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RESUMO

Com o objectivo de avaliar o efeito do regime alimentar sobre a produgdo e
composi¢do de leite de vacas Holstein Friesian realizou-se um ensaio em que foram
utilizados regimes alimentares diferenciados e isoenergéticos: predominando a silagem
de milho (T2, Enet 36,9Mcal), predominando a pastagem (T3, Enet 36,0Mcal) e regime
alimentar base onde predominou o feno (T1, Enet 34,3Mcal). Efectuaram-se recolhas
semanais ¢ individuais, das duas ordenhas diarias, de leite das seis vacas utilizadas para
o estudo.

Os alimentos utilizados foram analisados no Laboratério de Nutri¢do Animal e o
leite produzido nos laboratorios de Quimica, Bioquimica e Instrumentagdo Analitica da
ESACB.

Os resultados foram os seguintes: influéncia do regime alimentar sobre a
composig¢ao do leite
em relagdo ao teor butiroso (pastagem 3,81% (£0,52), silagem milho 4,04% (+0,76),
feno 3,66% (+0,66)) (p> 0,05), ao teor proteico (pastagem 3,09% (£0,28), silagem milho
3,18% (£0,20) feno 2,98% (£0,21)) (p> 0,05), a produgdo leite (pastagem 229,69%
(£25,03), silagem milho 207,18% (£28,86), feno 222,69% (£26,52)) (p< 0,05) e ureia
(pastagem 225,92% (£74,95), silagem milho 171,67% (+44,33), feno 194,58%
(£64,46)) (p< 0,05);
em relagdo aos acidos gordos do leite (C14:1cis9) (pastagem 0,73% (+0,28), silagem
milho 1,09% (£0,22), feno 0,91% (£0,19)), acido gordo isoC16:0 (pastagem 0,78%
(£0,08), silagem milho 1,02% (£0,21), feno 0,89% (+0,10)), (C16:0) (pastagem 22,71%
(£1,76), silagem milho 31,40% (£2,93), feno 25,84% (£2,18)), (C18:0) (pastagem
10,41% (%+1,81), silagem milho 6,86% (%1,38), feno 8,21% (+1,58)) e (C18:1cis9)
(pastagem 20,94% (£4,68)), silagem milho 14,56% (£2,29), feno 18,22% (£3,35)) (p<
0,05);



em relagdo a caseina k (pastagem 8,90% (£2,09), silagem milho 8,24% (+2,22), feno
7,90% (£2,80)), caseina B (pastagem 30,57% (£7,36), silagem milho 26,52% (£9,63),
feno 26,41% (+7,04)), caseina aS1 (pastagem 43,34% (£7,94), silagem milho 41,57%
(£6,03), feno 39,40% (+4,79)) e caseina aS2 (pastagem 8,64% (+2,80), silagem milho
7,23% (£3,61), feno 7,56% (+2,56)) (p> 0,05).

Conclui-se que a utilizagdo de pastagem na alimentacdo das vacas aumenta a
produgdo de CLA em 36% em relagdo a silagem de milho. Embora ndo tenhamos
encontrado diferencas estatisticamente significativas em relag@o as caseinas, a utilizagao
de pastagem permitiu obter leite com maior quantidade de caseinas. A silagem de milho
favorece o aumento dos 4cidos gordos de cadeia curta enquanto que a pastagem os

acidos gordos de cadeia longa.

Palavras-chave: Pastagem, Silagem de Milho, Leite, CLA, Caseinas; Acidos

Gordos.



Introducéo

1. INTRODUCAO

A producdo de bovinos de leite, como industria agricola, constitui no Mundo uma
funcdo indispensavel pelo valor nutritivo do alimento leite, cuja composicao e producdo
sdo resultado da relacéo de elementos inerentes a vaca e ao seu meio envolvente.

Vérios sdo os factores que poderdo influenciar a composicdo do leite,
nomeadamente a raca, a genética, a idade, a alimentacdo, o0 meio ambiente, 0 estado
higio-sanitario, 0 maneio e a técnica de ordenha (Baudet, 1991). A genética, a nutricdo e o
maneio sdo para Hullar e Brand (1993) os factores mais importantes.

O leite € constituido por uma mistura de diferentes substancias, de complexidade
variavel, dispersas num meio aquoso. Segundo Chamberlain e Wilkinson (1996), de entre
os diferentes componentes do leite, a gordura e a proteina sdo normalmente 0s que
merecem maior atencdo devido ao seu valor comercial.

Destacamos o melhoramento genético e a nutricdo como vias a explorar para alterar
a composicao do leite.

Sabe-se que ao actuarmos via melhoramento genético as modificacbes sao
extremamente lentas, mesmo sabendo que essa alteracdo se repercutird nas geracdes
seguintes.

Em relacdo a nutri¢do, as modificaces efectuadas via alimentar ocorrem de forma
quase imediata sendo que esta €, normalmente, a via a escolher para alterar a composicéo
do leite de modo a responder as exigéncias do mercado.

Segundo Sutton (1989), os alimentos fornecem aos ruminantes 0s nutrientes que
serdo percursores, directa ou indirectamente, dos principais sélidos do leite. A formulagdo
da dieta animal é um passo importante, pois é neste ponto que se podera intervir para

ocasionar alteracGes na composicao do leite.



Introducéo

H& alguns anos atras o leite era valorizado pelo seu teor butiroso o que levou a que
a Europa se tornasse excedentaria em gordura. Nos ultimos anos ou mais recentemente 0s
consumidores tém vindo associar a gordura de origem animal ao aumento do numero de
acidentes cardio-vasculares (Nunes, 2004).

Murphy (2000) menciona que o perfil de acidos gordos do leite de vaca pode ser
influenciado manipulando o regime alimentar.

A modificacdo do contetido em gordura do leite, manipulando o regime alimentar,
ndo é um conceito recente, ja que em estudos realizados na década de 70, para aumentar a
quantidade de gordura insaturada da gordura do leite também se manipulou a dieta das
vacas (Grummer, 1991).

Nos ultimos anos tém existido avancos no sentido de dar mais importancia ao
contetdo em proteina do leite, contrariando o que era feita até entdo, pois 0s animais eram
orientados para produzir elevadas quantidades de leite e com elevados conteidos em
gordura. Alguns industriais de produtos lacteos passaram a valorizar o leite pelo seu
conteldo em proteinas ou, mais precisamente, pela percentagem em caseinas. Isto, porque
se sabe que as caseinas, que representam 80% das proteinas do leite, determinam o
rendimento de transformag&o do leite em queijo e ou iogurte.

A proteina lactea entra na constituicio de um grande nimero de produtos
alimentares. Os produtos alimentares transformados sdo cada vez mais a base da
alimentacdo humana. Como consequéncia, a industria lactea de produtos alimentares é uma
actividade de grande relevo havendo a necessidade de ajustar o perfil do leite produzido as
necessidades da transformacao.

A empresa DANONE Portugal S. A., localizada no distrito de Castelo Branco, €
uma empresa de lacticinios, que tem crescido como resultado do aumento do consumo de

iogurte, produto de reconhecido beneficio para a satde humana.
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Este trabalho, realizado no Sector de Bovinicultura da Escola Superior Agréria de
Castelo Branco (vacaria vocacionada para a producdo de leite em regime de semi-
estabulacdo), tem como interesse para a empresa valorizar o leite na perspectiva da
transformacdo em iogurte e presenca de CLA (&cido linoleico conjugado).

Deste modo, com a realizacdo deste trabalho, pretendemos avaliar o efeito que trés
regimes alimentares diferentes tiveram sobre a composicéo do leite produzido ao nivel do
teor butiroso (TB), teor proteico (TP), teor em lactose (TL), teor em sélidos totais (ST),

ureia e composi¢do da proteina e da gordura.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O LEITE

O leite, segundo NP-572 de 1981, “ é o liquido segregado pelas glandulas mamarias
da vaca em estado de salde normal. Considera-se leite para fins alimentares, a secre¢édo
lactea obtida de uma ou mais ordenhas completas e ininterruptas, de uma ou mais fémeas
sadias, ndo fatigadas, mantidas em boas condicOes alimentares e de higiene, livre de
substancias estranhas, obtido com asseio e isento de colostro”.

Segundo a Directiva 92/46/CEE do Conselho (1992) “considera-se leite para
consumo o leite cru: leite produzido pela secrecdo da glandula mamaria de uma ou varias
vacas, ovelhas, cabras ou bufalas, e ndo aquecido a uma temperatura superior a 40°C, nem
submetido a um tratamento de efeito equivalente”.

A designacdo genérica do leite é aplicada exclusivamente ao leite de vaca, devendo
o leite proveniente de outras espécies ser designado pelo nome da fémea produtora.

O leite é constituido por uma mistura de diferentes substancias de complexidade
variavel dispersas num meio aquoso. O valor do leite é funcdo do seu contetdo sélido,
essencialmente gordura, proteina, aglcar, vitaminas e minerais.

Devido a riqueza da sua composicdo quimica é considerado um alimento de alto
valor nutricional e de alta polivaléncia alimentar. Trata-se de um fluido bioldgico
complexo, produzido pelas fémeas dos mamiferos, varidvel de espécie para espécie
(Quadro 1).



Revisédo Bibliografica

Quadro 1 — Composi¢do média do leite de varios mamiferos

. . ) Proteina Gordura  Solidos Totais Lactose Cinzas
Espécie animal
(%) (%0) (%) (%) (%0)
Bovino 3,4 3,7 12,7 4,8 0,7
Ovino 55 7,4 19,3 4,8 1,0
Caprino 2,9 4,5 13,2 4,1 0,8
Camelideo 3,9 5,4 15,6 51 0,7

Kaufmann et al. (1987) cit. por Nunes (2004)

A composi¢do do leite varia dentro da mesma espécie, de raca para raca e
individualmente

Racas seleccionadas para alta producdo produzem leite com baixo conteldo de
solidos totais. A gordura mostra mais variacdo entre racas que a proteina (Juarez e Ramos,
2003).

Os factores de variagdo da composicdo do leite podem-se dividir em dependentes
do animal e externos ao animal.

Segundo Bencini e Pulina (1997), dos factores dependentes do animal sdo para
além da raca e do seu préoprio genotipo, os factores fisiolégicos como a idade, nUmero de
partos, nimero de crias, fase da lactacdo, e estado de salde. S@o factores externos ao
animal as técnicas de ordenha e o material nela utilizado, bem como 0 maneio a que 0s
animais estao sujeitos.

Coulon et al. (1998) refere a fase de lactacdo € o maior factor de variacdo da
composic¢do do leite, principalmente nos teores de gordura e proteina, contelldo mineral e

nalgumas enzimas como a plasmina.
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Relativamente a fase de lactagdo, Juarez e Ramos (2003) referem que o colostro
contém levados niveis de gordura e proteinas, a maioria sdo imunoglobulinas e baixos
niveis de lactose. O abundante nivel de proteina no leite decresce durante a 1 semana pos-
parto e depois aumenta gradualmente apds o 1° més até ao fim da lactagdo e a producéo
declina. O contetdo em lactose cai levemente durante a lactacdo e mais rapidamente no
fim.

A nutricdo representa, também, um papel importante na producéo e composicéo do
leite, especialmente no contetdo em gordura. A idade, a base genética do animal, a salde
dos animais, as condi¢cGes ambientais e 0 maneio, sdo outros dos factores a ter em conta
(Juarez e Ramos, 2003).

Bencini e Pulina (1997) referem que a ma nutricdo é a maior responsavel pela
diminuicdo do teor proteico do leite. Contudo, elevadas quantidades de proteina na dieta
provocam um aumento da concentracdo de azoto néo proteico, principalmente ureia, com
prejuizo para a posterior transformacao do leite.

Segundo os mesmos autores, dietas ricas em hidratos de carbono e pobres em fibras
destabilizam as fermentac¢des ruminais conduzido a uma diminui¢do da producdo do leite e
do seu teor butiroso. O teor butiroso do leite apresenta uma correlagdo positiva com o teor
de fibra da dieta.

A relacdo existente entre a composicdo do regime alimentar e os constituintes
individuais do leite ndo € simples. Quer isto dizer que o aumento de um determinado
constituinte no alimento nem sempre resulta num aumento da secre¢do de um constituinte
similar no leite ou num aumento relativo da concentragdo de outros constituintes
(Sutton, 1989).

Segundo 0 mesmo autor, este facto explica-se devido as complexas transformacgoes
que ocorrem durante a fermentacdo ruminal, as influéncias hormonais e as restricdes
fisiologicas e bioquimicas resultantes das vias atraves das quais os constituintes solidos do

leite sdo sintetizados e secretados pelas células da glandula mamaria.
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2.2. FRACGAO LIPIDICA

O mecanismo através do qual se da a sintese da gordura ndo é totalmente
conhecido, embora se saiba que as moléculas de triglicéridos sdo sintetizadas pelo reticulo
endoplasmatico da célula epitelial secretora.

A temperatura a que o leite é segregado a gordura apresenta-se numa emulsdo
microscopica de globulos de gordura dispersos em agua. Os globulos de gordura tomam
forma esférica e sdo estabilizados por uma membrana constituida principalmente por
fosfolipidos e proteinas (Correia e Correia, 1985), com um didmetro médio de 3 a 5 um
podendo atingir 20 um (Danthine et al., 2000).

A gordura do leite é constituida principalmente por triglicéridos, fosfolipidos,
colesterol e glicolipidos. Os triglicéridos representam 98 a 99% do total dos constituintes
(Correia e Correia, 1985).

Os triglicéridos por sua vez, constituidos por trés acidos gordos ligados a uma
molécula de glicerol-1-fosfato. O glicerol chega a glandula maméaria atraves da corrente
sanguinea proveniente da hidrolise dos triglicéridos alimentares. Na célula epitelial
secretora a enzima gliceroquinase converta-o em glicerol-1-fosfato.

Os &cidos gordos podem ter duas origens: sintese na glandula mamaria ou corrente
sanguinea. Embora outras espécies possam utilizar a glicose e o acido acético para a
sintese dos acidos gordos, a vaca e 0s ruminantes em geral, usam apenas o acido acético,
uma vez que, ndo possuindo a enzima ATP-citrato-liase, ndo conseguem utilizar fora das
mitocondrias o acetil-CoA existente naquelas, proveniente da glicose a partir do ciclo de
Krebs.

Os ruminantes obtém o acetil-CoA por accao da acetil-CoA sintetase, uma enzima

muito activa existente nas células epiteliais secretoras.
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Através da enzima acetil-CoA-carboxilase, o acetil-CoA d& origem ao malonil. O
malonil, através malonil-CoA é o principal responsavel pela sintese de acidos gordos de
cadeia longa.

Contribuem também para a sintese de acido gordos as lipoproteinas de baixa
densidade e os produtos provenientes da via das pentoses, nomeadamente 0 NADPH,
(Correia e Correia, 1985).

Cerca de 50% dos acidos gordos dos triglicéridos do leite provém da corrente
sanguinea. No entanto admite-se que a glandula maméaria consiga converter alguns acidos
gordos noutros. E o caso do &cido oleico (C18:1) que, existindo em maior quantidade no
leite, é incorporado na glandula em menor quantidade que o acido estearico (C18:0), que
por sua vez, existe em menor quantidade no leite. Admite-se que a glandula mamaria
sintetize parcialmente alguns &cidos gordos, como € o caso do palmitico (C16:0), havendo
outros como o oleico (C18:1) que provém exclusivamente da corrente sanguinea.

Admite-se que a existéncia de grande quantidade de &cidos gordos de cadeia curta,
possuidores de um baixo ponto de fusdo, contribua para manter a gordura num estado
liquido (Luquet, 1990).

A gordura do leite é constituida por acidos gordos saturados como, laurico (C12:0),
miristico (C14:0) e palmitico (C16:0), que contribuem para o aumento de doencas
cardiovasculares, quando utilizadas em quantidades acima das adequadas. Mas existem
acidos gordos do leite que sdo considerados benéficos para a salde humana
(Firkins et al., 2004).

German et al. (1997), menciona que o leite de vaca contém acidos gordos de cadeia
curta em maior propor¢cdo do que acidos gordos polinsaturados. A riqueza do leite de
ruminante em &cidos gordos saturados deve-se a hidrogenacao das gorduras no rimen e a
existéncia da enzima tioesterase Il nas células epiteliais secretoras, que s sintetizam

acidos gordos de cadeia curta (< C16:0).
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As gorduras ingeridas s&o hidrolizadas no rumen por lipases de origem microbiana,
dando origem a glicerol e &cidos gordos saturados e insaturados. Estes ultimos sofrem
hidrogenacdo por accdo da populacdo microbiana, num processo que constitui um
mecanismo de defesa dos préprios microorganismos, pois, os acidos gordos insaturados
exercem um efeito detergente sobre a parede das bactérias (toxico para 0s
microorganismos). Como resultado da hidrogenacdo, o0s acidos gordos séo
maioritariamente absorvidos na forma de saturados (German et al., 1997).

O é&cido linoleico conjugado (CLA) ocorre naturalmente na carne e leite dos
ruminantes e é formado no rimen e a sua concentracdo é influenciada pela estacdao do ano,
dieta alimentar, ndo se sabendo se existem influéncias genéticas. Possui propriedades anti
cancerigenas (Emanuelson et al., 1999).

Nos ruminantes o acido linoleico conjugado (CLA) as duplas ligacdes encontram-se
normalmente nas posi¢des 9 e 11, mas também nas posi¢Oes trans7, cis9, cisll, transl3,
trans10, e cis12, noutros isdbmeros que podem ocorrer (Ryhénen et al., 2005)

O termo CLA ¢é utilizado para o isomero do &cido linoleico, que contém uma
ligacdo dupla insaturada (C18:2 cis9, trans11). A gordura de leite contém entre 3 e 6 mg de
CLA/g gordura, mas os niveis de CLA variam de exploragdo para explora¢do. Logo, a
forma de atenuar estas variac@es € intervir no regime alimentar (Wu et al., 2005).

Segundo Doyle et al. (2003) o &cido butirico (C4:0), que se encontra presente
unicamente no leite dos ruminantes, parece desempenhar um papel importante na

prevencado do cancro célon.
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2.3. FRACCAO PROTEICA

A sintese proteica € analoga a sintese verificada noutros tecidos, as proteinas sdo
sintetizadas nos polissomas — ribossomas associados a RNAm — existentes no reticulo
endoplasmatico rugoso (Correia e Correia, 1985).

A fraccdo proteica do leite cru é constituida por proteinas sollveis e proteinas
insollveis.

As caseinas sdo proteinas insoluveis, fosfoproteinas, que precipitam por
acidificacdo a pH 4.6 a 20°C. Possuem propriedades fisicas que as diferenciam das
restantes proteinas e que Ihes permitem associarem-se em micelas, particulas em suspensao
coloidal com dimenséao entre 20 a 600um. Membros desta familia podem ser identificados
pela técnica da electroforese. Existem quatro tipos principais de caseina, a aS1-CN, a aS2-
CN, a B-CN e a k-CN. O grupo de proteinas sollveis, que coagulam por acc¢ao do calor, em
condi¢des normais, encontram-se solubilizadas no soro do leite e sdo a B-lactoglobulina, a
a-lactoalboumina, a soroalbumina, as imunoglobulinas e outras proteinas menores,
principalmente , a protease-peptona e a lactoferrina, (Swaisgood et al., 2004).

A aS1-CN juntamente com a aS2-CN representam 50% da caseina total, a B-CN
45% e a k-CN somente 5%. As proteinas do soro representam 17% das proteinas totais do
leite de vaca (Luquet, 1990).

A captacdo dos aminoacidos pela glandula mamaria depende da concentracédo
arterial destes, do fluxo de sangue na glandula maméria e do fluxo de aminoécidos através
dos tecidos. Os aminoacidos que chegam & glandula mamaria sofrem polimerizacéo para
formar a proteina do leite ou para formar proteinas celulares ou entrarem em reaccdes
metabolicas produzindo anidrido carbonico, ureia, poliaminas, aminoécidos ndo essenciais
ou passam para o leite sem sofrerem qualquer alteracdo (aminoacidos livres)
(DePeters e Cant, 1990).
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As proteinas do leite sdo totalmente sintetizadas na glandula mamaria a partir de
aminoéacidos que ai chegam via corrente sanguinea (Correia e Correia, 1985).

A disponibilidade dos aminoacidos essenciais, em particular a metionina, pode
limitar a producdo das proteinas do leite tal como a lisina, a histidina, a fenilalanina e a
treonina podem limitar a caseina.

A glandula mamaria tem a capacidade de sintetizar aminoacidos em falta com base
noutros ja existentes (Luquet, 1990).

Correia e Correia (1985), referem ainda que a glandula mamaria da vaca é capaz de
sintetizar todos os aminoacidos ndo essenciais, que depois irdo integrar a constituicdo da
caseina.

As caseinas, bem como a a-lactoalbumina, a B-lactoglobulina e a lactoferrina séo
produzidas na glandula mamaéria, enquanto que as imunoglobulinas e a soroalbumina
provém da corrente sanguinea e sdo incorporadas no leite por simples filtragem
(Walter et al., 2004).

Hoffman et al. (1991) referem que sdo 0s processos mamarios de sintese proteica,
controlados por multiplas vias hormonais, 0s Unicos responsaveis pela variacao do teor de
proteina do leite.

A sintese e secrecdo das proteinas do leite estdo dependentes de processos
intramamarios complexos e da disponibilidade de determinados aminoacidos considerados
limitantes (Hoffman et al., 1991; Puyol et al., 1995), factores que dificilmente serdo
afectados por variagdes da dieta dos animais, dado que a composicdo em aminoacidos dos
alimento que atingem o rimen é completamente diferente daquela que atinge o intestino
delgado. Assim sendo, um aumento dos niveis de concentrado na dieta provoca um
aumento da producdo, embora ndo aumente significativamente o teor proteico do leite, mas
é improvavel que altere as proporgdes relativas das classes de caseinas ou das variantes
geneéticas.

Segundo Nunes (2004), as variacbes do conteudo proteico do leite tendem a
acompanhar as da quantidade de leite e as da lactose. Assim, as solugfes que provocam

incremento na producédo, também terdo efeito positivo no conteudo de proteina do leite.
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2.4. A LACTOSE

A lactose é um gllcido especifico do leite (Luquet, 1990). E um dissacérido
formado pela unido de uma molécula de a ou B — glucose e outra de B — galactose (S& e
Barbosa, 1990).

Segundo Nunes (2004), é o acucar mais abundante do leite e por isso um
importante contribuinte energético da dieta humana.

A lactose é o constituinte do leite osmoticamente mais activo. A sua sintese ocorre
aparentemente no complexo de Golgi e é secretada através de vesiculas que se movem até
a membrana apical e descarregam o seu conteudo para os alvéolos.

A producdo da lactose depende principalmente do aporte e disponibilidade de
glucose e da indisponibilidade das unidades de ATP para o transporte da UDP — galactose.
Esta reaccdo é catalizada por uma enzima, lactose-sintetase, que € composta por duas
subunidades proteicas, a galactosil transferase e a a — lactoalbumina (Correia e Correia,
1985).

As fontes de glucose sdo o acido propidnico, o glicogénio, forma de reserva de
glucose, os aminoacidos, o glicerol e o lactato.

A secrecdo lactea estd intimamente relacionada a sintese da lactose. Ha fixagdo de
90 I de agua sempre gue 50 g da lactose foram sintetizados, de onde a estreita ligacdo entre
o nivel de producdo da lactose e o nivel de secrecao lactea (Luquet, 1990).

Nunes (2004) refere que a quantidade de leite sera tanto mais elevada, quanto maior
for a quantidade de lactose contida nas células epiteliais secretoras. Isto deve-se ao facto de

a lactose estar relacionada com a mobilizacéo de agua pela célula secretora.

12



Revisédo Bibliografica

2.5. APLASMINA

Durante a lactacdo as proteinas do leite sofrem protedlise. Esta pode ser causada
por dois tipos de proteases: as proteses nativas, das quais a plasmina é a mais importante e
as proteases microbianas, principalmente bactérias psicotréficas que se multiplicam
durante a refrigeracdo e armazenamento do leite (Fajaro-Lira e Nielsen, 1998).

As proteinas do soro sdo consideradas relativamente resistentes as proteases nativas
mas as CN sdo-lhes muito susceptiveis, principalmente a B-CN e a aS2-CN (Aslam e
Hurley, 1997).

A maior parte da actividade proteolitica do leite é devida a enzima plasmina (Aslam
e Hurley, 1997). A plasmina é uma protease serinica, originaria do sangue
(Kaminogawa et al., 1972, Halppap et al., 1977, Eigel et al., 1979 citados por
Andrews, 1983). Foi pela primeira vez isolada no leite por Kaminogawa et al. (1972) tendo
sido identificada como homologa da plasmina sanguinea por Halppap et al. (1977) entre
outros.

O aumento da actividade da plasmina aparece também associado ao aumento do
namero de células somaticas no leite. Estudos demonstram que, no leite mamitico, a
actividade proteolitica € maior e est4 associada a um aumento da concentragdo de plasmina
(Politis e Hang, 1989).

A plasmina encontra-se associada principalmente as micelas de CN embora
também apareca em concentracdes baixas no soro e na membrana do glébulo de gordura
do leite (Aslam e Hurley, 1997; Fajaro-Lira e Nielsen, 1998).

A protedlise das CN pode afectar a qualidade do leite e seus derivados. Fajaro-Lira
e Nielsen (1998) consideram que esta pode ser responsavel por defeitos como gelatificacdo

do leite UHT e pelo desenvolvimento de sabor amargo no leite e seus derivados.
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2.5. MANIPULACAO DA ALIMENTAGAO

De entre os sélidos do leite a gordura € o mais susceptivel a variagdes, enquanto
que as alteracdes na concentracdo da proteina sdo mais reduzidas.

A composicdo do regime alimentar condiciona a formacdo dos &cidos gordos
volateis (AGV) no ramen. Estes influenciam a composicdo do leite na sua sintese
(Figural).

Figura 1 — Influéncia das diferentes racGes sobre os AGV formados no rimen e destes

sobre a composicao do leite

Ragdes ricas Ragdes ricas Ragdes ricas
em celulose em amido em agucares
(feno) (grdios...) (beterraba forrageira...)
Poucas bactérias Muitas bactérias Poucas bactérias
Flora variada Flora mais uniforme l
pH elevado (6,2 2 6,7) pH baixo (5,3 2 6,0) pH muito baixo (4,8 a 5,4)
Fermentagdo lenta Fermentagdo rapida Fermentagdo rapida

}

Acido acetico - 0,5 g/Kg
Acido butirico - 0,5 g/Kg

|

Favoravel a taxa butirosa Pouco favoravel a taxa butirosa Favoravel a taxa butirosa
Pouco favoravel a taxa proteica Favorével 4 taxa proteica Favoravel a taxa proteica

Acido acético - 0,4 2 0,55 g/Kg /Acido acético- 0,42 0,5 gKg
Acido butirico-0,220,3 g/Kg  Acido butirico - 0,452 0,6 g/Kg
Acido propidnico - 0,2 a 0,35g/Kg  Acido lactico -0,2a 0,3 g/Kg

Luquet, 1990
Pelo aumento da quantidade de amido nas dietas para vacas leiteiras obtém-se um

aumento na relacdo propionato:acetato no rimen, com possiveis aumentos na proteina do

leite e decréscimo na gordura (Murphy e O’Mara,1993).
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Chamberlain e Wilkinson (1996), referem que vacas alimentadas com dietas ricas
em amido degradavel apresentam baixos niveis de gordura no leite quando comparadas
com dietas com elevados teores em NDF.

Existem estudos que referem que a reducgéo na relagdo forragem:concentrado das
dietas origina normalmente uma diminui¢do na concentracdo de gordura no leite, enquanto
que em muitas situacfes o aumento na ingestdo de amidos conduz a aumentos na
quantidade e concentracdo de proteina no leite (Sutton, 1989; Rook et al., 1992).

A concentracdo de gordura, proteina e lactose do leite pode ser influenciada pela
quantidade de energia ingerida, dieta, raca, variacdes genéticas, época do ano, idade da
vaca e fase lactacdo (Doyle et al., 2003).

Sutton (1989), citado por Doyle et al. (2003), refere que a concentracdo de gordura
do leite pode ser alterada em 3%, por via alimentar, enquanto que a concentracdo de
proteina em 0,6%.

Aumentando a proporcdo de concentrado/grosseiro, de 40/60 para 80/20, verifica-se
um aumento da producdo de leite, devido a uma maior percentagem e quantidade de

lactose e diminuicdo do seu teor de gordura (Gaynor et al., 1995).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. CARACTERIZACAO DA EXPLORACAO

3.1.1. LOCALIZACAO DA EXPLORACAO

O trabalho foi realizado na Escola Superior Agraria de Castelo Branco, localizada

na Quinta Nossa Senhora de Mércules (latitude 39° 48°N; longitude 7° 29°W) que possui
uma superficie total de 166ha (Figura 2).

Figura 2 — Planta da Quinta Nossa Senhora de Mércules

1. Edificio Sede
2 Departamenton de Prod. Animel ¢ Prod.

48 ravithos de engorda

b —

w Cultures regadies - 184 ha.

4. Ovik: 500 cveihes (Merino da Bevry Baixs). -’\(
5. Parque de Mbquines (830 oY), e : (2 b Cubuces nic rgacies - 1468 he.
£ Oficines (738 m2): secglio on, o, ¢. Parque botlinico - 26 ha,
o i o cap d. Ofivai - 58 ha.
7. Estulam (934 m2). o Frulouitu - § ha.
2. Edificto de Apcie do Departamento Florestal. - Hortioulturs - $ he.
§. Compos de jogos 2 Vivelwos Florestsin

Escola Superior Agréria de Castelo Branco (s/d)
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3.1.2. CARACTERISTICAS EDAFO-CLIMATICAS

Os solos sao predominantemente acidos com pH que varia de 4,6 a 5,5, com baixa
fertilidade e fraca retencéo de 4gua (CNA, 1980).

Segundo o esquema da FAO para a carta de solos da Europa (CNA, 1978) o
concelho de Castelo Branco possui pedologia Cambiossolos Disticos.

No clima, segundo Horta e Gomes (1984), no concelho de Castelo Branco, como se
observa no diagrama ombrotérmico (1931-1960) (Figura 3), destaca-se um periodo seco e
quente entre Junho e Setembro e outro himido e frio que inclui os restantes meses do ano.
Também se constata que a precipitacdo ocorre de forma irregular e concentra-se sobretudo

no periodo de Inverno.

Figura 3 — Diagrama Ombrotérmico de Castelo Branco (1931-1960)

0 SAL ACIMA DE 100 MM

——CURVA TERMICA
(TEMR MEDIA MENSAL )
sraeee CURVA OMBRICA
(PRECIPITAGAO MENS).

Horta e Gomes (1984)

De acordo com os mesmos autores e em relacdo ao balanco hidrico (Figura 4),
observa-se que entre Maio e Setembro existe um défice de agua no solo. Durante as
estacOes quentes ocorrem maiores perdas de dgua por evaporacao (Horta, 1989).
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Figura 4 — Balanco Hidrico de Castelo Branco (1931-1960)

o~

1'20-

‘mg-
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-
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Horta e Gomes (1984)

A temperatura média mensal, durante o periodo 1931-1960, foi de 15,6°C
verificando-se a menor média mensal em Janeiro (7,9°C) e a mais elevada em Julho
(24,6°C). No mesmo periodo, a precipitacdo media anual foi de 827,3mm de chuva. A
precipitacdo média mensal mais baixa foi em Julho (4,6mm) e a mais elevada foi no més
de Marco (128,6mm) (Horta e Gomes, 1984).
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3.2. DELINEAMENTO DA PARTE EXPERIMENTAL

Do total do efectivo bovino Holstein Friesian da instituicdo Escola Superior Agraria

de Castelo Branco, foram escolhidas seis vacas na mesma fase de produgédo, com diferentes

nameros de lactacdo e com pari¢cGes em fim de Maio/ principio de Julho de 2005.

O estudo decorreu num periodo de tempo em que as vacas (N=24) se encontravam

na fase descendente da lactacdo (Setembro a Novembro 2005).

Utilizando o Sistema do NRC (2001) foram estimadas as necessidades dos animais

em producéo e formularam-se trés regimes alimentares isoenergéticos (Quadro 2).

Quadro 2 — Regimes alimentares formulados segundo o Sistema do NRC (2001)

Pastagem Slla_lgem Far_lnha FEno Fen_o Concentrado MSI Enet
milho milho luzerna  aveia

T1 3kg* 8kg* 6kg* 7,5kg* 23,3kg 34,3Mcal

T2 40kg* Tkg* Tkg* 24,7kg 36,9Mcal

T3 40kg*® 1,5kg* 2,5kg* 9,5kg* 21,7kg 36,0Mcal

T1- regime base; T2- T1 com silagem de milho; T3- T1 com pastagem de regadio (festuca x trevo branco);

MSI- total de matéria seca ingerida; Enet- energia net; kg- kilograma; Mcal- megacaloria; g- grama;

*- alimentos fornecidos em fresco; ®estimativa de consumo.
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Os animais tiveram como regime base feno de aveia e de luzerna, farinha de milho,
palha (regada com melaco diluido com agua) e alimento composto.

A variacdo do regime alimentar, durante o periodo de estudo, incidiu sobre a
utilizacdo base de silagem de milho ou, em substituicdo, de pastagem de regadio com
consociagdo (graminea x leguminosa). Assim sendo realizou-se um delineamento
uni-factorial, para estudar o efeito de um Unico factor (regime alimentar) com trés niveis,
pastagem, feno e silagem de milho, sobre varios parametros (Anexo)(Montgomery, 2001).

Num periodo de catorze dias fez-se recolha de amostras de leite, antecedidas de um

periodo de sete dias para habituacdo a cada um dos regimes alimentares.
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3.3. ALIMENTACAO, COLHEITA E ANALISES LABORATORIAIS

A recolha de amostras de silagem de milho, dos alimentos forrageiros e de alimento
composto para analise laboratorial efectuou-se por duas vezes durante o periodo de tempo
do estudo. Em relacdo a pastagem efectuou-se, antes de cada entrada e no dia seguinte a
saida, um corte representativo por amostragem, para se estimar a quantidade disponivel e a
ingerida pelos animais em estudo.

No Laboratério de Nutricdo da Escola Superior Agréaria de Castelo Branco
(ESACB) determinou-se: matéria seca (MS); cinzas; proteina bruta (PB); gordura bruta
(GB); fibra bruta (FB) (alimento composto); NDF e ADF (alimentos forrageiros); pH
(silagem milho) (Quadro 3).

Quadro 3 — Composicao analitica dos alimentos utilizados

Silagem Farinha Feno Feno

Pastagem milho milho luzerna aveia Concentrado

%MS 20,42 28,44 98,57 90,58 94,32 91,27
%MOwms 89,51 94,91 97,88 89,97 93,98 87,32
%Nwms 1,21 1,41 2,96 1,37 3,00
%PBwms 18,36 7,56 8,81 18,48 8,57 18,77
%NDFwms 42,65 50,18 36,58 63,48

%ADFwms 25,68 28,73 37,70

%ADLwms 2,39 7,44 4,54

%GBwms 2,52 6,02 1,34 2,30 5,22
%FBwms 3,50 9,87
%Cinzaswms 10,49 5,09 2,12 10,03 6,02 12,68

%- percentagem; MS— matéria seca; MOwms- matéria organica na matéria seca; Nms— azoto na
matéria seca; PBwms— proteina bruta na matéria seca; NDFwms— fibra neutro detergente;
ADFwms— fibra &cido detergente; ADLms— lenhina &cido detergente; GBms— gordura bruta na

matéria seca; FBms — fibra bruta na matéria seca; Cinzasms— cinzas na matéria seca.
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3.4. COLHEITA E ANALISES LABORATORIAIS DO LEITE

Efectuaram-se recolhas semanais de leite, quer do tanque de refrigeracdo quer
individualmente das seis vacas seleccionadas para o estudo.

O leite foi recolhido na ordenha da manha e da tarde, do mesmo dia, e a amostra do
tanque foi recolhida do leite das duas ordenhas.

Na Estagdo Zootécnica Nacional efectuou-se a determinacdo dos acido gordos, no
Instituto Superior de Agronomia — Departamento de Agro-industrias e Agronomia Tropical
— Seccdo de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos quantificaram-se as caseinas por
densitometria e nos laboratérios da ESACB realizaram-se utilizando o0s seguintes

equipamentos e provas bioguimicas.

3.4.1. DETERMINAGCAO DOS SOLIDOS TOTAIS (ST), DOS SOLIDOS NAO GORDOS

(SNG), DO TEOR BUTIROSO (TB), PROTEICO (TP) E LACTOSE (TL)

A determinacdo da percentagem dos parametros em simultaneo e com rapidez €
realizada num aparelho que utiliza radiacdes infravermelhas nas suas leituras, o Milko-
Scan (Milko-Scan Foss-Electric 133B),

O método de anélise pelas radiacfes infravermelhas consiste no facto de que quase
todas as substancias organicas absorvem selectivamente certos comprimentos de onda da
regido infravermelha (IVV) do espectro. Esta absorcdo € feita por intermédio de grupos
funcionais de cada molécula de gordura, proteina, lactose e agua.

Para aferir o Milko-Scan sdo realizadas, periodicamente, analises ao leite pelo
método tradicional utilizando o Milko-Tester Gerber e Pro-Milk 29100 Gerber para
determinacdo da gordura e da proteina do leite, respectivamente.

As amostras, antes de serem lidas, requerem termoestabiliza¢do, num banho-maria

a 40°C, durante 30 minutos com agitagdo manual.
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3.4.2. SEPARACAO DA GORDURA DO LEITE

O leite ndo refrigerado nem pasteurizado ao ser submetido a uma centrifugacédo faz
com que as micelas das proteinas tendam a sedimentar e, simultaneamente, a gordura
flutue (Danthine et al., 2000).

Os tubos de centrifuga com 10ml de leite sdo colocados na Centrifuga Refrigerada
(Heraeus Sepatech — Biofuge 28 RS) e centrifugados a velocidade de 14 000 rpm, durante
30 minutos a 10°C. Nestas condi¢cdes a gordura existente na superficie no final da
centrifugacdo é retirada com auxilio de uma espatula, e rejeitada.

3.4.3. PRECIPITACAO DAS CASEINAS

O leite desnatado é decantado para provetas contendo 40 ml de &gua destilada.
Adiciona-se 1,5ml acido acético a 10%, homogeneiza-se utilizando papel parafilme e,
deixa-se repousar durante 15 minutos. De seguida, adiciona-se 4,5ml de acetato de sddio
0,25M, homogeneiza-se colocam-se as provetas no frigorifico durante a noite
(Rowland, 1938).

Na manhd seguinte o sobrenadante € decantado, lentamente, e coloca-se o
sedimento em tudo de centrifuga. Preenche-se o volume do tudo com agua destilada e
foram submetidos a centrifugacdo a velocidade de 5 000 rpm, durante 7 minutos a 10°C.
Apos centrifugacdo, decanta-se o sobrenadante e adiciona-se acetato de sédio 0,01M, para
lavagem das caseinas, e centrifugam-se nas mesmas condices. As caseinas lavadas sao
dissolvidas em tampdo ureia e colocadas em tubo graduado. Perfaz-se o volume de 6ml
com tampdo ureia e agita-se durante alguns segundos com auxilio de um agitador

(Labinco — L46), para que o sedimento seja bem dissolvido (Rowland, 1938).

23



Material e Métodos

3.4.4. DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO PROTEICA (METODO DO BIURETO)

E um método utilizado rotineiramente para a determinacdo da concentracdo de
proteinas em diferentes extractos bioldgicos. Este metodo é colorimétrico, depende da
reac¢do do cobre em meio alcalino com azoto das ligagdes pépticas, havendo a formagéo
de um complexo de cor violeta, que pode ser quantificado ap6s determinacdo da
absorvancia no espectrofotdmetro a 540nm (Gornall et al., 1948). Requer a determinagéo
de uma curva padréo utilizando concentragdes proteicas conhecidas, normalmente de
albumina de soro bovino.

Regra geral utiliza-se 0,1ml de amostra, a misturar com 1,9ml de &gua destilada e
4ml de biureto. Procede-se a duplicacdo de todos os tubos para que os resultados obtidos
por média sejam mais fidveis. Através do grafico da curva padréo foram determinadas as
concentragOes das caseinas das diferentes amostras (Gornall et al., 1948).

3.4.5. ELECTROFORESE (“PHARMACIA LKB - PHASTSYSTEM”)

A electroforese utilizada na separacdo das caseinas de leite de vaca foi a
electroforese em zona continua, utilizando um gel de concentra¢do uniforme (“PhastGel —
Homogeneous 20”) e um tampdo homogéneo. O tampdo de lavagem do gel, o tampéo em
que as caseinas se encontravam dissolvidas e o tampdo existente nos eléctrodos tinham o
mesmo pH (Brown et. al., 1995).

O tampao usado para lavagem do gel é o mesmo utilizado para a dissolucdo das
caseinas — 4,5M de ureia, 0,6M de acido férmico e 1,5M de &cido acético (tampéo ureia).

O gel é lavado em 30ml de tampdo durante 15 minutos. Esta operacdo é efectuada
por trés vezes, colocando-o posteriormente a escorrer. A lavagem do gel efectua-se para

gue o seu pH se iguale ao das amostras e dos eléctrodos.
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As esponjas dos eléctrodos (“PhastGel Electrode Strips™) sdo colocadas submersas
em tampdo de eléctrodos durante 30 minutos, por duas vezes.

O gel ¢é colocado, sobre 70ul (uma gota) de agua destilada, na placa de
arrefecimento da unidade de separacdo do aparelho “PhastSystem”. Deve-se evitar a
formacgéo de bolhas de ar por baixo, para ndo prejudicar a transferéncia de calor para a
placa de arrefecimento. Em seguida, o suporte das esponjas dos eléctrodos e o eléctrodo de
titanio platinizado de polaridade invertida sdo colocados sobre o gel (Pharmacia, s/d).

Na placa de alvéolos (“PhastGel Sample - Well Stamp”), previamente moldada com
parafilme, é colocada 1ul de amostra (6ug/ ul), com uma micropipeta Hamilton e, com
ajuda do aplicador de amostras (“PhastGel Sample Aplicator”) estas sdo inseridas no
suporte das esponjas dos eléctrodos, na posi¢do mais catddica do eléctrodo de titanio.

As condicOes do processo de separacdo de cada gel, estdo referidas no Quadro 4

(Pharmacia, s/d).

Quadro 4 — Condiges do processo de separacdo do aparelho “PhastSystem”

L Voltagem Corrente Poténcia Temperatura Tempo

Condigbes

V) (mA) (W) (°C) (VH)

Aplicacéo das

400 10.0 2.0 15 10
amostras

400 10.0 2.0 15 2
Separacao

400 10.0 2.0 15 125

Quando a separacdo do gel esta concluida procede-se a coloracao do gel.
O gel é retirado da unidade de separacdo e colocado na unidade de coloracdo,
acoplado a unidade de programacao e controlo das condicdes de separagdo e coloracdo do

aparelho “PhastSystem” (Pharmacia, s/d).
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Na coloracéo do gel, este € colocado na posi¢do inferior com a superficie a colorar
para cima. Caso se queira colorar dois géis, coloca-se um gel na posicdo superior do
suporte com a superficie a colorar para baixo e outro na posicdo inferior com a superficie a
colorar para cima.

As solucbes de lavagem, coloracdo e preservacdo, previamente preparadas, séo
colocadas nos respectivos tubos de PVC devidamente identificados.

No Quadro 5, podem ser observadas as condigdes do método de coloracdo que

revela indistintamente todas as proteinas (Pharmacia, s/d).

Quadro 5 — Condigdes do método de coloracdo do aparelho “PhastSystem”

Porta de ; Temperatura Tempo
Solucéo Porta de saida ]
entrada (°C) (minutos)
Coloragéo 4 0 25 7
2 0 25 1
Lavagem 2 0 25 10
2 0 25 15
Preservacao 3 0 25 15

Concluido o processo de coloracédo, deixa-se secar o gel e cobre-se com uma fina
camada de glicerol colocando sobre ele uma pelicula de polietileno (a pelicula que
acompanha o gel, depois de lavada e seca). O excedente é retirado com papel filtro.

O gel € armazenado numa Placa de Petri a temperatura ambiente.
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3.4.6. QUANTIFICACAO DAS CASEINAS

Utiliza-se um densitometro “Ultra Scan X Laser Densitometer” que, através de
laser, realiza as medicGes densitométricas das diferentes bandas existentes em cada
fraccionamento, das amostras de caseina submetidas a electroforese.

Os densitogramas obtidos a partir da leitura sdo processados e integrados pelo

programa informatico “GelScan XL 2.1”.

3.4.7. EXTRACCAO DA GORDURA PARA DETERMINAGAO DOS ESTERES METILICOS

DOS ACIDOS GORDOS (FAME’S)

Num tubo de centrifuga com tampa, adiciona-se a 12ml de leite, 10ml de etanol e
1ml de acido sulfurico 2,5M. Num erlenmeyer com tampa, que contém um iman, coloca-se
0 contetido do tubo e adiciona-se 15ml de éter:heptano (1:1 ou v/v). Deixa-se agitar, na
placa agitadora, durante 10 minutos e coloca-se no tubo de centrifuga o conteldo do
erlenmeyer. Apds centrifugacdo a velocidade de 1 000 rpm durante 5 minutos, o
sobrenadante, contendo a gordura em solucdo, € retirado para um baldo que contém 1g de
sulfato de sddio anidro. A fase inferior o procedimento da extraccdo efectua-se por mais
duas vezes. O conteudo do baldo apds as trés extraccdes é filtrado para balbes de fundo
conico, previamente pesado para posterior evaporacao (Badings e de Jong, 1990).

No Evaporador Rotativo (Heidolph VV 2002) procede-se a evaporacdo dos
solventes. O baldo de fundo cénico, apds evaporacdo total, € novamente pesado, para

calcular a quantidade de gordura existente em cada amostra.
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3.4.8. PREPARACAO DOS ESTERES METILICOS DOS ACIDOS GORDOS (FAME?’S)

A gordura obtida ap6s evaporacdo € dissolvida em 1ml de hexano (vortexar),
adiciona-se 0,2ml de hidréxido de sodio (NaOH) 2N em metanol e agita-se durante
20 segundos num banho-maria a 50°C (Ryhénen et al, 2005). Assim, permite-se a hidrolise
dos TAG (triacilglicerois).

A esterificacdo ou transmetilacdo dos acidos gordos, realiza-se adicionando 0,4ml
de é&cido cloridrico (HCI) 1IN em metanol, misturando no agitador vortex durante
10 segundos. Transfere-se a fase superior para copo de precipitacdo que contém 3g de
cloreto de célcio (CaCly) anidro e agita-se em placa agitadora durante 30 minutos. Filtra-se
a mistura em papel de filtro Whatman n°l para tubo de cromatografia gasosa (GC) e

armazena-se no frigorifico (Ryhénen et al, 2005) para posterior analise.

3.4.9. DETERMINACAO DOS ACIDOS GORDOS DO LEITE

A cromatografia gasosa é uma técnica cromatogréfica de coluna sendo o eluente
(hidrogénio, diazoto, hélio, argon) um gas (inerte relativamente a amostra e a fase
estacionaria) que atravessa a coluna, sob pressao (a qual contém a fase estacionaria sélida
ou liquida) arrastando consigo a amostra em estudo, pelo que é conhecido por gas
arrastador (Pombeiro, 2003).

A separagdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME’s) efectuou-se em dois
cromatografos equipados com injector automatico, detector de ionizacdo de chama e como

gas de arraste foi utilizado o Hélio.
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No cromatografo da ESACB (“Hewlet Packard 3800”) com coluna
(“Omegamax 250”) de 30m x 0,25mm x 0,25um, “split ratio” 1/50, sendo temperatura do
injector e do detector mantida a 250°C e 260°C, respectivamente. As condicdes de
temperatura de separacdo dos ésteres metilicos dos acidos gordos (FAME’s) séo

apresentadas no Quadro 6.

Quadro 6 — CondicGes de separacdo dos esteres metilicos dos &cidos gordos no

cromatografo “Hewlet Packard 3800

Temperatura Relacéo Manter Total
(°C) (°C/minutos) (minutos) (minutos)
50 0.0 2.00 2.00
165 15.0 22.00 31.67
195 2.0 12.00 58.67
230 10.0 5.00 67.17
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No cromatédgrafo “Hewlet Packard 5890 da EZN, com coluna (“CPSil 88”) de
100m x 0,25mm x 0,20um, “split ratio” 1/20 e a temperatura do injector e do detector de
250°C e 280°C, respectivamente. As condicdes de temperatura de separacdo dos ésteres

metilicos dos acidos gordos (FAME’s) apresentam-se no Quadro 7.

Quadro 7 — CondicGes de separacdo dos esteres metilicos dos acidos gordos no

cromatografo “Hewlet Packard 5890”

Temperatura Relagédo Manter Total
(°C) (°C/minutos) (minutos) (minutos)
100 0.0 15.00 15.00
150 10.0 5.00 25.00
158 1.0 30.00 63.00
200 1.0 40.00 145.00

Segundo Kaushik e Agnihotri (1997), a cromatografia gasosa (GC) é um método
excelente de separagdo dos ésteres metilicos de acidos gordos (FAME’s) pois apresenta
elevada eficiéncia, selectividade, rapidez e simplicidade.

Porém Pombeiro (2003), refere que apresenta algumas limitacGes, tais como:
exigéncia usual de amostras volateis (ponto de ebulicdo inferior a temperatura de operacéao)

e termicamente inertes.
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3.5. ANALISE ESTATISTICA

Com os dados obtidos do ensaio e recorrendo ao programa estatistico SPSS
realizou-se uma andlise de variancia para cada parametro, (Montgomery, 2001) tendo

como objectivo estudar o efeito do factor regime alimentar sobre o parametro.
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4. RESULTADOS

Analisando o Quadro 8 verificamos, que o regime alimentar influencia a
composi¢do do leite em relacdo ao &cido miristoléico (C14:1cis9) (pastagem 0,73%
(£0,28), silagem milho 1,09% (+0,22), feno 0,91% (%0,19)), &cido gordo isoC16:0
(pastagem 0,78% (%0,08), silagem milho 1,02% (%0,21), feno 0,89% (%0,10)), acido
palmitico (C16:0) (pastagem 22,71% (+1,76), silagem milho 31,40% (+2,93), feno 25,84%
(£2,18)), &cido estedrico (C18:0) (pastagem 10,41% (+1,81), silagem milho 6,86% (+1,38),
feno 8,21% (+1,58)) e &cido oleico (C18:1cis9) (pastagem 20,94% (+4,68)), silagem milho
14,56% (£2,29), feno 18,22% (+3,35)) (p< 0,05).

Pelo contrario, verificamos que ndo existem diferencas significativas entre os
regime alimentares utilizados, em relagdo ao contetdo do leite em: acido butirico (C4:0)
(pastagem 5,83% (£1,72), silagem milho 5,66% (+1,61), feno 6,13% (+1,31)), acido
pentadecandico (C15:0) (pastagem 0,44% (+0,07), silagem milho 0,49% (£0,07), feno
0,49% (+0,06)) e acido heptadecandico (C17:0) (pastagem 0,47% (+0,12), silagem milho
0,48% (+0,07), feno 0,45% (+0,04)) (p> 0,05).

As percentagens de acido caprico (C10:0) (pastagem 2,99% (+1,06), silagem milho
3,63% (£0,42)), acido undecandico (C11:0) (pastagem 0,34% (+0,12), silagem
milho 0,43% (+0,06)), é&cido ladrico (C12:0) (pastagem 2,86% (+0,97)), silagem
milho 3,69% (£0,47)) do regime alimentar pastagem s&o significativamente menores

do que para a silagem milho (p< 0,05).
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Quadro 8 — Influéncia dos diferentes regimes alimentares na composicdo em acidos

gordos do leite

N Pastagem Silagem milho Feno Sig
C4:0 o) 24 5,83 (1,72) 5,66 (+1,61) 6,13 (+1,31) NS
C10:0 %) 24 2,997 (+1,06) 3,63°(+0,42) 3,46% (+0,74) *
C11:0 w) 24 0,34% (+0,12) 0,43" (+0,06) 0,40® (+0,09) *
C12:0 %) 24 2,86% (+0,97) 3,69° (+0,47) 3,37 (+0,65) *
C14:0 w) 24 8,867 (+2,22) 11,88 (+1,07) 10,66° (+1,68) *
C14:1cis9 ) 24 0,73%(+0,28) 1,09° (+0,22) 0,91° (x0,19) *
C15:0 ) 24 0,44 (x0,07) 0,49 (x0,07) 0,49 (+0,06) NS
i150C16:0 (%) 24 0,78%(+0,08) 1,02° (+0,21) 0,89°(0,10) *
C16:0 () 24 22,71 (+1,76) 31,40° (+2,93) 25,84° (+2,18) *
C16:1cis9 ) 24 1,40® (+0,37) 1,58% (+0,30) 1,35° (+0,25) *
iS0C17:0 (%) 24 0,45° (+0,05) 0,41° (+0,06) 0,42% (+0,04) *
C17:0 ) 24 0,47 (x0,12) 0,48 (+0,07) 0,45 (+0,04) NS
C18:0 () 24 10,41% (+1,81) 6,86° (+1,38) 8,21°(1,58) *
C18:1cis9 () 24 20,94° (+4,68) 14,56" (+2,29) 18,22° (3,35) *
C18:2(n-6) %) 24 2,22° (+0,47) 1,73° (+0,39) 2,55%(+0,79) *
C18:3(n-3) ) 24 0,44% (+0,23) 0,38% (+0,10) 0,33" (+0,15) *
CLA ) 24 1,03 (+0,33) 0,66" (+0,20) 0,88%(+0,21) *

*P¢ notages diferentes na mesma linha correspondem a p< 0,05 e sdo significativamente diferentes;
NS — ndo existem diferencas significativas (p> 0,05); *p< 0,05, N — tamanho amostra;

%- percentagem.
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O leite obtido do regime alimentar a base de pastagem tem uma menor percentagem
em acido miristico (C14:0) (8,86% +2,22) comparativamente com 0s outros dois regimes
alimentares, feno (10,66% +1,68) e silagem milho (11,88% +1,07) (p< 0,05).

Com um regime alimentar a base pastagem, o leite produzido tem uma percentagem
1,40% (£0,37) em é&cido palmitoléico (C16:1cis9) (p> 0,05). Este valor intermédio esta
muito préximo dos resultados obtidos com os regimes alimentares a base de feno
(1,35% £0,25) e de silagem milho (1,58% +0,30).

Uma alimentagdo a base de pastagem proporciona a presenca de 2,22% (+0,47) de
acido linoleico (C18:2(n-6)) enquanto que com uma alimentacdo a base de feno, o leite,
apresenta um valor ligeiramente superior 2,55% (+0,79) (p> 0,05). A silagem de milho,
como base do regime alimentar, ndo favorece a presenca em acido linoleico, pois o leite

obtido € o que apresenta o valor mais baixo (1,73% £0,39).

A percentagem do acido linolénico (C18:3(n-3)) é significativamente mais elevada
(p< 0,05) no leite do regime alimentar pastagem (0,44% %0,23) do que no leite produzido a
partir dos regimes alimentares feno (0,33% £0,15) e silagem milho (0,38% 0,10 )
(p> 0,05).

O valor em CLA (C18:2cis9trans11) no leite obtido com a alimentagdo base de
pastagem é mais elevado (1,03% +0,33) do que o obtido no leite produzido com base em
silagem milho (0,66% +0,20) (p< 0,05) e feno (0,88% +0,21).

Resumindo os resultados apresentados no Quadro 8, podemos verificar que a
pastagem favorece a presenca no leite de &cidos gordos de cadeia longa, tais como
estearico (C18:0) (10,41% =£1,81), o oleico (C18:1cis9) (20,94% +4,68), o linolénico
(C18:3(n-3)) (0,44% +0,23) e 0 CLA (1,03% +0,33).
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Pela observacdo do Grafico 1 podemos confirmar que o leite obtido de um regime
alimentar a base de pastagem tem 36% mais CLA do que o leite proveniente de um regime
alimentar a base de silagem milho e 15% mais do que um leite obtido a partir de um

regime alimentar onde predomina o feno.

Gréfico 1 — Acido linoleico conjugado (CLA).
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Entre os resultados obtidos, a percentagem do 4&cido gordo isoC17:0, é
significativamente menores para a silagem milho (0,41% +0,06) (p< 0,05).
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Relativamente aos &cidos gordos de cadeia curta, caprico (C10:0) (2,99% +1,06),
undecanoico (C11:0) (0,34% =+0,12), ladrico (C12:0) (2,86% +0,97), miristico (C14:0)
(8,86% +2,22), miristoléico (C14:1cis9) (0,735 =+0,28), pentadecanoico (C15:0)
(0,44% +0,07), isoC16:0 (0,78% £0,08), palmitico (C16:0) (22,71% +1,76), palmitoléico
(C16:1cis9) (1,40% +0,37), o leite proveniente da alimentagdo a base de pastagem contém
uma menor percentagem. Quando a base da dieta é a silagem milho a percentagem em
acidos gordos de cadeia curta é mais elevada, comparativamente com a pastagem e o feno
(p< 0,05).

O Gréfico 2 ilustra o facto acima referido, isto €, comparando os diferentes regimes
alimentares, verificamos que o leite proveniente de uma alimentacdo a base de pastagem

apresenta uma percentagem menor de &cidos gordos de cadeia curta (p< 0,05).

Gréfico 2 — Acidos gordos de cadeia curta (C10:0, C11:0 e C12:0).
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No Quadro 9 podemos verificar que a silagem de milho favorece o teor butiroso
(4,04% +0,76) e o teor proteico do leite (3,18% =0,20), enquanto que os valores de
producdo de leite (207,18kg +28,86) e ureia (171,67ppm £44,33) sdo mais baixos
comparados com os do leite produzido com base noutro tipo de alimentagédo (p< 0,05).

Quadro 9 — Influéncia dos diferentes regimes alimentares nos parametros quimicos (teor

butiroso, teor proteico, producdo de leite e ureia).

N Pastagem Silagem milho Feno Sig
Teor butiroso ) 24 3,81 (£0,52) 4,04 (£0,76) 3,66 (+0,66) NS
Gordura (ko) 8,75 8,37 8,15
Teor proteico () 24 3,09%(+0,28) 3,18%(+0,20) 2,98° (+0,21) *
Proteina (xg) 7,09 6,58 6,63
Producdo leite ) 24 229,69 (+25,03) 207,18° (+28,86) 222,69% (+26,52) *
Ureia (ppm) 24 225,92%(£74,95) 171,67° (+44,33) 194,58 (+64,46) *

P¢ notacBes diferentes na mesma linha correspondem a p< 0,05 e séo significativamente diferentes;

NS — ndo existem diferencas significativas (p> 0,05); *p< 0,05; N — tamanho amostra;

ppm — parte por milh&o; % - percentagem; | — litro; kg — kilograma.

Em relagdo ao teor proteico, os resultados obtidos no regime alimentar a base de

feno (2,98% +0,21) apresenta diferencas significativas (p< 0,05) quando comparada com o

obtido com a silagem milho (3,18% +0,20) e com a pastagem entre os quais nao houve

diferencas significativas (p> 0,05).

No quadro acima mencionado verificamos que ndo existem diferencas

significativas entre diferentes

regimes alimentares e o teor

butiroso do leite

(pastagem 3,81% (0,52), silagem milho 4,04% (%0,76), feno 3,66% (+£0,66)) (p> 0,05).
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Visualizando o Quadro 9 podemos referir que um leite produzido com uma
alimentacdo a base de pastagem contém, por litro, mais gordura e proteina do que um leite

produzido com um regime alimentar base em silagem de milho e/ou feno.

Pela leitura do Quadro 10 verificamos que ndo existem diferencas significativas
entre os diferentes regimes alimentares em relagdo ao conteldo do leite em: caseina k
(pastagem 8,90% (%2,09), silagem milho 8,24% (+2,22), feno 7,90% (£2,80)), caseina 3
(pastagem 30,57% (£7,36), silagem milho 26,52% (+9,63), feno 26,41% (+7,04)), caseina
aS1 (pastagem 43,34% (£7,94), silagem milho 41,57% (£6,03), feno 39,40% (x4,79)) e
caseina aS2 (pastagem 8,64% (+2,80), silagem milho 7,23% (£3,61), feno 7,56% (+2,56))
(p> 0,05).

Quadro 10 — Influéncia dos diferentes regimes alimentares na composi¢do em caseinas

N Pastagem Silagem milho Feno Sig

Caseina k %) 24 8,90 (+2,09) 8,24 (£2,22) 7,90 (+2,80) NS

Caseina 3 %) 24 30,57 (+7,36) 26,52 (+9,63) 26,41 (+7,04) NS

Caseina aS1 () 24 43,34 (£7,94) 41,57 (+6,03) 39,40 (+4,79) NS

Caseina 0S2 %) 24 8,64 (+2,80) 7,23 (£3,61) 7,56 (+2,56) NS
Total () 91,45 (+20,19) 83,56 (+21,49) 81,27 (x17,19)

P& notagBes diferentes na mesma linha correspondem a p< 0,05 e s&o significativamente diferentes;
NS — ndo existem diferencas significativas (p> 0,05); *p< 0,05; N — tamanho amostra;

% - percentagem

No Quadro 10 podemos perceber que, mesmo ndo existindo diferencas
significativas entre os diferentes regimes alimentares na composi¢cdo em caseinas, no total
em percentagem o leite obtido com base na pastagem (91,45% +20,19) apresenta um valor
mais elevado nas diferentes fracgdes caseinicas do que o da silagem milho (83,56%
+21,49) e/ou feno (81,27% £17,19) (p> 0,05). Esta situacdo permite-nos afirmar que o
rendimento de transformacéo do leite em queijo ou iogurte € maior quando alimentamos 0s

animais com pastagem.
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No Grafico 3 podemos visualizar o referido anteriormente, isto €, o leite obtido do
regime alimentar a base de pastagem tem uma maior percentagem das diferentes fraccbes
caseinicas analisadas, comparativamente com o leite dos outros regimes alimentares

(silagem milho e feno).

Grafico 3 — Fraccdes caseinicas do leite
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho os resultados obtidos confirmam o facto de que o leite
produzido com uma alimentacdo a base de pastagem favorece o aumento de CLA
(Ryhdnen et al., 2005). De acordo com Vvérios autores, 0 CLA é considerado um potencial

anti cancerigeno (Parodi, 1999; Kritchevsky, 2000 citado por Ryhanen et al., 2005).

Para o &cido butirico (C4:0), que parece desempenhar um papel importante na
prevencdo do cancro co6lon e se encontra unicamente no leite dos ruminantes
(Doyle et al., 2003), obtiveram-se valores que variam entre 5 a 6%, nos diferentes regimes

alimentares.

Com o regime alimentar pastagem, verifica-se uma reducdo nos niveis dos &cidos
gordos de cadeia curta e 0 aumento dos valores do acido estearico (C18:0) e oleico

(C18:1cis9), tal como foi obtido em estudos realizados por Williams (2000).

Segundo Chilliard et al. (2001) um leite produzido com um regime alimentar a base
silagem milho contém 12-14% acido miristico (C14:0), 30-34% é&cido palmitico (C16:0),
6-11% acido estearico (C18:0) e 18-23% acido oleico (C18:1cis9). Os resultados por nds
obtidos com excepc¢do do acido oleico (C18:1cis9), estdo dentro dos valores considerados

aceitaveis para Chilliard et al. (2001).

Em relacdo ao nivel proteico do leite obtido a partir dos diferentes regimes
alimentares, verifica-se que o que tem por base silagem milho contém um valor mais
elevado. No entanto, se este aspecto € importante, mais importante é as quantidades de
caseina presentes no leite. Analisando os valores das diferentes frac¢bes caseinicas, a
pastagem € o alimento que proporciona valores mais elevados, tal como mencionaram
Hoffman et al. (1991) e Puyol et al. (1995).
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Verificou-se que, quando o regime alimentar incluia silagem de milho a producéo
de leite foi mais baixa e o teor butiroso mais elevado enquanto que no caso da alimentacao
ter por base pastagem a producdo de leite foi mais elevada com um teor butiroso mais
baixo. Segundo Sutton (1989) a silagem milho que, sendo rica em glacidos facilmente
fermentesciveis, tem um reflexo negativo no teor butiroso. Os nossos resultados nédo
confirmam esta tendéncia provavelmente porque o regime alimentar incluia 26% feno
luzerna e a silagem de milho utilizada com 50,18% NDF, correspondeu a 47% do total da
matéria seca ingerida, perfazendo um total de 73% de alimentos forrageiros consumidos
diariamente. Outra explicacdo, podera ter sido a producdo de leite mais baixa e,

consequentemente, o teor butiroso mais elevado de entre os trés regimes alimentares.

Kirst et. al. (1996) admite como intervalo fisiol6gico de ureia no leite valores entre
150 a 300 ppm. As quantidades por nds obtidas encontram-se dentro deste intervalo.
Contudo verificamos que o valor obtido com o regime alimentar silagem milho é mais
baixo que o obtido para pastagem. Como explicacdo, este facto deve-se a silagem milho ser
rica em glucidos facilmente fermentesciveis o que permite que a popula¢do microbiana do
rimen tenha a sua disposi¢cdo energia sob a forma de ATP aproveitando, de forma mais
eficiente, 0 amoniaco resultante da degradacdo da proteina alimentar.

Apds analise dos resultados é pertinente referir que o estudo ndo se deveria ter
realizado na fase decrescente da producdo. Isto porque nesta fase as necessidades
nutricionais diminuem e a capacidade de ingestdo deixa de ser um factor limitante,
passando a vaca a recuperar o peso que havia perdido. Deste modo, a fase inicial da
lactacdo seria o periodo Optimo, pois caracteriza-se pela sua elevada receptividade e
sensibilidade as alteracfes alimentares. Assim sendo, no inicio da lactacdo a melhoria
quantitativa e qualitativa das dietas provoca claras melhorias na producéo de leite de vaca,

esta resposta deve-se ao facto dos animais mobilizarem reservas nesta fase.
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Conclusdes e perspectivas futuras

6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A composicdo e as propriedades funcionais do leite sdo de consideravel

importancia quer para o produtor, transformador e consumidor.

Este facto deve-se a que o leite, no futuro e devido ao facto da Europa ser
excedentéria em gordura, a industria transformadora de leite ird valorizar o produto néo

pelo seu teor butiroso, mas sim pelo seu teor proteico.

Sabe-se também hé& necessidade de cativar o consumidor. Entdo, o transformador
ter4 de arranjar forma de o fazer. Assim sendo, a melhor forma é mostrando que o

consumo dos seus produtos é benéfico para a sua saude.

Hoje em dia o CLA é um dos acidos gordos mais estudados devido a ser

considerado anti cancerigeno.

Com este trabalho mostrou-se que a utilizacdo da pastagem esta associada ao bem

estar animal.

A pastagem permite que se obtenha leite com valores mais elevados de CLA.
Mesmo tendo teores proteicos mais baixos, apresenta uma fraccdo caseinica mais elevada

com vantagem para a transformacao.
No futuro sera indispensavel realizar mais estudos, principalmente em relacéo as

diferentes frac¢Bes caseinicas tdo importantes para a transformacdo do leite em queijo e

iogurtes.
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ANEXO - TRATAMENTO ESTATISTICO (TABELAS)



Homogeneous Subsets

C4:.0
Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Silagem 24 5,66425
Pastagem 24 5,83175
Fenos 24 6,13267
Sig. ,567

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C10:0

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Pastagem 24 2,99250
Fenos 24 3,46000 3,46000
Silagem 24 3,62754
Sig. ,119 , 755

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Cc11:0

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento fornecido N 1 2
Pastagem 24 ,34183
Fenos 24 , 39746 , 39746
Silagem 24 ,43138
Sig. ,127 ,457

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




C12:0

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Pastagem 24 2,85529
Fenos 24 3,37204 3,37204
Silagem 24 3,69450
Sig. ,056 ,317

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C14:0

Schef fé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Pastagem 24 8,86338
Fenos 24 10,66438
Silagem 24 11,87538
Sig. 1,000 ,062

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C14:1cis9

Scheffé
Subset for alpha = .05

Alimento f ornecido N 1 2 3
Pastagem 24 , 72675
Fenos 24 ,91458
Silagem 24 1,08650
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




C15:0

Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Pastagem 24 ,44121
Silagem 24 ,48575
Fenos 24 ,48608
Sig. ,066

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

isoC16:0

Scheffé
Subset for alpha = .05

Alimento fornecido N 1 2 3
Pastagem 24 ,77658
Fenos 24 ,88904
Silagem 24 1,02017
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24, 000.

Cc16:0

Scheffé
Subset for alpha = .05

Alimento fornecido N 1 2 3
Pastagem 24 | 22,70571
Fenos 24 25,84150
Silagem 24 31,39858
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




C16:1cis9

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento fornecido N 1 2
Fenos 24 1,35088
Pastagem 24 1,40204 1,40204
Silagem 24 1,57929
Sig. ,851 ,152

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

isoC17:0

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Silagem 24 ,40983
Fenos 24 ,41600 ,41600
Pastagem 24 44754
Sig. ,917 111

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C17:0
Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Fenos 24 ,44871
Pastagem 24 ,46546
Silagem 24 ,48392
Sig. ,369

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Cc18:0

Scheffé
Subset for alpha = .05

Alimento f ornecido N 1 2 3
Silagem 24 6,85638
Fenos 24 8,21238
Pastagem 24 10,40600
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24, 000.




C18:1cis9

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2 3
Silagem 24 14,56175
Fenos 24 18,21654
Pastagem 24 20,93775
Sig. 1,000 1,000 1,000

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C18:2(n-6)

Schef fé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Silagem 24 1,72800
Pastagem 24 2,21846
Fenos 24 2,55283
Sig. 1,000 ,148

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C18:3(n-3)

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento fornecido N 1 2
Fenos 24 ,32683
Silagem 24 37717 37717
Pastagem 24 ,44358
Sig. ,544 ,349

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

C18:2cis9trans11

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Silagem 24 ,65858
Fenos 24 ,88296
Pastagem 24 1,02883
Sig. 1,000 ,204

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




Teor butiroso

Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Fenos 24 3,6592
Pastagem 24 3,8067
Silagem 24 4,0350
Sig. ,145

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Teor proteico

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento fornecido N 1 2
Fenos 24 2,9796
Pastagem 24 3,0917 3,0917
Silagem 24 3,1813
Sig. ,266 427

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Produgio leite (kg)

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento fornecido N 1 2
Silagem 24 | 207,1792
Fenos 24 | 222,6917 | 222,6917
Pastagem 24 229,6875
Sig. ,142 ,666

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




Ureia (ppm)

Scheffé

Subset for alpha = .05
Alimento f ornecido N 1 2
Silagem 24 171,67
Fenos 24 194,58 194,58
Pastagem 24 225,92
Sig. ,405 ,188

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Caseina k
Scheffé®
Subset
for alpha
=.05

Alimento f ornecido N 1
Fenos 23 7,904
Silagem 24 8,242
Pastagem 23 8,896
Sig. ,434

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 23,324.

b. The group sizes are unequal. The harmonic mean
of the group sizes is used. Type | error levels are

not guaranteed.

Caseina beta

Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Fenos 24 26,413
Silagem 24 26,521
Pastagem 24 30,571
Sig. ,238

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.




Caseina alfa-s1

Scheffé
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Fenos 24 39,396
Silagem 24 41,567
Pastagem 24 43,338
Sig. ,143

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 24,000.

Caseina alfa-s2

Scheffé®
Subset
for alpha
=.05

Alimento fornecido N 1
Silagem 24 7,229
Fenos 24 7,563
Pastagem 18 8,644
Sig. ,317

Means for groups in homogeneous subsets are display ed.
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 21,600.
b. The group sizes are unequal. The harmonic mean

of the group sizes is used. Type | error levels are
not guaranteed.



