que apresentaram a maior limitacdo do tamanho de area tanto para producgao
de leite quanto para o cultivo de pastagens. E importante ressaltar que a pastagem é a
fonte de nutrientes mais econdmica em qualquer parte do mundo; principalmente em

paises em desenvolvimento como o Brasil (Silva et al., 2008).

Em relacdo a producdo média por animal e producdo total de leite, o cluster 2
apresenta a menor producao, o cluster 1 obteve a producdo intermediaria entre 0s outros
clusters, e o cluster 3 apresentou a maior producdo. Considera-se a produtividade do
rebanho importante fator de desempenho na producdo rural, bem como a visdo de
competitividade sistémica (Parré et al., 2011). De acordo com Cilek & Tekin (2005), a
produtividade de animais de criacdo é resultado da combinacdo de gendtipo e condicBes
ambientais ambiental. Ainda, os fatores ambientais podem ser classificados como fatores
com efeitos mensuraveis (idade, ano, estacdo, frequéncia da ordenha, etc.) e fatores com

efeitos incomensuraveis (doengas infecciosas, infestagdes parasitarias, etc.).

E possivel observar a diferenca significativa entre o nimero de vacas na
propriedade (secas+lactacdo) e o nuimero de vacas em lactagdo entre os clusters.
Evidentemente, isso é um fator que interfere na produtividade total da propriedade, visto
que o cluster 3 que apresenta 0 maior nimero de animais em lactacdo também € o que
possui a maior producdo diéria total e por animal, evidenciando maior intensidade na

producdo dos produtores nesse cluster.
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Qualidade e composicao de leite

Na tabela 6, observou-se diferenca significativa (p<0;05) entre os clusters para o

teor de NUL, gordura leite e sélidos totais.

De acordo com Osorio et al. (2016), a gordura do leite de vaca pode variar de 3 a
5%. Visto isso, para resultados apresentados na tabela 6, pode-se observar que somente o
cluster 1 apresenta teor de gordura acima de 3%. Em um estudo realizado por Noro et al.
(2006), em que foram avaliadas 165.311 amostras de leite o teor médio de gordura

encontrado foi de 3,54%, estando acima dos valores observados neste estudo.

A concentracdo de gordura presente no leite pode ser afetada pela dieta (Pitta et
al., 2018; Schingoethe et al., 2017; Noro et al., 2006), estagio da lactacdo, presenca de
mastite, fermentacdo ruminal (Pereira, 2014), idade, raca e balanco energético (Haug et
al., 2007).

Em um trabalho realizado por Arora et al. (2013), foram analisadas 20 amostras
de leite in natura de vaca e observou-se o valor de 3.3 g/100 g para proteina. O cluster 1
apresentou o valor de 3,24 g/100g, o cluster 2 apresentou o valor de 3,21 g/100g e o
cluster 3 o valor de 3,22 g/100g de proteina no leite, evidenciando a similaridade entre
resultados obtidos para proteina e um padrdo de valores independente do cluster. A
proteina do leite possui alto valor bioldgico, e é considerada importante fonte de proteina
na dieta humana (Haug et al., 2007) fornecendo aproximadamente 3,2 g/100g de leite
(Pereira, 2014).

Para lactose os clusters também obtiveram valores semelhantes (4,38; 4,2; 4,38,
respectivamente). A lactose € o principal carboidrato presente no leite, € um dissacarideo
composto por glicose e galactose (Pereira, 2014), e esté relacionada a varios fatores
bioldgicos e fisioldgicos, como a satde do Ubere e pelo balango energético e metabolismo
do animal (Costa et al., 2019). A principal funcdo da lactose é a osmorregulacéo, sendo
responsavel por aproximadamente 50% da pressdo osmdtica do leite, e ocorre uma
fixacdo de 9 litros de agua sempre que 5 gramas de lactose sdo sintetizadas pela glandula
mamaria (Menéndez Gonzalez et al., 2010; Lin et al., 2016).

A mensuracdo de NUL e utilizada para predizer o nitrogénio excretado por meio
do leite para 0 meio ambiente (Correa-Luna et al., 2019) , visto que, a excrecdo de N ¢
grande preocupacdo pelo seu impacto no ecossistema (Apelo et al., 2014). Assim, a
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ingestdo de proteina deve atender as exigéncias das vacas evitando perdas de N (Hof et
al., 1997).

A ureia é um constituinte normal do leite e faz parte da fracdo de nitrogénio nédo
proteico do leite (Bucholtz & Johnson, 2007). H& muito tempo, sabe-se que 0 aumento
de NUL pode ser reflexo da utilizacdo ineficiente da proteina bruta da dieta dos
ruminantes (Broderick et al., 1997; Stoop et al., 2007). Contudo, a amostra do tanque a
granel representa o leite de todas as vacas ordenhadas do rebanho, e isso ndo permite o
monitoramento individual das vacas que podem ser alimentados com diferentes racdes e
concentrag@es de niveis de proteina (Bucholtz & Johnson, 2007). E possivel que o NUL
também seja influenciado pelo manejo do rebanho, paridade, dias em lactagdo, estacdo
do ano, raca, selecdo genética, fatores metabdlicos de cada animal e ambientais (Bucholtz
& Johnson, 2007; Stoop et al., 2007; Doska et al., 2012).

Observou-se que nos clusters 1, 2 e 3 aplicava em sua maioria adubacéo
organica nas pastagens (Tabela 7). A correta adubacéo e correcdo do solo, bem como o
manejo adequado da pastagem, sdo imprescindiveis, pois objetivam intensificar a
produtividade da forragem e sua qualidade nutricional (Castro et al., 2016).

Os clusters com menor teor de NUL foram aqueles em que a maioria dos
produtores faziam o uso de silagem de milho na dieta dos animais. O tipo de adubacao
dos gréos utilizados para a confec¢éo da silagem ndo foi fator influente para o valor de
NUL, pois a maioria dos produtores (20/32) independente do cluster ao qual pertenciam;

realizavam adubacdo quimica na silagem de milho.

O CCS é um preditor util de infeccdo intramaméria e, portanto, importante
componente do leite na avaliacdo de aspectos de qualidade, controle de higiene e mastite
(Sharmaetal., 2011; Bradley & Green, 2005; Li et al., 2014). De acordo Bradley & Green
(2005), valores de CCS de <100.000 células/mL é geralmente considerado "normal”,
refletindo uma glandula maméaria saudavel, enquanto um CEC de> 200.000 células / mL
é sugestivo de infeccdo bacteriana. Os valores obtidos de CCS para os grupos avaliados
apresentam valores maiores do que 200.000 CCS/mL, sugerindo a presenca de infecgéo

na glandula mamaria.

Elevados valores de CCS influencia negativamente a qualidade do leite cru, visto
que a mastite subclinica esta relacionada com a baixa producéo de leite, alteraces na

consisténcia (densidade) do leite, possibilidade reduzida de processamento adequado,
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baixa proteina e alto risco para a higiene do leite, pois pode até conter organismos
patogénicos (Sharmaet al., 2011). Além da infecgdo intramamaria, existem outros fatores
que influenciam a contagem de células somaticas do leite, como estagio de lactacéo,

frequéncia de ordenha, idade, raca, paridade e estacao do ano (Malik et al., 2018).

Varios métodos sdo importantes para evitar o aumento de CCS, como pré-dipping
e pds-dipping, o uso de luvas pelos ordenadores, controle de vacas com mastite (vaca com
mastite Gltima a ser ordenhada), inspecdo didria no Ubere de vacas secas visando a
deteccdo de mastite, uso do California mastitis test (CMT), dentre outros (Olechnowicz
& Jaskowski, 2012). E importante ressaltar, que em nenhuma propriedade visitada o
ordenhador fazia o uso de luvas durante a ordenha.

Variaveis nutricionais, manejo de pastagens e silagem

De acordo com Castro et al. (2016), a utilizacdo de residuos organicos pode
ser uma forma de reduzir os custos com adubacdo, além de criar um descarte apropriado
para os mesmos. O potencial de utilizacdo do material organico como adubo para as
plantacdes é atribuido a sua composicdo quimica e sua relacdo carbono:nitrogénio
(Araujo et al., 2011).

Sabe-se que o residuo organico sélido de dejetos de animais pode se tornar
alternativa para 0 aumento da produtividade e qualidade das forrageiras, visto sua
habilidade de manter os niveis de fertilidade, com menor custo, aumentar a produtividade,
melhorar as propriedades quimicas e fisicas do solo, diminuir a poluicdo e aumentar a
eficiéncia de uso e qualidade nutricional nos sistemas de produgéo (Araujo et al., 2011).
Apesar da maior parte da demanda agricola mundial de N ser atendida pelo uso de
fertilizantes nitrogenados, sabe-se que as leguminosas também sdo utilizadas como fontes
de N (Wezel & Peeters, 2014; Amado et al., 2000), especialmente nos sistemas
agroecoldgicos. Portanto, em sistemas que usam as leguminosas como fonte de N,
normalmente s6 complementam via fertilizante o déficit mineral.

Outro fator que pode influenciar o teor de N nas pastagens é a estacdo do ano. De
acordo com um trabalho realizado por Gerdes et al. (2000) foi observado que os teores de
proteina em pastagens (Brachiaria brizantha Stapf. cv. Marandu; Setaria
sphacelata [Schum.] Moss var. sericea [Stapf.] cv. Kazungula e Panicum maximum Jacq.

cv. Tanzania-1) foi observado no outono, independentemente da espécie forrageira.
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A suplementacéo proteica foi raramente utilizada pelos produtores entrevistados,
visto que 26 (81,25%) dos 32 produtores ndo forneciam nenhum tipo de suplementagéo
proteica para as vacas em lactacdo. N&o sendo esse entdo, um fator importante para o teor
de NUL das propriedades analisadas.

A maior parte dos produtores (22/32) fazia uso do sistema extensivo para criagdo
das vacas, visto 0 menor custo beneficio desse sistema, especialmente quando se tratando

de produtores de pequena e média produgdo, como 0s que constavam neste estudo.

Efeito de Raca

Os efeitos da raca nas concentracdes de NUL sdo variaveis e necessitam ser
considerados quando realizado a avaliacdo da NUL (Bucholtz & Johnson, 2007). Sendo
as racas mais presentes nos grupos estudados, holandés, jersey, gir e girolando,
respectivamente. O gado holandés era o padréo racial mais presente no cluster 1 (10/19)
que apresentou menor valor para NUL (Tabela 18), assim como o cluster 3 (8/9). No
cluster 2, 50% dos produtores tinham o rebanho leiteiro composto de vacas da raca

holandés e os outros 50% composto de animais da raca Jersey.
Efeito do sistema de producao no teor de NUL

Foi possivel observar que 70,96% das propriedades avaliadas faziam parte do
sistema de producdo convencional e somente 31,25% das propriedades faziam parte do
sistema de producdo agroecoldgico. Dessa forma, ndo é possivel afirmar que o sistema de
producdo influenciou o teor de NUL.

Foi observado por Meyer et al., (2006) ao analisar o leite de 7.006 vacas da raga
Holandés o teor médio de NUL de 13.3 mg/dL, valor esse similar ao encontrado no cluster
3, que se refere ao cluster que obteve o valor médio de NUL entre os trés clusters
estudados. Doska et al. (2012) também encontrou valores similares ao cluster 2, ao avaliar
amostras de leite de 16.013 animais por 127.428 dias em que se obteve a média de 14,45
mg/dL.

Entretanto, o cluster 2 apresenta valor médio (21,60 mg/dL) acima do encontrado
por Meyer et al. (2006) e Doska et al. (2012), esse aumento pode ser por fatores

nutricionais como o elevado teor de proteina na dieta do animal ou baixa eficiéncia na
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utilizacdo da mesma (Zhai et al., 2006), falta de sincronia de teor de proteina bruta da
dieta com o fornecimento de carboidrato (Caldas Neto et al., 2008), mas também por
outros fatores ndo nutricionais, como a paridade e a estacdo do ano (Fatehi et al., 2012).

O menor valor de NUL como o encontrado no cluster 1 (8,07 mg/dL), pode ser
atribuido a concentracdo menor de proteina na dieta e a genética animal (Beatson et al.,
2019).

Conclusao:

Né&o foi encontrada associacdo positiva entre NUL e o tipo de sistema de producdo. Foi
observado diferenca significativa (p<0,05) entre os clusters, para o nimero total de vacas,
e 0 numero de vacas em lactacdo nas propriedades avaliadas. Em relacdo a qualidade do
leite analisado foi encontrado diferenca significativa (p<0,05) para NUL, gordura e
solidos totais. Visto que o fator nutricional é de grande influéncia para o teor de NUL, e
as propriedades avaliadas proporcionavam aos animais alimentacdo com basicamente as
mesmas matérias-primas (milho e soja) ndo é possivel afirmar qual fator influenciou o

teor de NUL para os grupos estudados.
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VI. Apéndice

FUNDACAO UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ZOOTECNIA

Nome do produtor/ Proprietario:

Municipio: Data: / /
Idade do produtor: anos
Telefone/Email: Coordenadas:

Questionario prévio para caracterizagdo das Propriedades Leiteiras

Variaveis Produtivas e Sécio Econdmicas

1- Quantos anos de estudo formal o senhor concluiu?

1( ) Sem formacdo 2( ) Ensino Fundamental incompleto 3( ) Ensino Fundamental completo
4( ) Ensino Médio incompleto  5( ) Ensino Médio completo 6( )Ensino Superior
incompleto  7( )Ensino Superior completo

2- Onde o proprietario reside? 1( ) Propriedade  2( ) Cidade

3- Quanto tempo de atividade leiteira? anos

4- Por que exerce a atividade leiteira? 1( ) Propriedade pequena 2( ) Renda mensal 3()
Heranca 4( ) Propriedade pequena e renda mensal 5( ) Outras
descrever

5- Area total propriedade: hectares

6- Area utilizada para produzir leite: hectares

7- Area total utilizada para outras atividades: hectares

Exemplo: Area utilizada em agricultura: hectares;

8- De toda a renda da propriedade; qual a percentagem da renda do leite? %

9- Além do leite; tem outras fontes de renda na propriedade?
1( )Naotem 2( ) Corte 3( ) Avicultura  4( ) Agricultura
5( ) Horticultura 6( ) Suinocultura 7( ) Outros

10- H& quanto tempo esta inserido na atividade agroecoldgica?
1( ) Nao estou 1( )Ha6 meses  2( ) HAum ano
3( )Hadoisanos 4( )Hatrésanos 5( ) H& mais tempo; quanto:___anos

Variaveis do solo e culturas

11- Texturado solo: 1( )arenosa 2( ) mista 3 ( )argilosa

12- Faz adubacéo das pastagens?
1( )Ndofaz 2( ) Faz
3( )Adubagdo Orgénica; exemplifique; (exemplo: Cama de frango)
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4( )Adubacao Quimica; exemplifique:

13- Com qual frequéncia anual realiza-se a adubacao?
1( ) Ix 2()2x 3()3x 4( ) 4x
5( ) Mais vezes; quantas?

14- Faz corregéo de solo?
1( ) Faz. O que utiliza para a correcdo do solo? 2( ) Néo faz

15- Recentemente; foi plantado algum tipo de cultura onde esté inserida a pastagem atualmente?

1( ) Sim; ha 6 meses 2( ) Sim; ha um ano 3( ) Sim; ha dois anos
4( ) Sim; ha trés anos 5( ) Sim; ha mais tempo; quanto:
16- Area total pastagem: hectares

17- Qual o tipo de pastejo utilizado na propriedade?

1( ) Pasto convencional (continuo) 2( ) Pastagem convencional e rotacionada
3( ) Piquetes rotacionados 4( ) Piguetes rotacionados e irrigado

5( ) Pastejo racional voisin 6( ) Silvipastoril

19- Faz Irrigacdo pastagens?

1( ) Nao 2( ) Sim 3( ) Uma vez na semana
4( ) Duas vezes por semana 5( ) Trés vezes por semana
6( ) Uma vez por dia 7( ) Duas vezes por dia

8( ) Outro

20- Faz silagem para o inverno? Que tipo de silagem?
1( )Nadofaz  2( ) Napier 3( )Cana 4( )Sorgo 5( )Milho 6( ) Milhoe Napier
7( ) Aveia 8( ) outros; qual?

21- Quanto ao plantio de volumoso para ensilagem; qual area total cultivada?
hectares

22- O milho ou sorgo utilizados na ensilagem séo transgénicos?

1( ) Sim 2( ) Néo

23- E realizado adubac&o quimica ou organica na planta utilizada para silagem?
1( ) Sim; quimica; qual? com qual frequéncia?

2( ) Sim; orgénica; qual? com qual frequéncia?

3( ) Néo

24- Quais culturas cultivadas nas propriedades circunvizinhas?

Variaveis ordenha

25- Qual o tipo de ordenha na propriedade?

1( ) Manual com bezerro ao pé 2( ) Mecanica; balde ao pé e bezerro ao pé
3( ) Mecénica com balde ao pé 4( ) Mecanizada com transferidor

5( ) Mecanizada canalizada

26- Quantas ordenhas faz ao dia?
ao dia

27- Qual o tipo de resfriador que utiliza?
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1( )Imersdo  2( ) Granel comunitario 3( ) Granel
28- Frequéncia de limpeza do resfriador: Vezes por semana

29- O resfriador possui sistema automatico de lavagem?
1( )Nao 2( ) Sim

30- Usa produtos de limpeza na ordenhadeira? )
1( ) N&do Usa 2( ) S6 agua fria 3( ) S6 Agua Quente
4( ) Detergente Alcalino  5( ) Detergente Neutro 6( ) Detergente acido

31- Os tetos sdo lavados antes da ordenha?
1( ) Néo 2( ) Sim

32- Com 0 que 0s tetos sdo secos antes da ordenha?
1( ) Pano coletivo 2( ) Pano individual 3( ) Pano descartavel 5( ) Papel toalha

33- Os tetos sdo desinfetados ANTES da ordenha (pré- dipping)?
1( )Ndo 2( )Sim

34- Como é aplicado o agente desinfetante nos tetos ANTES da ordenha?
1( ) toalha com desinfetante 2 ( ) aplicador pré-dipping 3 ( ) Borrifador

35- Qual o0 agente desinfetante utilizado nos tetos ANTES da ordenha (pré-dipping)?
1()iodo 2 ( )cloro 3 ( ) outro

36- Os tetos sdo desinfetados APOS a ordenha (pds-dipping)?
1( )ndo 2( )sim

37- Qual agente desinfetante utilizado nos tetos APOS a ordenha?

38- Como ¢é aplicado o agente desinfetante nos tetos APOS a ordenha?
1( ) Toalha com desinfetante 2( ) Aplicador pré-dipping 3 ( ) Borrifador

39- Realiza Testes de Mastite?

1( ) Néo realiza 2( ) Caneca de Fundo Preto

3 ( ) CMT ou raquete; a cada quanto tempo? dias.

40- Qual o total de vacas leiteiras do rebanho? vacas

41- Quantas vacas estdo em lactacdo; produzindo leite? vacas

42-% vacas lactacdo % vacas

43- Qual a producéo total litros leite ao dia? litros/dia (média de litros ao dia)

44- Qual a média de producao das vacas/dia? litros/dia

45- Quantos litros de leite é deixado na propriedade para alimentacdo das pessoas e
bezerros? litros/dia (média de litros ao dia)

46- Para quem entrega; fornece o leite produzido?
1( ) Cooperativa 2( ) Laticinio  3( ) Associacdo de produtores
4( ) Vende para terceiros 5( ) Associacdo e cooperativa
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6( ) Outro

47- Qual o preco médio recebido por litro de leite entregue ao longo de doze meses?
R$

Varidveis Rebanho

48- Qual o padrdo genético; a raca do seu rebanho?
1( ) Sem uma Raca Definida 2( ) Mesticas(girolanda/holandesa) 3( ) Padréo racial ou

seja tem raca mas ndo tem registro  4( ) Puras/ registradas

49- Qual a Raca que predomina em seu rebanho?

1( ) Sem Raga Definida 2( ) Girolanda 3( ) Holandés
4( ) Jersey 5( ) Gir 6( ) Holandés e Jersey 7( ) Holandés e Gir
6( ) Outras

50- Qual o sistema de produgéo utilizado?
1( ) Pastejo 2( ) Semiconfinado 3 () Confinado

Reforma e renovacdo de rebanho

51- Quando precisa introduzir novos animais no rebanho; para aumentar a producao ou substituir
alguma vaca que descartou; qual a origem desses animais?

1( ) Compra de novilhas levando em conta o valor delas

2( ) Producéo propria de novilhas

3( ) Compra de novilhas levando em conta a genética

4( ) Compra e produz novilhas

52- No caso de produzir os proprios animais para repor os descartes. Como vocé seleciona as
novilhas?

1( ) N&o produz novilhas 2( ) Né&o seleciona; usa todas as novilhas

3( ) Escolhe de acordo com o pai

4( ) Escolhe de acordo com a mae

5( ) Escolhe de acordo com o pai e a mae

53- Qual a principal causa em que vocé precisa descartar uma vaca BOA de leite. Por que vocé
tem que descartar essa vaca?
1( ) Problema reprodutivo 2( ) Mastite; teto perdido 3( ) Reprodutivo e mastite

4( ) ldade (velha) 5( ) Venda 6( ) Outros

54- Quando vocé tem animais para venda; qual é a categoria de animal que vende?
1( ) N&o vende animais 2( ) Desmama cruzada MeF

3( ) Machos de leite 4( ) Novilhas ponto de cobertura

5( ) Novilhas prenhas 6( ) Vacas 1°CRIA de baixa producéo

7( ) Vacas mais velhas acimade 5 crias  8( ) Outros

Variaveis Nutricdo

55- Quais pastagens temporarias sdo utilizadas?
1( ) Milheto 2( )Sorgo 3()Cana 4 ( )Leucena 5( )Aveia
7( ) Tifton 8( ) Outra
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56- Qual a fonte de 4gua dos animais?
1( ) Lagoa 2( ) Rio 3 () Pogo

57- Como a agua é fornecida aos animais?
1( ) Pocad’agua  1( ) Bebedouro no pasto 3 ( ) Bebedouro na cocheira

58- A racdo concentrada é
1( ) Racgdo comercial pronta 2 () Produzida na propriedade
Nome e descricao:

59- Quais os alimentos ou ingredientes contidos na racdo concentrada:
1( ) Sorgo 2( ) Quirerade milho 3( ) Sojaemgrdao 4( ) Milho moido
5( ) carogo de algod@o 6 ( ) Farelo de trigo 7( ) Farelo de soja

8( ) Outros:

60-De que maneira a ragdo concentrada é fornecida aos animais?

1( ) Sozinha; em cocho separado 2 () Misturada com a silagem
3( ) Outro:

61- Recebe suplementacéo proteica?

62- Quais alimentos estdo sendo oferecidos as vacas em lactacdo atualmente?

1( ) rama de mandioca 2( ) mandioca picada 3( ) cana picada 4( ) roldo de milho
5( ) bagago de laranja 6( ) sorgo picado 7( ) quirera de milho 8( ) canola

9( )feno 10( )aveia 11( ) casquinha de soja 12( ) residuo de cervejaria 13( ) racdo
concentrada 14( )pasto 15( ) capineira 16( ) silagem de milho

17( )Outros

63- E fornecido sal para os animais?
1( ) Nao fornece 2 () Sal Branco 3( ) Sal mineral
Qual 0 nome e marca do sal?

64- Como é ofertado o sal?

1( ) Misturado no concentrado 2 () misturado no cocho com a silagem (ou cana) e 0
concentrado 3 () separado; no cocho

Qual a quantidade de sal fornecida? ___ kg

65-Qual a alimentacdo dos bezerros (M e F) até a desmama?

1( ) Pasto + leite do teto 2( ) Teto + verde no cocho

3( ) Teto + verde no cocho e ragdo/concentrado

4( ) Leite balde; concentrado e verde 5( ) Leite concentrado e feno

66- Qual a alimentac&o fornecida as fémeas da desmama até novilhas?

1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentrado 3( ) Pasto;verde no cocho e concentrado 4( ) Pasto
+ silagem + concentrado

Especificar o pasto; silagem e concentrado

67- Qual a alimentacdo fornecida para as novilhas até o ponto de cobertura?

1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentrado 3() Pasto ;verde no cocho e concentrado
4( ) Pasto + silagem + concentrado
Especificar o pasto; silagem e concentrado

68- Qual a alimentag&o fornecida as novilhas prenhes até o pré- parto?
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1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentrado
3( )Pasto;verde no cocho e concentrado  4( ) Pasto + silagem + concentrado
Especificar o pasto; silagem e concentrado

69- Qual a alimentacdo fornecida as novilhas prenhes até 60 dias antes do parto (pré-parto)?
1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentrado 3( ) Pasto;verde no cocho e concentrado
4( ) Pasto + silagem + concentrado
Especificar o pasto; silagem e concentrado

70-Qual o tipo de concentrado que vocé oferece para as novilhas no pré-parto?
1( ) Nao oferece 2( ) Mesmo concentrado dado para as vacas em lactagédo
3( ) Concentrado especifico para o pré-parto

71-Qual a alimentacdo fornecida para as vacas em lactacdo no verao; época das chuvas?
1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentra 3( ) Pasto ;verde no cocho e concentrado

4( ) Pasto + silagem + concentrado
Especificar o pasto; silagem e concentrado

72- Qual a alimentag&o fornecida para as vacas em lactagdo no inverno; época da seca?
1( ) Pasto 2( ) Pasto+ concentrado  3( ) Pasto ;verde no cocho e concentrado

4( ) Pasto + silagem + concentrado
Especificar o pasto; silagem e concentrado

73-Quanto ao fornecimento de ragdo concentrada para vacas em lactagcdo como é fornecida; qual
o critério?

1( ) Néo fornece 2( ) Mesma quantidade para todas as vacas independente da
produgéo 3( ) Fornece o concentrado de acordo com a produgdo de leite da vaca

74-Qual o tipo de pastagem utilizada para as vacas em lactagdo?
1( ) Convencional 2( ) Piquetes rotacionados 3( ) Piquetes rotacionados e irrigados

75-Vocé utiliza algum residuo de indUstria na alimentagdo do seu rebanho leiteiro?
1( ) Né&o utiliza 2( ) Raspa de mandioca 3( ) Soro de leite
4( ) Polpade milho 5( ) Polpa Citrica

81-Para qual categoria animal vocé fornece resido de inddstria?
1( ) Nao fornece 2( ) Bezerros 3( ) Novilhas 4( ) Vacas secas 5( )
Vacas em lactacéo 6( ) Todas as categorias; para todos os animais

76- H& sombreamento no pasto? Qual?

Sanidade Animal

77- Utiliza Homeopatia para tratar dos animais?
1( ) Néao 2 () Sim Se sim; para qual finalidade?

78- Quais os problemas sanitarios a propriedade tem: 1( ) Cascos 2 ( ) Mastite
3( ) Abortos 4( ) Berne 5( ) Carrapatos 6 ( ) Mosca do chifre 7 ( ) Bicheiras
8 () Outros:

79- Utiliza Antibioticos?
1()Sim 2( ) Nao

80- Usa outros medicamentos



1()Sim
Quais?

2( ) Ndo
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