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Resumo

O leite é um dos alimentos mais nutritivos e essencial na dieta dos mamiferos. A
qualidade deste alimento tem vindo a aumentar, uma vez que os produtores tém que
atender as exigéncias dos consumidores, que se mostram cada vez mais atentos a
qualidade e seguranca dos alimentos.

A mamite é uma infecdo bacteriana da glandula mamaria que provoca alteragdes
fisicas, quimicas e bacterioldgicas no leite. A contagem de células somaticas (CCS) é um
indicador de infecao intra-mamadria (IIM). As células somaticas (CS) sdo protetoras do
corpo do animal e combatem infe¢Ges. Uma contagem de CS elevada tem uma influéncia
negativa sobre a qualidade do leite.

O leite de ovelha apresentou teores de proteina, gordura e sélidos totais mais
elevados do que o leite de cabra bem como o potencial rendimento queijeiro. Por
conseguinte o leite de cabra apresentou valores mais elevados de CS.

O leite destinado ao Queijo Serra da Estrela com DOP apresentou valores mais
elevados de proteina, gordura, soélidos totais, sélidos ndo gordos e potencial
rendimento queijeiro que o leite destinado a producdo de queijo Amarelo da Beira
Baixa com DOP, por sua vez, este ultimo apresentou valores mais elevados para a
contagem de CS, linfécitos, neutréfilos e macroéfagos. O leite destinado ao fabrico de
Queijo Serra da Estrela com DOP apresentou valores inferiores para o mesmo tipo de
CS, sendo um indicador de maior sanidade do Ubere.

Em todos os casos, observou-se um aumento de CS na Primavera, sendo a época
onde ha maior escassez de leite e uma diminui¢do da quantidade de alimento.

Palavras chave
Leite, células somaticas, contagem de células somaticas, infecdo intra-mamadria,
queijo.






Abstract

Milk is one of the most nutritious and essential foods in mammalian diet. Milk
quality standards have been increasing over time, as producers must meet the
demands of a growing consumer awareness of food safety and quality.

Mastitis is a mammary gland bacterial infection causing physical, chemical and
bacteriological changes in milk. Somatic cell count (SCC) is an indicator of intra-
mammary infection (IMI). SC are protective for the animal’s body and fight infections.
A high SC count has a negative influence on milk quality.

Sheep milk had higher protein, fat and total solids than goat milk, as well as
potential cheese yield. In turn, goat milk had higher SC values.

Milk used for making Serra da Estrela Cheese PDO showed higher values of protein,
fat, total solids, non-fat solids and potential cheese yield than milk used for making
Beira Baixa Yellow cheese PDO. The latter showed higher values for SC, lymphocyte,
neutrophil and macrophage counts. Milk used for producing Serra da Estrela Cheese
PDO had lower values for the same type of SC, indicating a greater udder health status.

In all cases, an increase in SC was observed during spring, coinciding with a more
pronounced milk shortage and a decrease in the available amount of food throughout
the season.

Keywords
Milk, Somatic cell, Somatic cell count, intra-mammary infection, cheese.
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Avaliacdo da qualidade do leite de pequenos ruminantes utilizado na producao de queijo com DOP (composicdo quimica e células somaticas)

I. Introducao

O leite é um dos alimentos naturais mais nutritivos e essenciais, considerado
principal fonte de nutricdo durante as primeiras fases de vida dos mamiferos, desde a
nascenca até se tornarem aptos a digerir alimentos sélidos (Park et al.,, 2017). E um
fluido bioldgico, sintetizado pelas glandulas mamarias tem cor esbranquicada e é
constituido por uma mistura complexa de agua, hidratos de carbono, gordura,
proteinas, minerais e vitaminas (Schlimme et al., 2000).

Grande parte da nossa alimentacdo é composta essencialmente por leite e pelos
seus derivados. O leite mais consumido a nivel mundial é o de vaca. Contudo existem
outros tipos de leite, tais como leites de ovelha, de cabra, de bufala e de camela
(Brandao e Rodrigues, 2019). Em Portugal, o leite proveniente da ovelha e da cabra é
destinado a producdo de queijo (Martins et al., 2009).

Na regido Centro existem cinco tipos de queijo com Denominacdo de Origem
Protegida (DOP), os 3 queijos da Beira Baixa com DOP (tipos Castelo Branco, Amarelo
da Beira Baixa e Picante da Beira Baixa), o Queijo Serra da Estrela com DOP e o Queijo
Rabacal com DOP.

Dos trés queijos da Beira Baixa com DOP, para este trabalho foi analisado apenas o
leite destinado ao fabrico de Queijo Amarelo da Beira Baixa. E um queijo produzido a
partir do leite cru de ovelha ou de mistura (ovelha e cabra) e é utilizado coagulante de
origem animal. A pasta é semidura ou semimole e apresenta uma casca amarelada. E
um queijo curado por um periodo de 40 dias. Quando este tempo € superior a 90 dias
o queijo € designado por “queijo velho” (DGADR, 2021a).

Também foi avaliado o leite destinado ao fabrico do queijo Rabacal com DOP. E um
queijo curado, produzido a partir de mistura de leite de ovelha e cabra. O agente
coagulante é de origem animal. A pasta é semidura a dura, de cor branco mate, com
poucos ou nenhuns olhos e estes, quando existem, sdo pequenos e irregulares. O tempo
de cura ndo pode ser inferior a 20 dias (DGADR, 2021b).

Também foi avaliado o leite destinado ao fabrico do queijo Serra da Estrela com
DOP. E obtido a partir de leite cru de ovelha da raga Bordaleira da Serra da Estrela ou
Churra Mondegueira. E um queijo curado, pode apresentar pasta semimole ou ser
amanteigado de cor branca-amarelada ou pasta extra dura de cor laranja acastanhada,
denominado de queijo velho. Utilizam infusao de flor de cardo moido como agente
coagulante. O tempo minimo de cura é de 30 dias (DGADR, 2021c).

Para obtermos queijos com uma boa aceitagdo no mercado necessitamos de leite
com elevados padrdes de qualidade. Assim, a contagem de células somaticas (CCS) é
um dos parametros mais importantes que atesta a higiene do Ubere e qualidade do
leite. As células somaticas sdo constituidas por células de descamacdo do epitélio
mamadrio, células secretoras de leite (que no final de vida sdo eliminadas), e células do
sistema imunitario do organismo do animal tais como macré6fagos, neutrofilos e
linfocitos. Os macrofagos e os neutrofilos sdo células fagocitarias, sendo que a sua agao
é eliminar microrganismos e excedentes celulares (Ma et al., 2000).
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Uma contagem elevada de células somaticas (CCS) indica ocorréncia de mamite.
Uma doencga infectocontagiosa provocada por microrganismos patogénicos (bactérias)
que invadem o ubere sendo caracterizada por uma inflamacao da glandula mamaria
(GM). Provoca a diminuicdo da producao de leite e alteragcdes quimicas no leite
(Schroeder, 1997). O leite produzido por uma glandula mamadria de uma ovelha
saudavel contém entre 10 a 200x103 CCS/mL, sendo o tipo celular maioritariamente
macrofagos. No leite de cabra, a concentragcdo pode ascender a 270 - 2000x103
CCS/mL, sendo a maioria neutréfilos (Paape et al., 2001).

Os produtores de leite de pequenos ruminantes devem estar conscientes que sdo os
principais prejudicados quando o leite dos seus efetivos tem uma elevada contagem de
células somaticas. Como tal, necessitam de aplicar medidas de prevencao de mamites,
ou seja, devem aplicar criteriosamente regras de higiene na ordenha e nas instalagdes
dos animais, inspecionar as maquinas da ordenha e realizar testes laboratoriais
periodicamente para controlar o nimero de células somaticas. Uma contagem baixa de
células somaticas indica uma prevaléncia baixa de mamites, o que ira resultar no
aumento da producdo e da qualidade do leite, traduzindo-se num bom rendimento na
producdo de queijos, assim como de outros produtos de valor acrescentado.

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do leite de pequenos ruminantes,
ovelha e cabra, bem como identificar o impacto do efeito sazonal sobre a qualidade do
mesmo. Por conseguinte, foi avaliado o estado clinico da glandula mamaria pela
contagem diferencial de células somaticas ao longo de varios meses (outubro 2019 a
junho 2020). Foi simultaneamente determinada a qualidade fisico-quimica do leite
(proteina, gordura, lactose, sélidos ndo gordos e solidos totais). O leite foi recolhido na
regido Centro destinando-se ao fabrico de Queijos com DOP (Queijo do Rabagal, Queijo
Serra da Estrela e Queijo Amarelo da Beira Baixa).
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ll. Revisao bibliografica

1. Pequenos ruminantes

Ruminantes sao mamiferos herbivoros que tém como principal caracteristica
ruminar, ou seja, depois de ingerirem os alimentos, estes sdo regurgitados para a boca,
onde sdo novamente mastigados, ensalivados e deglutidos. Para que tal acontega tém
de ter um sistema digestivo adaptado, dividido em quatro cavidades diferentes rimen,
reticulo, omaso e abomaso (Peter ]. Van Soest, 1987).

1.1. Racas ovinas utilizadas na producdao de Queijo com DOP na
Regido Centro

1.1.1. Merino da Beira Baixa

Esta designacdo é relativamente recente e traduz uma evolugdo dos ovinos desde o
ano de 1870. Em Portugal existem trés racas de merino, o Merino Branco, Merino Preto
e o Merino da Beira Baixa (ANIDOP, 2021a).

Em regra, a ovelha da raca Merino da Beira Baixa (Figura 1) é explorada em regime
extensivo, tem um parto por ano, o qual se verifica no fim do verdo ou no principio do
outono. Estes partos correspondem a uma cobri¢do de primavera, de abril a junho. O
primeiro parto verifica-se geralmente entre os 17 e os 23 meses de idade. Esta raca
apresenta cor branca, pequena corpuléncia, sendo que o seu peso em adulto varia entre
28 a 30 kg. A producao de leite média diaria é em cerca de 0,3 a 0,4 litros (ANIDOP,
2021a).

Figura 1 - Merino da Beira Baixa (adaptado de Produtos Tradicionais Portugueses, 2001).
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1.1.2. Lacaune

A raga Lacaune (Figura 2) é de origem francesa e o seu nome deve-se aos montes
Lacaune (Barillet et al., 2001).

Os ovinos desta raga adaptam-se ao regime extensivo, no entanto, a sua produgao é
mais vocacionada para o sistema semi-intensivo ou mesmo intensivo, em regime de
estabulacdo permanente. Estes animais apresentam pelagem clara e pouca la. Passou a
ser uma das ragas mais utilizadas em Portugal devido a sua capacidade de produgao de
leite, contudo também existem linhagens para carne (CEAP, 2021). As ovelhas sao
geralmente ordenhadas durante seis a oito meses, tendo uma producao média diaria
de leite de aproximadamente 1 a 3 litros(Barillet et al.,, 2001).

Figura 2 - Ovelha Lacaune (adaptado de A.R.C.0O, 2021).

1.1.3. Assaf

As ovelhas de raga Assaf (Figura 3) sdo originarias de Israel e resultam do
cruzamento entre a raga israelita Awassi e a raga alema Frisia do Leste (Milkshaft), por
isso é considerada uma raga exdtica de ovinos de leite (Rummel et al., 2005).

Em Portugal, esta raca de ovelhas é utilizada em sistema intensivo, semi-intensivo
e em sistema de producdo bioldgico, sendo que o sistema mais comum é o semi-
intensivo (Freitas, 2017).

Sao caracterizadas pela presenca de cauda gorda, velo de 1a grosseira e cor branca.
A cabeca e os membros sdo brancos ou castanho e, menos frequentemente, pretos
(Rummel et al., 2005).

Estes animais estdo essencialmente destinados a producao de leite, produzindo em
média cerca de 2,7 litros por dia (Gootwine e Pollott, 2000).
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Figura 3 - Ovelha Assaf (adaptado de ANIDOP, 2021b).

1.1.4. Bordaleira da Serra da Estrela

A Bordaleira da Serra da Estrela (Figura 4) é uma raga autéctone com uma excelente
aptiddo leiteira. Este leite tem como principal finalidade a producado de Queijo Serra da
Estrela (DOP). Também é explorada na vertente producdo de carne (ANIDOP, 2021c).

Esta raca apresenta estatura mediana, com um esqueleto bem desenvolvido,
regularmente musculado, de cor branca ou preta. O peso de uma fémea adulta varia
entre 50 e 55 kg e 0 peso de um macho adulto varia entre 80 a 100 kg (ANCOSE, 2021).

Estes animais atingem produg¢des superiores a 500 litros de leite por lactagao, ou
seja, cerca de 2,3 litros de leite por dia (ANIDOP, 2021c).

Figura 4 - Bordaleira da Serra da Estrela(Parque Bioldgico de Gaia, 2021).
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1.2. Raca caprina introduzida utilizada na producao de Queijo com
DOP da regiao Centro

A raca de cabras Saanen (Figura 5) tem como origem o vale do Saanen na Suiga,
apresentando uma maior distribuicao pelo mundo comparativamente com qualquer
outra raga caprina (Belanger, 1990).

As Saanen sdo animais de grande porte (Fernando Vieira de S3a, 1990), que se
caracterizam fisicamente por apresentarem uma pelagem uniformemente branca ou
creme clara, de pélo curto e fino, podendo ser um pouco mais comprido na linha dorso-
lombar e nas partes baixas do corpo (no caso dos machos). Os machos podem pesar
entre 70 a 90 kg e as fémeas entre 45 a 60 kg.

O periodo de lactagdo destas cabras dura de oito a doze meses, logo é considerada
uma cabra com uma boa producao leiteira, pois pode produzir diariamente, em média,
2,9 litros (Ferrouillet e Bélanger, 2003). Pode produzir até 5 litros num sistema de
producado intensivo (Boichard et al., 1989).

Figura 5 - Cabra Saanen (adaptado de Capgenes, 2021).

2. Leite

De acordo com o Regulamento (CE) N@. 853/2004 de 29 de abril , alterado pelo
Regulamento (CE) N2. 1662/2006 de 18 de novembro, o leite cru é definido como o
“leite produzido pela secregcdo da gldndula mamdria de animais de criagdo, ndo aquecido
a uma temperatura superior a 40°C, nem submetido a um tratamento de efeito
equivalente”.

Conforme referido na Norma Portuguesa NP- 572 de 1981 , o leite é definido por:
“um liquido segregado pelas gldndulas mamdrias da vaca em estado de satide normal.
Leite para fins alimentares é a secregdo ldctea obtida de uma ou mais ordenhas completas
e Ininterruptas, de uma ou mais fémeas sadias, ndo fatigadas, mantidas em boas
condigdes alimentares e de higiene, livre de substdncias estranhas, obtido com asseio e
isento de colostro”.

Segundo o Comité para Portugués para a UNICEF o leite materno € o alimento ideal
e essencial para os recém-nascidos e criancas, dado que fornece todos os nutrientes
para um desenvolvimento saudavel. Para além de conter anticorpos que ajudam a
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proteger doencas infantis comuns, é rico em proteinas e vitaminas lipossoluveis, que
beneficiam o crescimento e desenvolvimento de células normais.

A designacdo genérica de leite é aplicada exclusivamente ao leite de vaca, sendo que
o leite proveniente de outras espécies é designado pelo nome da fémea produtora,
como por exemplo leite de cabra, leite de ovelha,... (Luquet, 1985).

Os componentes caracteristicos do leite podem variar em func¢do da espécie, da
raca, do estadio de lactacdo e do periodo de ordenha (Park et al.,, 2017). O leite é um
alimento complexo de elevada densidade, rico em agua, lactose, lipidos (triglicéridos e
acidos gordos saturados e monoinsaturados), proteinas (caseinas e proteinas do soro),
sais minerais (calcio, magnésio, iodo e potassio) e vitaminas (riboflavina, B12, B5, A, D)
(Brandao e Rodrigues, 2019).

Em Portugal, em 2019, a producdo de leite de vaca correspondeu a 95,24 %
(1.913.545 toneladas de leite) do total de leite produzido, 3,48 % leite de ovelha
(70.000 toneladas de leite) e 1,28 % leite de cabra (25.728 toneladas de leite) (INE,
2021). A nivel mundial, o leite de vaca é o mais produzido(83%), seguindo-se os leites
de bufala (14%), de cabra (2%), da ovelha (1%) e de camela (0,3%) (FAOSTAT, 2021).
A producao e o consumo de leite continuam a aumentar devido a crescente procura de
leite e de produtos lacteos (Brandao e Rodrigues, 2019).

2.1. A glandula mamaria

As glandulas mamarias (GM) sdo especializadas na producdo de leite e estdo
presentes em todos os mamiferos, no entanto, a produgdo de leite ocorre apenas nas
fémeas.

Histologicamente, a GM (Figura 6) é uma glandula exdcrina, destinado a secrecao
de leite. E composta por lébulos constituidos por tecido glandular, os alvéolos (o
diametro de cada alvéolo é de cerca de 50-250 um), ductos coletores, cisterna da
glandula e canal do teto. O tecido glandular ou porg¢do secretora contém bolsas
microscdpicas chamadas alvéolos. Cada alvéolo é constituido por células epiteliais
produtoras de leite que estdo rodeados por células musculares que, ao contrairem,
permitem que o leite saia dos alvéolos durante a ordenha (Schroeder, 1997).

Nos pequenos ruminantes a GM é composta por duas glandulas independentes,
situadas na regido inguinal, suportadas por um ligamento suspensor mediano comum
e por um ligamento lateral associado a cada glandula (Schroeder, 1997).

As GM das cabras apresentam dimensdes maiores e mais largas que a das ovelhas.
Nos caprinos os tetos sdo conicos e largos, podendo atingir, em plena lactacdo 7 a 8 cm
de comprimento e 3 cm de diametro. Nos ovinos, os tetos apresentam uma forma
cilindrica e podem atingir 2 a 3 cm de comprimento (Cedefio et al., 2012).

O ubere nas ovelhas pode estar coberto de 13 e nas cabras pode estar coberto de
pelos finos (Dyce et al., 2013)
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Figura 6 - Representacao esquematica da estrutura da glandula mamaria (adaptado de
Schroeder, 1997).

2.2. Leite de cabra

O leite de cabra é um liquido branco-mate, limpo, sem grumos, de odor bastante
neutro, sabor adocicado a ligeiramente salgado, agradavel e caracteristico. A cor um
tanto mais branca deve-se ao facto de conter pro-vitanima e nao conter (3-carotenos
pois estes sdo responsaveis pela tonalidade amarelada da gordura do leite de vaca. O
sabor caracteristico depende do tipo de alimentacdo que recebem. O leite ndo possui
nenhum cheiro tipico ou desagradavel, mas se o apresentar, é devido as mas condicdes
de higiene (Belanger, 1990).

O leite de cabra é de relevante interesse para a populacdo que apresenta
intolerancia a lactose e/ou alergia as proteinas do leite de vaca (Park et al., 2017). Este
leite possui uma maior digestibilidade face ao de vaca-pois apresenta uma maior
alcalinidade. A composicdo deste leite varia em funcdo da espécie, raca, individuo,
idade do animal, fase de lactagdo, alimentacdo, condi¢des de ordenha, estacdo do ano,
clima, entre outros fatores (Campbell e Marshall, 1975).

O leite de cabra é reconhecido pelas suas propriedades fisico-quimicas particulares,
apresentando uma composicdo muito semelhante ao do leite vaca, porém com
qualidade nutricional diferenciada. E um alimento com alto valor nutritivo e contém os
elementos necessarios a nutricdo humana, como lactose, proteinas, gorduras,
vitaminas, ferro, calcio, fésforo e outros minerais. Contém, em média, cerca de 12,2%
de solidos totais, constituindo 3,8% de gordura, 3,5% de proteina e 4,1% de lactose e
0,8% de minerais (Tabela 1). Este leite apresenta mais gordura e proteina e menos
lactose do que o leite de vaca (Park et al,, 2017). O leite de cabra também apresenta
elevadas quantidades de acidos gordos de cadeia curta (Alonso et al., 1999), sendo

estes acidos gordos sdo os responsaveis pelo sabor do queijo de cabra (Park et al.,
2017).

Recentemente, tem havido uma crescente procura de produtos derivados de leite
de cabra, pois apresentam um nivel nutricional muito préximo do leite materno e sao
de facil digestdo. Entre os produtos mais procurados temos os iogurtes (Dinheiro vivo,
2021).
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2.3. Leite de ovelha

A data exata da primeira utilizagdo da ovelha na producao de leite, ndo se conhece,
mas sabe-se que acompanhou o desenvolvimento da civilizacao mediterranica (Luquet,
1985). Os ovinos sdo animais de reprodugdo sazonal. Assim, pode ocorrer alteracdes
notorias na composic¢do do leite de ovelha ao longo do ano (Park et al,, 2017).

O leite de ovelha possui coloracdo branca, é muito viscoso (caracteristica pela qual
a ascensao da gordura é muito lenta), cheiro e sabor pouco agradaveis. A fermentacao
lactica ocorre com dificuldade e a agdo do coalho é pouco sensivel (Pineda, 1980).

0 leite de ovelha é quase exclusivamente reservado ao fabrico de queijo, devido ao

seu teor em albumina, de qualidade superior face ao leite de cabra e de vaca (Pineda,
1980).

O leite de ovinos apresenta algumas diferencas na sua constituicido em relagdo ao
leite de outras espécies. Apresenta aproximadamente 5,7% de proteina, 7,1 % de
gordura, 12,0% de so6lidos nao gordos e 4,6% de lactose (Park et al., 2017). A gordura
é o componente do leite que mais alteragdes sofre com a manipulacdo da dieta
alimentar dos animais (Jenkins e McGuire, 2006), podendo o teor em gordura variar
entre 3,60 a 9,97 g/100g (Raynal-Ljutovac et al., 2008).

Tabela 1 - Composicao quimica do leite de cabra e ovelha, por 100 g (adaptado de: Park et al.
2017).

Componentes Leite de Cabra Leite de ovelha
Agua (%) 87,5 82,0
Energia (cal) 70,0 107,0
Gordura (%) 3,8 7,1
Solidos totais (%) 12,2 18,4
Solidos nao gordos (%) 8,9 12,0
Lactose (%) 4.1 4,6
Proteina (%) 3,5 5,7

Cinza total (%) 0,86 0,90
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2.4. Mamite

Quando um microrganismo patogénico invade a glandula mamaria, através do canal
do teto, pode ocorrer uma infe¢do intramamaria (IIM), o que desencadeia uma resposta
inflamatdéria: a mamite (De Vliegher et al., 2012). A mamite consiste na inflamagao do
parénquima da glandula mamaria, e pode ter diversas etiologias (Teixeira et al., 2008).
Podem ser classificadas em mamites clinicas e subclinicas. Nas mamites clinicas além
das alteragdes do leite aparecem também alteracdes no ubere e no animal sendo os
sintomas facilmente detetaveis. Nas mamites subclinicas a inflamac¢ao nao é facilmente
detetada (Menzies e Ramanoon, 2001), pois o animal ndo apresenta sinais visiveis. Este
tipo de mamites sdo as responsaveis por importantes quebras na producao de leite,
disseminacdo de microrganismos e desconforto do animal (Queiroga et al., 2007).

Numa situacdo sanitdria adequada, a prevaléncia de mamites clinicas numa
explorac¢do de animais ndo deve exceder os 5%, enquanto que com mamite subclinica
deve variar em entre 5 e 30%. Contudo, por vezes, ha explora¢gdes com valores mais
elevados (Contreras et al., 2007). A ordenha incompleta ou ineficaz associada a
inadequada higienizacdo pré, durante e p6s ordenha também sdo dos principais fatores
predisponentes a causa de mamites (Mendonga, 2012). O tratamento consiste na
aplicacdo de antibidticos intramamarios, sendo que por vezes também é necessario a
administracdo de anti-inflamatérios. O Ubere de um animal ndo tratado perde
capacidade de sintese de leite podendo mesmo provocar a morte do animal em

situagdes extremas (Brown, 2021).

3. Células somaticas

O termo somatico alude ao facto de as células serem derivadas do corpo (Sarikaya,
2006). As células somaticas (CCS) sdo todas as células presentes no leite que incluem
as células origindrias da corrente sanguinea, tais como os leucécitos (neutrofilos,
linfécitos, macrofagos, eosinéfilos e basoéfilos) e células de descamacdo do epitélio
glandular secretor (Ma et al., 2000). Os leucdcitos sdo os globulos brancos do sangue, e
constituem a maior fracao de células somaticas (75-98%). Assim sendo, a sua contagem
aumenta quando esta presente uma infe¢do (Sarikaya, 2006). As células da descamagao
do epitélio glandular secretor sdao porg¢des de citoplasma envolvido na membrana
celular (2-25%) (Paula et al,, 2004). Numa glandula mamaria saudavel, estas células
conferem prote¢do contra uma IIM, reconhecendo o microrganismo patogénico e
iniciando uma resposta inflamatéria (Bannerman et al., 2008).

Existem diferentes fatores que podem influenciar a contagem de células somaticas
(CCS), tais como: a IIM; o agente patogénico envolvido; a idade do animal; o nimero de
lactagdes; o periodo de lactagdo; o maneio; a sazonalidade; a frequéncia de ordenha; o
tipo de ordenha; o método de contagem; a genética (Malek dos Reis et al., 2011).

A CCS é um indicador do estado sanitario da GM, isto &, o grau de I[IM ou mamite. As
[IM afetam a qualidade microbioldgica, sanitaria, quimica, fisica, organolética e
industrial do leite. A CCS do leite faz parte de um programa de base mundial para o
controlo de anomalias do leite de vaca, cabra e ovelha (Paape et al., 2007). Nos Estados
Unidos, o limite legal estabelecido é de 750 x 103 CCS/mL para o leite de vaca e de
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ovelha e, de 1.500 x 103 CS/mL para o leite cabra (USPHS/FDA, 2017). Em Portugal, o
regulamento (CE) N2.1662/2006, de 6 de novembro, determina como limite legal para
o leite cru de vaca 4,0 x 10> CS/mL, ndo impondo limites para o leite proveniente de
pequenos ruminantes.

A despistagem das mamites deve ser feita pelo menos uma vez por més a todos
animais em producdo, por forma a impedir a propagacdo da infecdo (Teixeira et al.,
2008). A CCS pode realizar-se através da colheita de amostras de um animal
individualmente ou de um tanque (que reflete o nimero de IIM de todos os animais).
Contudo, a CCS individualmente é a melhor maneira de identificar qual ou quais sao os
animais com mamite clinica e/ou subclinica. A amostra recolhida na maquina de
ordenha deve ser representativa, depois de uma correta homogeneizacao e de forma
higiénica (Oliveira et al., 2011).

3.1. Viabilidade celular - contagem de células somaticas

Existem varios métodos para a contagem de células somaticas, tais como,
observacao directa por microscopia, pelo contador Coulter e por citometria de fluxo
(Djabri et al., 2002).

0 método classico de microscopia direta, sugerido por Prescot, S.C & Breed (1910),
continua a ser utilizado embora tenha sofrido modificacdes. Atualmente sdo aceites
outras coloragdes tais como a o0 método modificado de Prescot e Breed: Broadhurst-
Paley, May Grunwald-Giemsa, Hematoxilina-eosina e o Pandtipo®, corante a base de
eosina e azul de metileno (Djabri et al., 2002). A contagem microscopica é pouco
utilizada, pois acarreta muito tempo para o operador e apresenta baixa
reprodutibilidade devido a subjetividade do método (Koess e Hamann, 2008).

O contador Coulter indica o numero de impulsos elétricos resultantes da passagem
de particulas entre dois elétrodos (Djabri et al., 2002). Na citometria de fluxo, as células
do leite sdo coradas com brometo de etidio, emitindo fluorescéncia com comprimento
de onda especifico quando iluminadas por uma lampada de alta energia.
Equipamentos como o Fossomatic®, sao contadores de células por identificacdo e
contagem de nucleos fluorescentes (Djabri et al., 2002).
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3.2. Diferenciac¢ao celular

A CCS determina todos os tipos de células presentes no leite, pelo que nao faz a
diferenciacao entre os tipos de células (Koess e Hamann, 2008). Cada tipo de célula tem
a sua func¢do na resposta imunitaria da glandula mamaria e a contagem diferencial de
células no leite pode ser uma ferramenta util na avaliacdo da saide do ubere (Sarikaya,
2006). Por conseguinte, a coloracao de CS no leite permite observar a diferenciacao
celular. Para que seja feita a diferenciacdo celular podemos utilizar a coloragao pan-
Otica de acordo com o método Pappenheim. Este método permite a diferenciacdo das
CS quando observadas ao microscépio 6tico e fornece informacgdes adicionais sobre o
estado imunolégico da glandula mamaria (Sarikaya, 2006). A coloragdo pan-6tica,
segundo Pappenheim, é uma combinacdo da coloracdo de May-Griinwald e da
coloracao de Giemsa (Biomed, 2021).

No leite existem diferentes tipos de células, incluindo os neutroéfilos
polimorfonucleares (PMN) (estes incluem os basofilos, eosinéfilos e granulos),
macrofagos e linfécitos. As células epiteliais também fazem parte das células somaticas,
mas estdo presentes em menor quantidade (Figura 7) (Sarikaya, 2006).

Os PMN sdo de origem mieldide, ou seja, formam-se na medula dssea, e o seu
citoplasma é preenchido por granulos (Sarikaya, 2006). Possuem um diametro de 12
um e seu o nucleo é segmentado (Tizard, 2018). Contribuem para a resposta imunitaria
e sdo recrutados ativamente para o local da infecao. Sdo as principais células de defesa
encontradas no tecido mamario e nas secre¢cdes durante a fase inicial do processo
inflamatério (Jensen e Eberhart, 1981). Os nimeros de PMN sao relativamente baixos
na glandula mamaria saudavel, aumentam até 90% do total da CCS durante a mamite
(Paape et al, 2002). Em resposta a inflamacdo, os PMN migram para o sangue do ubere
e fagocitam o agente patogénico (Paape et al., 1979)

Os macrofagos sao células de defesa, mononucleares. Possuem igualmente fungao
fagocitica, além disso também tém a fungdo de secretar citocinas e, estas tém um papel
de extrema importancia na regulacdo da resposta imunitaria. Possuem um didmetro de
15 um, bastante citoplasma em volta do nucleo central, lisossomas, reticulo
endoplasmatico e complexo de Golgi. Os macréfagos sio menos ativos que os
neutrofilos no leite, mas sdo capazes de fagocitar uma maior quantidade bactérias
(Tizard, 2018)

Os linfocitos sao responsaveis pela resposta do sistema imunitario e pela defesa do
organismo. Sao as Unicas células do sistema imunitario capazes de reconhecer
antigenos especificos através de recetores da membrana. Produzem-se na medula
0ssea vermelha, através das células-tronco. Estes sdo pequenas células redondas que
conttm um grande nucleo, citoplasma estreito, mitocondrias, ribossomas e um
pequeno complexo de Golgi. O seu didametro varia entre 7 e 15 um (Tizard, 2018).
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A B C

Figura 7- A- Neutrofilos; B- Macrofago; C- Linfécito.

No leite de cabra os neutréfilos polimorfonucleares (PMN) sdao predominantes,
tanto em animais com infecdo como em animais saudaveis (Paape et al., 2007). Em
cabras sem IIM, os PMN estdo presentes em percentagens que variam entre 45 e 74%.
Em cabras com [IM estdo presentes entre 71 e 86%. Os macrofagos, em animais nao
infetados, variam entre 15-41% e em animais infetados entre 8-18%. A percentagem
de linfécitos corresponde a 9-20% das células somaticas no leite de animais ndo
infetados e 5-11% em animais infetadas. A contagem de células epiteliais no leite de
cabra apresenta valores relativamente baixos, pois a identificacdo por microscopia é
dificil de realizar devido a presencga de particulas citoplasmaticas no leite(Paape et al.,
2001).

Ha relatos que as células epiteliais constituiam menos de 1% no total de células. No
entanto, estudos mais recentes relatam que 6% das células da glandula mamaria nao
infetada sdo epiteliais. A secre¢cdo de leite na cabra é apdcrina, logo as particulas
citoplasmaticas sdo vertidas no leite, a partir da porc¢ao apical da glandula mamaria. O
numero de particulas citoplasmaticas presentes no leite das GM ndo infetadas variam
entre 71 e 306x103 CS/mL e entre 98 a 231x103 CS/mL para as GM infetadas (Paape
etal, 2007).

Os macrofagos sdao o tipo de células que predominam no leite de uma ovelha
saudavel (46-84%). Os PMN correspondem a 2-28% de CS no leite e os linfécitos
correspondem entre 11-20%.

As células plasmaticas estdo presentes no colostro embora em pequeno nimero (0-
20%), bem como as células epiteliais (1-2%). Numa glandula mamaria infetada, a
percentagem de PMN aumenta 50% e a CCS é de cerca de 200x103 CS/mL. As particulas
citoplasmaticas sdo constituintes normais do leite de ovelha. No entanto, as
concentragdes sdo 10 vezes menores do que as particulas citoplasmaticas no leite de
cabra, com uma média de 15 x103 CS/mL (Paape et al, 2007).

4, Queijo

0 queijo encontra-se presente na alimentagdo humana ha muitos milhares de anos,
sendo dificil precisar o inicio da sua concecdo. Contudo, existem relatos de consumo

deste produto no ano 7000 a.C., bem como provas arqueoldgicas encontradas na
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Mesopotamia, que comprovam a presenca de queijos feitos com leite de vaca e de cabra
datadas de 6000 anos a.C. (Macrae et al., 1993)

Atualmente, segundo a Portaria N2. 73/90 de 1 de fevereiro, considera-se o queijo
como "o produto fresco ou curado, de consisténcia varidvel, obtido por coagulagdo e
dessoramento do leite ou do leite total ou parcialmente desnatado, mesmo que
reconstituido, e também da nata, leitelho, bem como da mistura de alguns ou todos estes
produtos, incluido o lactossoro, sem ou com adigdo de géneros alimenticios". Por outro
lado, “entende-se por queijo maturado o que sofreu as trocas bioquimicas e fisicas
necessdrias e caracteristicas da variedade do queijo”

A classificacdo dos queijos baseia-se em caracteristicas decorrentes do tipo de leite
utilizado, do tipo de coagulacao, da consisténcia da pasta, do teor de gordura, do tipo
de casca e do tempo de cura. (Cassoli, 2013).

A Denominacgdo de Origem Protegida (DOP) consiste num mecanismo de protecdo
das indica¢des geograficas e denominagdes de origem de produtos agricolas e de
géneros alimenticios da Unido Europeia e dos paises do Espaco Econémico Europeu
que resulta da aplicabilidade direta dos Estados Membros da Unido do Regulamento
(Regulamento (CE) n.2 510/2006, de 20 de Marg¢o 2006).

Entende-se por “Denominacdo de Origem, o nome de uma regido, de um local
determinado ou, em casos excecionais, de um pais, que serve para designar um produto
agricola ou um género alimenticio

— origindrio dessa regido, desse local determinado ou desse pafs,

— cuja qualidade ou caracteristicas se devem essencial ou exclusivamente a um
meio geografico especifico, incluindo os fatores naturais e humanos, e

— cuja producdo, transformacdo e elaboracdo ocorrem numa area geografica
delimitada”.

O uso da DOP obriga a que os queijos sejam produzidos de acordo com as regras
estipuladas no caderno de especificagdes, o qual inclui, designadamente, as condicdes,
de fabrico do produto.

0 queijo, é um dos alimentos mais nutritivos, constituido por proteinas, lipidios,
hidratos de carbono, sais minerais, calcio, fosforo e vitaminas, entre elas as vitaminas
A e B (Jornal Oficial da Unido Europeia, 2006).

4.1 Queijo da Beira Baixa com DOP - Queijo Amarelo

0 queijo amarelo da Beira Baixa é um queijo portugués oriundo da regiao da Beira
Baixa (Figura 8). Segundo o anexo Il do Despacho N2. 10518/ 2007 é definido como um
queijo curado, fabricado a partir de leite cru de ovelha (50-100%) estreme ou mistura
de leite de ovelha e cabra (0-50%) e que utiliza, como agente coagulante, o coalho de
origem animal. E um queijo de pasta semi-dura ou semi-mole, ligeiramente amarelada
e mediamente amanteigada. Possui no seu interior alguns olhos irregulares e é obtido
pelo esgotamento da coalhada apo6s coagulacdo do leite. A crosta aparenta uma
consisténcia semi-dura e bem formada, fina e inteira e de cor amarelo ou amarelo-
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torrado. O seu aroma é intenso, mas agradavel e o sabor é limpo e ligeiramente
acidulado. A maturagdo tem um tempo minimo de 40 dias e decorre em condi¢des que
variam entre os 10 e os 18°C para a temperatura, e entre os 50 e os 70% de humidade
relativa. As dimensoes e pesos estabelecidos variam para o didmetro, entre os 7 e os
10 cm, e para o peso entre 200 a 500 g (DGADR, 2021a).

[ Area de Produgao
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Figura 8- Area de producao do Queijo Amarelo da Beira Baixa (DGADR, 2021a).
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4.2. Queijo do Rabacal com DOP

O queijo Rabagal (Figura 9) é oriundo da freguesia do Rabacal, no concelho de
Penela, distrito de Coimbra.

E um queijo artesanal curado, de pasta semidura a dura, com poucos ou nenhuns
olhos pequenos e irregulares distribuidos na massa branca-mate. E obtido por
esgotamento lento da coalhada, ap6s a coagulacao de leites de ovelha e cabra, por acao
do coalho animal. O sabor distintivo deste queijo é devido a uma planta chamada “Santa
Maria” (Thymus zygis). Trata-se de um tomilho espontaneo, abundante na area, que
serve de alimento as ovelhas e cabras que fornecem o leite para a producdo deste
queijo. Comercialmente pode apresentar-se com um peso compreendido entre 0,3 kg a
0,5 kg e dimensdes com didmetro de 10 - 12 cm e altura de 3,3 a 4,2 cm (DGADR,
2021b).

CCONDEIXA-A-NOVA

SOURE PENELA

ANSIAO
POMBAL

Area de Produgdo
Limite do Municipio

ALVAIAZERE

Figura 9- Area de producao do Queijo do Rabacal (DGADR, 2021b).

4.3. Queijo da Serra da Estrela com DOP

0 queijo da Serra da Estrela (Figura 10) é um produto tradicional da Beira Alta. E
produzido em dezoito concelhos de quatro distritos (DGADR, 2021c).

Este queijo é produzido com leite de ovelha cru. As ovelhas tém que ser de ragas
locais, tais como a Bordaleira da Serra da Estrela e/ou Churra Mondegueira.
Normalmente o periodo de producdo é entre novembro e abril (Inacio et al., 2020).

O queijo “Serra da Estrela é definido como um queijo de ovelha curado, de pasta
semi-mole, amanteigada, branca ou ligeiramente amarelada bem ligada, cremosa e
untosa, com poucos ou nenhuns “olhos”, obtido por dessoramento lento da coalhada,
depois da coagulacao do leite de ovelha cru e pelo cardo (Cynara cardunculus), de
fabrico artesanal e proveniente da Regido Demarcada/Area Geografica de Producio”
Serra da Estrela. A maturagdo deste queijo € lenta, a temperaturas baixas entre 6 e 12°C
e humidade relativa elevada que varia entre 85 e 90%, sendo o tempo minimo de cura
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de 30 dias. O seu peso deve estar compreendido entre 1,0 e 1,7 kg, com um diametro
de aproximadamente 15 a 20 centimetros (DGADR, 2021c).
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Figura 10-Area de producao do Queijo da Serra da Estrela (DGADR, 2021c).

4.4. As células somaticas e o queijo

Quanto melhor for a qualidade do leite, maior vai ser o rendimento no fabrico de
queijos (Cassoli, 2013). A CCS tem influéncia direta no rendimento da producdo de
queijos (Barbano et al.,, 1991).

A alteracdo da composicao do leite influencia diretamente a qualidade dos produtos
lacteos. O leite com uma elevada CCS esta associado a um aumento do tempo de
coagula¢do, aumento das proteinas e reducao do teor de gordura, aumento da
humidade do queijo e reduc¢do do rendimento queijeiro, observando-se uma protedlise
mais intensa durante o processo de maturacao do queijo (Mazal et al., 2007).
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lll. Material e métodos

1. Matéria-prima

Foram recolhidas as amostras de leite de ovelha e cabra em cinco distritos da Regiao
Centro de Portugal, mais concretamente nos distritos de Castelo Branco, Coimbra,
Guarda, Leiria e Viseu.

A amostragem foi realizada por um técnico devidamente especializado, a cada
quinze dias, duas vezes por semana (terca e sexta-feira). As recolhas para este estudo
foram realizadas entre 08 de outubro de 2019 a 26 de junho de 2020. Devido ao
primeiro Estado de Emergéncia Nacional, provocado pelo SARS-CoV-2, ndo foram
efectuadas as recolhas de amostras programadas para o més de abril de 2020.

As amostras foram retiradas do tanque de leite da exploracao, acondicionadas em
frascos esterilizados (de 100 mL) e transportadas em malas térmicas refrigeradas (0-
4°C), de modo a evitar alteracoes e/ou deterioracgdo do leite. O periodo entre a colheita
da amostra e a analise da mesma nunca excedeu as 24 horas.

Foram analisados os parametros fisico-quimicos de 127 amostras de leite de ovelha,
das quais 58 correspondem a raca Bordaleira Serra da Estrela, 69 de mistura entre as
racas Assaf, Lacaune e Merino e 15 amostras de leite de cabra da raga Sannen.

Para a contagem diferencial de células somaticas foram analisadas 108 amostras de
leite de ovelha das quais 50 correspondem a raga Bordaleira Serra da Estrela e 58 de
mistura entre as racas Assaf, Lacaune e Merino.

Para a identificacao celular analisaram-se 100 amostras de leite de ovelha das quais
48 correspondem a raca Bordaleira Serra da Estrela e 52 de mistura entre as ragas
Assaf, Lacaune e Merino (Tabela 2).

Tabela 2- NUmero de amostras analisadas.

Raca FQ CCs Identificacdo celular
Ovelha - Bordaleira Serra da Estrela 58 50 48
Ovelha - Cruzamento
69 58 52
(Assaf, Lacaune e Merino)
Cabra - Sannen 15 12 11
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2. Procedimentos técnicos
2.1. Composicao nutricional do leite analisado por Milkoscan™

0 Milkoscan™ (FT120 da Foss®) é um equipamento automatico, que permite
analisar elevado numero de amostras leite, num curto espago de tempo, utilizando um
volume reduzido de amostra.

0 leite foi analisado segundo o Método interno PT.LFQ.0403 Através de uma bomba
automatica, integrada no equipamento, é sugada uma pequena porg¢do de amostra, que
passa por um homogeneizador de alta pressdo (reduzindo o tamanho dos glébulos de
gordura). Posteriormente, a amostra é injetado na célula de analise onde é analisada
por infravermelhos com transformacdo de Fourier (FTIR).

E de salientar, que antes de proceder a analise da amostra é necessario limpar o
equipamento (Washing Machine) e efectuar o Zero Setting.

Foram determinados os teores de proteina, gordura, sélidos totais (ST), s6lidos nao
gordos e lactose, sendo os resultados expressos em % (m/m).

2.2. Viabilidade e identificacao celular
2.2.1 Preparacao de solucgdes

Para a avalia¢do da viabilidade e identificacdo celular foi necessario prepar diversas
solucdes antes de visualizar ao microscépio 6tico, nomeadamente, solugdo tampao-
salina (PBS), corante azul tripano a 0,4%, solu¢ao May-Gruenwald e solu¢do de Giemsa
a 3%.

A solucao PBS é uma solugdo salina que contém cloreto de sédio, é isotdnica e ndo
é toxica para as células. E utilizada como diluente e como uma solucdo de limpeza
celular.

O corante azul tripano é um corante vital, ou seja, a reatividade deste baseia-se no
fato do croméforo ser negativamente carregado e ndo interagir com as células a menos
que a membrana esteja danificada. Assim, as células que excluem o corante sao
teoricamente viaveis, ficando as células mortas coradas de azul e as viaveis ficam
translicidas brilhantes.

Os corantes May-Grunwald e Giemsa podem ser usados em conjunto na coloragao
de células para contagem diferencial de leucécitos, durante uma andlise hematolégica.
Tem como carateristicas permitir a visualizagdo de forma pormenorizada de diversas
caracteristicas citoplasmaticas.
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2.2.1.1. Solucdo tampao salina (PBS)

Para a preparacdo de 1 L de solugao tampao salina PBS necessitou-se (Tabela 3).

Tabela 3 - Preparacao da Solucao salina PBS

Cloreto de Cloreto de Fosfato Fosfato
sodio potdssio dissodico monopotdssico
(NaCl) (KCl) (Na,HPO,) (KH,PO,)
Quantidade (g) 80 2 14,4 2,4

O pH final da solucao deve ser 7,4, caso ndo esteja certo, é necessario ajustar com
acido cloridrico (HCI), e perfazer a solugdo com agua destilada. Autoclavar a solucao
final a 121°C durante 15 minutos. A solucdo deve ser armazenada a temperatura
ambiente.

2.2.1.2. Corante azul tripano a 0,4%

Para a preparacdo do corante azul tripano (Sigma) pesou-se 0,4 g do reagente para
um baldo volumétrico, dissolveu-se e adicionou-se agua destilada até perfazer 100 mL.

2.2.1.3. Solucdao May-Gruenwald (1:2)

Colocou-se 50 mL de corante May-Gruenwald (LabKem) para um baldo volumétrico
de 100 mL, e perfez-se o volume com agua destilada esterilizada.

2.2.1.4. Solucéao de Giemsa a 3%

Adicionou-se-se 3 mL de solucao de Giemsa (LabKem) para um baldo volumétrico
de 100 mL e perfez-se o volume com agua destilada esterilizada.

2.2.2. Preparacao da amostra

Para a realizacao das técnicas de viabilidade e identificacdo celular utilizou-se o
mesmo procedimento na preparagdo da amostra.

Colocou-se aamostra de leite num tubo de falcon de 50 mL (Figura 11 A). De seguida
centrifugou-se (Eppendorf Centrifuge 5810 R) durante 30 minutos a 1500 g e a 4°C
(Figura 11 B). Posteriormente removeu-se a camada de gordura (que se formou no
topo), com o auxilio de uma espatula, e descartou-se o sobrenadante (Figura 11 C).
Ressuspendeu-se o sedimento celular em 5 mL de PBS (frio) (Figura 11 D). Perfez-se o
volume com PBS até aos 50 mL (Figura 11 E) e centrifugou-se durante 15 minutos a

20



Avaliacdo da qualidade do leite de pequenos ruminantes utilizado na produgéo de queijo com DOP (composi¢do quimica e células somaticas)

460 g e a 4°C (passo de lavagem). Apos o término da centrifugacdo, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se com PBS o sedimento até aos 5 mL.

Figura 11-Preparacao da amostra.

Para a observacao da viabilidade celular (Figura 12) retirou-se 25 pL de suspensao
final para um eppendorf e adicionar 25 pL de azul tripano a 0,4%. Homogeneizou-se,
com a ajuda de uma micropipeta, e de seguida encheram-se os dois pogos da cAmara
de Neubauer.

Figura 12-Preparacao da amostra para verificacao da viabilidade celular.
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Para a identificagdo celular (Figura 13), retirou-se 10 pL de amostra e espalhou-se
na lamina de microscépio, na qual se encontrava desenhada uma circunferéncia com 1
cm de didmetro. A lamina ficou a secar durante 24 horas.

Figura 13-Preparacao da amostra para verificacao da viabilidade celular.

No dia seguinte, procedeu-se a colora¢do. A lamina foi corada com a solugdo May-
Gruenwald durante 3 minutos. De seguida corou-se com a mesma solugdo, mas na
proporc¢ao de 1:2, durante 1 minuto. Por ultimo corou-se com solucao Giemsa a 3%
durante 14 minutos. Lavou-se suavemente a lAmina com PBS e colocou-se a secar, ao
ar, durante 1 hora.

2.2.3. Visualizacdo ao microscopio
2.2.3.1. Viabilidade celular (CCS)

Para a avaliacao da viabilidade celular foi utilizado um microscoépio Zess Primo Star
(Figura 14).

Colocou-se a camara de Neubauer no microscopio e visualizou-se na objetiva de 40x.
De seguida procedeu-se a contagem das células. Salienta-se, que as células vivas
apresentavam-se brilhantes e translicidas, enquanto as células mortas estavam
coradas de azul-escuro.

Figura 14-Microscopio otico (Zess Primo Star).
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2.2.3.2. Identificacao celular

Foram contabilizadas até 100 células na zona delimitada feita nas laminas. Para a
identificacdo celular recorreu-se ao microscépio e utilizou-se a objetiva de 100x.
Previamente colocou-se na lamina uma gota de 6leo de imersao.

2.3. Calculo do Rendimento queijeiro

O rendimento queijeiro é definido como a quantidade de queijo expresso em
gramas, obtido a partir de 100 mL de leite. Quanto maior a percentagem de sélidos do
leite recuperados maior serd a quantidade de queijo obtido e, como tal, maior o
rendimento economico (Paolo et al., 2008).

Para estimar o potencial rendimento queijeiro (PRQ) de leite de ovelha (Marques et
al., 2011) utilizou-se a seguinte equacao:

PRQ (g MS/100 mL de leite) =-1,14683 + 0,00034652 x leite (mL) +8,17472 x
gordura (%) + 7,38509 x proteina (%) + 8,15955 x lactose (%) -6,69179 x ST (%)

3. Analise estatistica

O tratamento estatistico dos resultados foi efetuado utilizando o software SPSS
versdo 23. Para cada caso foi determinada a média e o desvio padrdao da amostra.
Utilizou-se o teste T-Student, como teste para comparac¢do de médias relativamente aos
parametros em que a analise foi feita com base em dois tratamentos. A comparacgao de
médias de parametros com base em trés ou mais tratamentos, foi realizada através de
uma andlise de varidncias (ANOVA). Para a sua ordenacao foi utilizado o teste de
Bonferroni. As diferencas significativas entre médias foram aceites para p<0,05. O teste
de Pearson foi utilizado para analisar as correlagdes entre as variaveis.
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IV. Apresentacado e discussao de resultados

1. Comparacao entre leite de ovelha e cabra
1.1. Diferen¢as na composicao quimica

O leite de ovelha apresenta diferencas na sua constituicio em relacdo ao leite de
cabra, ou seja, na sua constituicdo apresenta maiores teores de proteina, gordura,
solidos totais, solidos nao gordos (p<0,05) enquanto que para a lactose ndo existem
diferencas, como se pode observar na tabela 4.

A composicdo do leite, tanto de ovelha como de cabra, varia de acordo com a raga,
alimentacdo e ambiente. A lactose é um dos pardmetros nutricionais mais estaveis na
composicdo quimica do leite (Gonzalez, 2001)

De acordo com a revisdo bibliografica (tabela 1), a percentagem de proteina é de
5,7% e 3,5% para o leite de ovelha e de cabra, respectivamente. Por outro lado, o teor
de gordura é superior no leite de ovelha, sendo 7,1% e 3,8% para o leite de cabra (Park
etal,2017). Os teores de proteina e gordura, tanto para o leite de ovelha como de cabra
(tabela 4), estdo de acordo com os valores da literatura (tabela 1) (Park et al, 2017).

Tabela 4 - Composicao nutricional do leite de leite de ovelha (n=127) e de cabra (n=15).

Ovelha Cabra
Composicao _ _

X+to X+to
Proteina (%) 5,85 2+0,58 3,57 °+0,21
Gordura (%) 7,45 2+0,90 4,67 *+0,40
Solidos totais (%) 18,77 21,35 13,53 b+0,63
Sélidos nao gordos (%) 11,38 2+0,66 8,82 210,28
Lactose (%) 4,62 2+0,24 4,582+0,08
PRQ (g MS/100 mL) 15,14 21,30 10,30 +0,99

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05; PRQ - potencial rendimento queijeiro;
MS - matéria seca.

0O leite de ovelha tem simultaneamente um teor de ST (18,77%) e um PRQ (15,14%)
mais elevado que o leite de cabra (p<0,05) (tabela 4). Estes resultados estdo em
concordancia com o que é referido por Martins et al. (2009) quando refere que os leites
que apresentam um teor mais elevado de sélidos totais, tém uma maior potencial para
a produgdo de queijo.
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1.2. Viabilidade celular e células somaticas

A quantidade de CS no leite é considerado um importante indicador da saude do
Ubere, uma vez que estas fazem parte do sistema imunolégico inato e estdo envolvidas
na protec¢do da glandula mamaria de infe¢des. A CCS no leite é influenciada por varios
fatores, como espécie animal, o nivel de produgao de leite, a fase de lactacao e também
fatores individuais e ambientais (Rupp et al., 2000). Embora a CCS esteja sujeita a
varia¢des, sdo usadas como um indicador da qualidade do leite em varias espécies,
especialmente nos ruminantes (Sharma et al., 2011; Hunt et al., 2013)

O leite de ovelha apresenta diferencas significativas (p<0,05) para a contagem de
células somaticas em relacdo ao leite de cabra, sendo o valor superior (4,37x105
CS/mL) para o leite de cabra (Tabela 5). Segundo Paape et al., (2001), para leite
produzido por uma glandula mamaria saudavel, a CCS é de 10 a 200x103 CS/mL parao
leite de ovelha e de 270 a 2000x103 CS/mL para o leite de cabra. O leite cru de cabra
tem uma CCS sempre mais elevado em comparacao com o leite de ovelha e de vaca, pois
é um tipo de leite apdcrino, que contém naturalmente quantidades mais elevadas de
células epiteliais bem como fragmentos proveninentes da descamacao do epitelio e da
regeneracao dos alvéolos mamarios (Podhorecka et al,, 2021).

Podemos observar, que existem diferencas significativas, para as contagens dos
diferentes tipos de células (Tabela 5). O nimero de linf6citos (8,02x10% CS/mL), de
neutroéfilos (3,21x105 CS/mL) e de macrdéfagos (3,19x104 CS/mL) é sempre superior
para o leite de cabra.

No leite de ovelha, para a GM saudavel, as células predominantes sdo os macrofagos,
enquanto para o leite de cabra sdo os neutrofilos (Paape et al., 2001). No leite os
macrofagos atuam contra a invasao de agentes patogénicos, uma vez estes agentes,
libertam mensageiros quimicos, que desencadeiam a migracao dos PMN para a infecao.

Os PMN fagocitam e destroem os agentes patogénicos invasores. Os linfécitos
contribuem para a a defesa do sistema imunitario (Pirisi et al., 2002).

Tabela 5 - Contagem de células somaticas e identificacdo celular no leite de ovelha (n=108) e
cabra (n=12).

Células Ovelha Cabra

X+o X+o
CS (células/mL) 8,07x10% P+7,18x10* 4,37x10° 2+1,17x10°
Linfocitos (células/mL) 2,21x10%  +2,45x104 8,02x10* 2+1,82x10*
Neutrofilos (células/mL) 2,94x10% ®+4,25x104 3,21x10° 2+ 1,09x10°
Macrofagos (células/mL) 2,26x10% 2+2,58x104 3,19x10* 2+4,44x10*

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05.
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2. Comparacao entre leites das diferentes racas de ovelhas
2.1. Composicao nutricional

O leite proveniente da regido da Serra da Estrela apresentam teores de proteina
superiores (6,07%) comparativamente ao leite proveniente da Beira Baixa e do
Rabacal. Os teores de gordura, so6lidos totais, solidos nao gordos, lactose e o PRQ
encontrados também sdo superiores (p<0,05) no leite de ovelha proveniente da Serra
da Estrela quando comparados com o leite de ovelha da regido da Beira Baixa. Contudo
ndo foram encontradas diferengas significativas com o leite do Rabacal
Adicionalmente o leite do Rabacal apresentam um teor de lactose superior (4,82%;
p<0,05) ao do leite da regido da Beira Baixa e da Serra da Estrela.

Tabela 6 - Diferencas nutricionais do leite de ovelha destinado ao fabrico dos queijos com DOP
Serra da Estrela (n=58), Amarelo da Beira Baixa (n=54) e Rabacal (n=15).

Serra da Estrela Amarelo Beira Baixa Rabacal
Composicao do leite _ _ _
X+to X+to X+to
Proteina (%) 6,07 2+0,46 5,70 ®+0,66 5,53 b+0,28
Gordura (%) 7,66 2+0,91 7,24 40,93 7,43 3+0,56
Sélidos totais (%) 19,24 21,23 18,30 +1,45 18,61 3+0,66
Solidos nao gordos (%) 11,66 2£0,46 11,11 220,78 11,26 0,35
Lactose (%) 4,67 2+0,22 4,50 ®+0,23 4,82 210,08
PRQ (gMS/100 mL) 15,73 2+1,19 14,48 +1,24 15,21 340,70

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05; PRQ - potencial rendimento queijeiro;
MS - matéria seca.

A maior percentagem de constituintes sélidos do leite proveniente da regido da
Serra da Estrela esta relacionada com a genética e com o maneio alimentar da raca
Bordaleira da Serra da Estrela. O leite recolhido em exploracdes com mistura de ragas
autdctones (Merino) e ragas exdticas (Lacaune e Assaf) que é destinado ao fabrico dos
queijos Amarelo da Beira Baixa e Rabacal, apresentam menores teores de gordura e de
proteina provavelmente devido ndo s6 aos animais cruzados serem mais produtivos,
como também devido ao sistema de produg¢do mais intensivo a que estes animais estao
sugeitos. Os valores encontrados no nosso trabalho estdo de acordo com os referidos
por Martins et al, (2009) que, ao analisarem leites de 3 ragas de ovinos (Assaf, Merina
e Saloia) criadas em Portugal, encontraram varia¢des no teor em gordura do leite entre
9,20% na raca Saloia e 7,65% na raga Assaf, no teor em proteina do leite entre 6,96%
na ra¢a Merina e 5,48% na raga Assaf e no teor em sélidos ndo gordos do leite entre
12,28% na raca Merina e 11,05% na raga Assaf.
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2.2. Viabilidade celular e células somaticas

O leite destinado ao fabrico de queijo com DOP Amarelo da Beira Baixa apresenta
uma contagem de CS superior (1,32x10> CS/mL) em relacdo aos outros dois tipos de
leite (tabela 7).

O numero de linfocitos é mais elevado (3,82x104 CS/mL) no leite da Beira Baixa. Os
outros dois tipos de células (Neutrofilos e Macrofagos) também apresentam valores
mais elevados no leite proveniente da regido da Beira Baixa, no entanto, o leite
proveniente da Serra da Estrela possui os valores mais baixos. Estes resultados indicam
que o leite da Serra da Estrela tem menor quantidade de células somaticas, um
indicador de maior qualidade.

Tabela 7 - CCS e Viabilidade celular do leite destinado ao fabrico dos queijos com DOP da Serra
da Estrela (n=50), Amarelo da Beira Baixa (n=46) e Rabacal (n=12).

Serra da Estrela Amarelo Beira Baixa Rabacal
Células do leite _ _ _
X+o X+to X+o
CS (células/mL) 3,50x10%°+2,21x10* 1,32x10°2+8,03x10* 7,35x10%°+3,18x10*

Linfocitos (células/mL) 9,61x103°+5,66x103 3,82x10%2+3,10x10* 1,66x10%°+1,05x10*
Neutrofilos (células/mL)  8,94x103P+1,25x10* 5,32x10%2+5,60x10* 2,95x10%2b+1,74x10*
Macrofagos (células/mL)  1,51x104P+9,21x103 3,14x10%2+3,67x10* 2,21x10%2b+1,49x10*

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05.

As CS presentes no leite sdo uma consequéncia das infecdes da glandula mamaria
que exercem influéncia extremamente prejudicial sobre a composicao e caracteristicas
fisico-quimicas do leite (Miller, 2002). A composicdo do leite, a sua atividade
enzimatica, o tempo de coagula¢do, a produtividade e a qualidade dos derivados
lacteos, sdo influenciados negativamente (Miiller, 2002) e a baixa qualidade do leite
para consumo pode acarretar sérios problemas para a saude publica (Ribeiro Junior et
al., 2008)
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3.Evolucao dos parametros do leite de ovelha ao longo de
trés estacées do ano (Outono, Inverno e Primavera).

3.1. Composicao quimica

De acordo com a tabela 8, o leite destinado ao fabrico de queijos com DOP da Serra
da Estrela, ao longo das trés estacdes do ano (Outono, Inverno e Primavera) nao
apresenta diferencas significativas (p>0.05) para os parametros proteina, gordura,
sélidos totais e rendimento queijeiro. No entanto, podemos observar que para a
proteina (6,19%) e para os solidos ndao gordos (11,83%) os valores sao
significativamente maiores no Inverno (p<0,05). Pelo contrario, os valores de gordura
(8,09%),de ST (19,54%) e de PRQ (15,86%) sdo mais elevado na Primavera. No Outono
e no Inverno constata-se que a percentagem de lactose é superior (p<0,05) em relacao
a Primavera. Pode-se concluir que perante os parametros nutricionais analisados, o
leite da Serra da Estrela mantém-se relativamente constante ao longo do ano.

Tabela 8 - Composicao nutricional do leite de raca Bordaleira Serra da Estrela destinado ao fabrico
dos queijos Serra da Estrela com DOP, no Outono (n=18), no Inverno (n=26) e na Primavera (n=14).

Outono Inverno Primavera
Composicao _ _ _
Xto Xto Xto

Proteina (%) 5,92 210,39 6,19 2+0,49 6,05 2+0,46
Gordura (%) 7,37 20,98 7,63 2+0,88 8,09 2+0,73
Sélidos totais (%) 18,82 21,27 19,37 21,27 19,54 2+1,04
Sélidos nao gordos (%) 11,57 20,32 11,83 20,47 11,45 °+0,50
Lactose (%) 4,74 210,12 4,71 240,18 4,52 °+0,31
PRQ (g MS/100 mL) 15,54 2+1,19 15,79 21,15 15,86 210,86

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05; PRQ - potencial rendimento queijeiro;
MS - matéria seca.

No caso do leite destinado ao fabrico de queijo Amarelo com DOP da regido da Beira
Baixa (Tabela 9), observa-se que ha diferencas significativas para o teor de proteina
(6,15%) no Outono, sendo este valor superior (p<0,05) comparativamente com as
outras duas estacdes do ano, ndo havendo diferencas significativas entre o Inverno e a
Primavera. O mesmo acontece para os parametros gordura (7,75%), sé6lidos totais
(19,12%), solidos totais (19,12%) e so6lidos ndo gordos (11,45%) que sdo
siginificativamente maiores (p<0,05) no Outono. A lactose apresenta um valor mais
elevado (4,63%) no Inverno e na Primavera (4,57%).

Os resultados da composicao nutricional indicam que o leite tem variagdes em
varios parametros ao longo do ano, o que afeta o rendimento queijeiro (Tabela 9) que
é menor (p<0,05) na Primavera (14,01 g MS/100 mL). Isto pode indicar que o aumento
da disponibilidade de pastagem na Primavera vai influenciar favoravelmente o volume
de leite produzido por ovelha diminuindo as percentagens dos constituintes s6lidos do
leite.
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Tabela 9 - Composicao nutricional do leite destinado ao fabrico dos queijos Amarelo da Beira Baixa
com DOP no Outono (n=20), no Inverno (n=20) e na Primavera (n=14).

Outono Inverno Primavera
Composicéo _ _ _
Xto Xto Xto
Proteina (%) 6,15 2+0,82 5,47 °+0,43 5,40 +0,25
Gordura (%) 7,75°2£1,23 6,98 P+0,55 6,88 P+0,46
Sélidos totais (%) 19,12 21,86 17,92 +0,98 17,68 *+0,63
Sélidos nao gordos (%) 11,45 2+1,08 11,00 20,47 10,79 b+0,37
Lactose (%) 4,34 40,28 4,63 2+0,12 4,57 210,12
PRQ (g MS/100 mL) 15,06 2+1,61 14,23 40,85 14,01 *+0,73

a, b-

notacodes diferentes na mesma linha indicam p<0,05; PRQ - potencial rendimento queijeiro;
MS - matéria seca.

Por ultimo, o leite de ovelha destinado ao fabrico de queijo com DOP Rabagal
(Tabela 10) apresenta diferencas significativas (p<0,05) para o teor de proteina, no
Outono e Primavera, embora apresente um valor superior (5,75%) no Outono. O teor
de ST e lactose é superior no Inverno (1895%) e no Outono (18,79%)
comparativamente a Primavera (17,92%).

Os soélidos ndo gordos diferem apenas na Primavera, apresentando um valor mais
baixo (10,81%), nao apresentando diferencgas significativas (p>0,05) no Outono e no
Inverno. Para o parametro da gordura e para o PRQ ndo ha diferencas significativas nas
diferentes estacdes do ano, embora apresentem um teor de gordura (7,73%)
ligeiramente superior no Inverno.

Verifica-se a mesma situacdo que no leite da Serra da Estrela, apesar de haver algum
decréscimo em alguns parametros na Primavera, a qualidade nutricional do leite
mantem-se relativamente constante ao longo do ano.

Tabela 10 - Composicao nutricional do leite destinado ao fabrico dos queijos Rabacal com DOP,
no Outono (n=6), no Inverno (n=5) e na Primavera (n=4).

Outono Inverno Primavera
Composicao _ _ _
X+to X+to X+to
Proteina (%) 5,75 20,26 5,48 2+0,13 5,26 °+0,20
Gordura (%) 7,39 2+0,66 7,73 2+0,43 7,10 20,44
Sélidos totais (%) 18,79 0,54 18,95 2+0,49 17,92 +0,59
Solidos nao gordos (%) 11,52 2+£0,25 11,30 20,15 10,81 b+0,15
Lactose (%) 4,82 20,08 4,87 210,02 4,75 *+0,07
PRQ (gMS/100 mL) 15,34 210,62 15,57 220,62 14,58 210,63

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05; PRQ - potencial rendimento queijeiro;
MS - matéria seca.
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3.2. Viabilidade celular e células somaticas

O leite de ovelha destinado ao fabrico de queijo com DOP Serra da Estrela (Tabela
11) ndo apresenta diferencas significativas (p>0,05) durante o Outono e o Inverno, mas
h4 um aumento do nimero de CS na Primavera (5,98x104 CS/mL).

O ntmero de linfécitos aumenta durante a Primavera (1,56x10% CS/mL), bem como
o numero de neutrdfilos e de macrofagos.

Como seria de esperar, com o aumento do nimero de células somaticas hd um
aumento dos diferentes tipos celulares.

Tabela 11 - CCS e diferenciacao celular no leite destinado ao fabrico dos queijos Serra da Estrela
com DOP, no Outono (n=13), no Inverno (n=26) e na Primavera (n=11).

Primavera

X+o

Inverno

X+o

Outono

X+o

Células

CS (células/mL)
Linfocitos (células/mL)
Neutrofilos (células/mL)

Macroéfagos (células/mL)

2,99x10°+1,90x10*
9,08x103°+5,67x103
9,06x1032°+1,09x10*
8,84x103°+9,18x103

2,71x10°+7,80x103
7,29x103°+3,21x103
4,27x103b+4,70x103
1,55x10%P+4,64x103

5,98x10%2+3,07x10*
1,56x10%2+6,55x103
1,98x1042+1,92x10*
2,44x10%2+9,79x103

a, b, ¢ - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05.

Para o leite destinado ao fabrico de queijo Amarelo da Beira Baixa com DOP,
podemos observar na tabela 12, que o numero de células somaticas aumenta na
Primavera (1,84x10°>CS/mL), havendo um decréscimo no Inverno.

O numero de linfécitos (5,39x104 CS/mL) e de neutréfilos (9,67x10* CS/mL)
também é superior na Primavera. Relativamente ao nimero de macrofagos, o valor é
superior no Outono (5,06x10%CS/mL).

Tabela 12 - CCS e diferenciacao celular no leite destinado ao fabrico dos queijos Amarelo com
DOP da Beira Baixa, no Outono (n=20), no Inverno (n=15) e na Primavera (n=11).

Células

Outono

X+o

Inverno

X+to

Primavera

X+to

CS (células/mL)
Linfocitos (células/mL)
Neutrofilos (células/mL)

Macroéfagos (células/mL)

1,33x10°2°+8 61x10*
3,65x10%2+2,24x10*
3,09x10%°+6,13x10*
5,06x10%2+5,53x10*

9,23x10%P+5,35x10*
2,84x10%2+1,70x10*
4,36x10*°+4,02x10*
1,49x10°+1,35x10*

1,84x10°2+7,48x10*
5,39x1042+4,82x104
9,67x10%2+4,53x10*
3,36x10%2°+1,16x10*

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05.

Relativamente ao leite destinado ao fabrico de queijo com DOP Rabacgal podemos
observar, na tabela 13, que ndo ha diferencas significativas (p>0,05) para a contagem
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de CS nas diferentes estacdes do ano, contudo podemos constatar que este nimero é
superior na Primavera (1,04x10> CS/mL).

Em relacdo a identificacdo celular, pode-se verificar que o valor de linfécitos,
neutrofilos e macréfagos é sempre superior na Primavera, seguindo-se do Outono e do
Inverno, respetivamente.

Tabela 13 - CCS e diferenciacao celular no leite destinado ao fabrico dos queijos Rabacal com

DOP, no Outono (n=5), no Inverno (n=4) e na Primavera (n=3).

Células

Outono

X+o

Inverno

X+to

Primavera

X+o

CS (células/mL)
Linfocitos (células/mL)
Neutrofilos (células/mL)

Macroéfagos (células/mL)

7,32x10%2+2,87x10*
1,54x10% 2+6,35x103
3,03x10% 2+1,84x10*
1,92x10% 2+1,54x104

5,08x10%2+9,91x103
1,18x10%2+8,58x103
2,05x10% 2+8,58x103
1,48x10%+9,57x10°

1,04x10%2+3,58x10*
2,47x10% 2+1,82x10*
4,04x10* 2+2,38x10*
3,92x10%2+9,11x103

a, b - notacdes diferentes na mesma linha indicam p<0,05.

0 tipo de alimentagdo ou privagdo de dgua resulta numa diminuicdo dramdtica na
producdo de leite e num aumento na CCS. A CCS é geralmente inferior durante o
Inverno e mais elevada no Verdo, esta mudanca corresponde a uma maior taxa de
invasdo de bactérias coliformes, bactérias indicadoras de contaminagdo, sem qualquer
relacdo com o aumento da temperatura (Boutinaud e Jammes, 2002).

4. Correlacao entre a composicao nutricional, CCS e
identificacao celular do leite de ovelha

Na tabela 14, identifica-se o efeito que o total de células somadticas, total de
linfécitos, total de neutroéfilos e total de macréfagos presentes nas amostras de leite de
ovelha produzido nas trés areas geograficas de producao de queijos com DOP da Regiao
Centro tem sobre os constituintes solidos do leite (proteina, gordura, solidos totais,
sélidos ndo gordos e lactose) e sobre o potencial rendimento queijeiro.

Quando ocorre uma infecao bacteriana na glandula mamaria (mamite), ocorrem
processos inflamatorios com destruicdo do tecido epitelial. Esta situacdo vai afetar a
capacidade de sintese do tecido epitelial secretor e aumentando o numero de células
somaticas no leite (Nasiri et al., 2017).

Consultando a tabela 14, identificam-se coeficientes de correlacdo negativos
elevados entre a CCS e os teores de proteina (r=-0,706; p<0,01), gordura (r=-0,611;
p<0,01), ST (r=-0,702; p=0,01), s6lidos nado gordos (r=-0,737; p<0,01) e PRQ (r=-0,718;
p<0,01), ou seja, quanto maior for o nimero de CS menor vai ser o teor de proteina,
gordura, ST, s6lidos ndo gordos e rendimento queijeiro (Tabela 14).

Tabela 14 - Tabela das correlagdes.
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Coeficiente de correlacdo de Pearson *p<0,05 **p<0,01

Segundo Brito e Brito, (1998) a concentracao de gordura no leite com elevada CCS
tende a diminuir, devido a a¢do das lipases. Pirisi et al, (2002), referem que a

Solidos PRQ
Proteina Gordura ST nao Lactose (eMS/100 (o) Linfécitos Neutréfilos
(%) (%) (%) gordos (%) 8 (CS/mL) (CS/mL) (CS/mL)
mL)
(%)
Gordura (%) 0,848**
ST (%) 0,956** 0,958**
Solidos nao
0,970** 0,771* 0,920*
gordos (%)
Lactose (%) -0,054 -0,241** -0,071 0,182*
PRQ (gMS/100
0,870* 0,937* 0,953**  0,856** 0,046
mL)
Células
Somaticas -0,706** -0,611** -0,702**  -0,737** -0,212* -0,718**
(CS/mL)
Linfécitos
-0,555** -0,422* -0,531**  -0.618** -0,273** -0,547** 0,837*
(CS/mL)
Neutroéfilos
-0,766** -0,666** -0,756**  -0,774** -0,096 -0,750** 0,951** 0,706**
(CS/mL)
Macrofagos
0,027 0,017 0,003 -0,029 -0,266** -0,081 0,351* 0,297* 0,081
(CS/mL)

quantidade de células somaticas presentes no leite de ovelha estd negativamente
correlacionada com a lactose, proteinas do soro, proteina total, caseina soldvel,
proporcao de caseina / proteina total, calcio, potassio e firmeza da coalhada. No
entanto, Nasiri et al,, (2017) referem que o aumento de células somaticas no leite de
ovelha aumenta o pH e os teores de gordura e proteina, mas diminui o teor em lactose.
Em relacdo as proteinas do leite, Miiller (2002) refere que ocorre uma reducao das
proteinas que sao sintetizadas na glandula mamaria (caseinas asl, as2, 3 e vy, a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina) e um aumento nas proteinas de origem plasmatica
(soro-albumina e imunoglobulinas). De acordo com o mesmo autor, a proteina total do
leite tem pouca variacdo, mas a concentracao dos diferentes tipos de proteinas varia
acentuadamente.

A elevada contagem de CS, estd associada a existéncia de infecdo no tUbere
provocando a diminuicdo da concentracdo de lactose no leite (Miiller, 2002). A lactose
é sintetizada pelo aparelho de Golgi das células epiteliais secretoras e a mamite causa
danos neste tecido e altera os sistemas enzimaticos nas células secretoras, tendo como
consequéncia a diminuicdo da biossintese da lactose (Lima et al, 2006). Também
Villalobos et al., (2015), referem que o leite de ovelha com elevada contagem de CS tem
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menor teor em lactose e piores indicadores associados a coagulagdo do leite (tempo
para coagulacdo e firmeza do coalho) para transformacdo em queijo.

Tudo isto acontece devido a destruicdo de parte do tecido epitelial secretor e a
acumulacdo de leite no ubere devido a oclusdo de alguns ductos da glandula mamaria.
A destruicdo do tecido epitelial secretor provoca a redugdo da sua capacidade de
sintese e 0 aumento da permeabilidade dos tecidos afetados provocando a passagem
para o sangue de parte da lactose e a infiltracdo de proteinas do plasma (Luquet, 1985).
Quanto mais grave é a infecdo mais a composicao do leite se aproxima da composicao
do plasma sanguineo. O Ubere lesado comporta-se como um 6rgdo de eliminacgao;
diminuem as moléculas elaboradas e aumentam as moléculas filtradas. As alteragdes
na composicao do leite e a extensdo do aumento da CCS estao diretamente relacionadas
com a superficie do tecido epitelial secretor atingido pela reacdo inflamatéria,
existindo uma correlagdo negativa entre a CCS e a concentracdo dos componentes
sélidos do leite (Miiller, 2002).

Analisando agora as correlacdes entre as diferentes células somaticas identificadas
e os constituintes sélidos do leite, confirma-se que existe uma correlacdo negativa
entre os linfécitos e o teor de proteina (r=-0,555; p<0,01), gordura (r=-0,422; p<0,01),
ST (r=-0,531; p<0,01), so6lidos nao gordos (r=-0,618; p<0,01) e o PRQ (r=-0,547;
p<0,01). Verifica-se que também existe uma correlacdo negativa entre os valores de
neutrofilos e o teor de proteina (r=-0,766; p<0,01), gordura (r=-0,666; p<0,01), ST (r=-
0,756; p<0,01), sélidos ndo gordos (r=-0,774; p<0,01) e PRQ (r=-0,750; p<0,01).
Também se encontrou uma correlacdo negativa significativa entre a contagem de
macroéfagos e o teor de lactose (r=-0,266; p<0,01).
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V. Consideracdes finais

Foram identificadas diferencas entre a composi¢do quimica das amostras de leite
de ovelha (raca Serra da Estrela e cruzamentos Merino x Lacaune X Assaf) e do leite de
cabra (raca Saanen). O leite de ovelha apresentou teores de proteina, gordura e s6lidos
totais significativamente mais elevados do que o leite de cabra. O potencial rendimento
queijeiro também foi maior no leite de ovelha. Relativamente as células somaticas,
identificaram-se diferengas entre os leites de ovelha e cabra. O leite de cabra
apresentou sempre valores mais elevados para a contagem de células somatica, bem
como de linfocitos, de neutrofilos e de macrofagos.

Na composicao quimica dos leites destinados ao fabrico dos queijos com DOP
Amarelo da Beira Baixa, Rabacal e Serra da Estrela também foram identificadas
diferencas. As amostras de leite produzido na Area Geografica de Produgio do Queijo
Serra da Estrela com DOP apresentaram valores mais elevados de proteina, gordura,
sélidos totais, sélidos ndo gordos e potencial rendimento queijeiro. Pelo contrario, as
amostras de leite recolhidas na area geografica de producao do queijo Amarelo da
Beira Baixa com DOP apresentaram valores mais baixos de proteina, gordura, solidos
totais, sélidos ndo gordos, lactose e potencial rendimento queijeiro. Relativamente a
quantidade de células somaticas, o leite destinado ao fabrico do Queijo Amarelo da
Beira Baixa com DOP apresentou valores mais elevados para o total de células
somaticas, linfocitos, neutrofilos e macrofagos. Pelo contrario, o leite destinado ao
fabrico de Queijo Serra da Estrela com DOP apresentou valores mais baixos para o
mesmo tipo de células somaticas o que é um indicador de maior sanidade do tbere.

Ao analisarmos o efeito da época do ano sobre a composicao quimica das amostras
de leite destinadas ao fabrico do Queijo Serra da Estrela com DOP, verificamos que no
Inverno o leite apresentou teores mais elevados de proteina, gordura e sé6lidos nao
gordo. No entanto, o teor de gordura e de sélidos totais do leite e o seu potencial
rendimento queijeiro foi maior na Primavera. As amostras de leite destinado ao fabrico
do Queijo Amarelo da Beira Baixa com DOP apresentaram, no Outono, valores mais
elevados de proteina, gordura, sélidos nao gordos e potencial rendimento queijeiro. O
leite destinado ao fabrico do Queijo Rabacal apresentou teores mais elevados de
proteina e s6lidos ndo gordos no Outono e de gordura, s6lidos totais, lactose e potencial
rendimento queijeiro no Inverno.

Ao analisarmos o efeito da época do ano sobre a qualidade do leite utilizado no
fabrico do Queijo Serra da Estrela com DOP, verificAmos que o total de células
somaticas, de linfocitos, de neutrofilos e de macréfagos apresentaram valores mais
elevados na Primavera. No Inverno, com excecao dos macrofagos, os valores
observados foram sempre menores. Situacdo semelhante ocorreu com o leite
destinado ao fabrico do Queijo Amarelo da Beira Baixa com DOP que, com excecdo dos
macrofagos, apresentou, na Primavera, células somaticas, linfécitos e neutréfilos mais
elevados. As amostras de leite destinado ao fabrico do Queijo Rabagal com DOP
apresentaram sempre valores mais baixos no Inverno e mais elevados na Primavera
(células somaticas, linfécitos neutréfilos e macrofagos). Para o leite proveniente das
trés areas geograficas de producao constatou-se a influéncia da época de producdo
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sobre a quantidade de células somaticas presentes no leite, menos células somaticas
no Inverno e mais células somaticas na Primavera.

Identificou-se o forte contributo dos neutroéfilos, dos linfécitos e menos dos
macrofagos, para o aumento de células somaticas no leite de ovelha proveniente das
trés areas geograficas de producdo. Obteve-se uma forte correlacao negativa entre as
células somaticas, os linfocitos e os neutrofilos e os teores em proteina, gordura, sélidos
totais, s6lidos nao gordos e potencial rendimento queijeiro (mais células somaticas,
mais linfécitos e mais neutroéfilos, menos percentagem de constituintes sélidos do leite
e menor potencial rendimento queijeiro). A quantidade de macréfagos, com excecao do
teor em lactose, pouco influenciou os constituintes sélidos do leite.

Os resultados obtidos neste trabalho permitem-nos concluir que a composicao
quimica do leite de ovelha utilizado para a producao de queijos da Regido Centro com
DOP, esta fortemente influenciada, negativamente, pela quantidade de células
somaticas, de linfocitos e neutroéfilos presentes no leite.

Este trabalho foi o primeiro passo para a caracterizacdo da qualidade do leite de
pequenos ruminantes utilizados na produgao de queijo com DOP na zona Centro, mais
concretamente na quantificacdo e identificacdo celular.
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