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RESUMO

Dentre os vdrios requisitos essenciais para a qualidade do leite, pode-se destacar as altas
contagens de bactérias totais e de células somdticas como fatores que podem influenciar
negativamente na qualidade do produto, por diminuirem o rendimento industrial e poder
causar danos a satde dos consumidores. Existem no leite muitos tipos diferentes de enzimas e
com isso, muitas pesquisas sdo realizadas com o intuito de determinar o papel biolégico ou
fisiologico desses compostos. A lactoperoxidase € uma enzima que ocorre naturalmente no
leite ¢ em combinagcdo com o fon tiocianato e o peréxido de hidrogénio formam o sistema
lactoperoxidase, que por sua vez, gera fons hipotiocianato, que € um composto que apresenta
acdo antibacteriana. O principal papel bioldgico da lactoperoxidase estd associado a protecao
do proprio leite, da glandula mamaéria e do trato intestinal dos lactentes contra micro-
organismos patogénicos que possam estar presentes no leite. A atividade da lactoperoxidase
pode ser influenciada por fatores genéticos e ambientais, o que pode conferir a animais
distintos, diferenca na atividade e, consequentemente, maior ou menor resisténcia
imunoldgica a acdo de bactérias, e ainda, potencial para produzir leite com maior atividade
antimicrobiana. Objetivou-se com este trabalho, verificar a atividade da lactoperoxidase e o
teor de tiocianato no leite de vacas Girolando de diferentes grupos genéticos, além de estudar

os fatores que podem influenciar nestas variaveis.



ABSTRACT

Among the several essential requirements for the milk quality, can be highlighted the high
counts of total bacteria and somatic cells as the factors that may negatively influence the
product quality by decreasing industrial yield and can cause damage to the health of
consumers. There are many different types of enzymes in the milk and therefore, many
researches are carried out with the aim of determining the biological or physiological role of
these compounds. The lactoperoxidase is an enzyme which occurs naturally in the milk and in
combination with the thiocyanate ion and the hydrogen peroxide form the lactoperoxidase
system, which in turn generates hipotiocianato ions, which is a compound that have
antibacterial action. The main biological role of the lactoperoxidase is associated to the
protection of the milk itself, of the mammary gland and of the intestinal tract of calves against
pathogenic microorganisms that may be present in the milk. The lactoperoxidase activity may
be influenced by genetic and environmental factors, which can confer to distinct animals,
difference in the activity and, consequently, more or less immunological resistance to the
bacteria action, and also, potential to produce milk with higher antimicrobial activity. The aim
of this study was to verify the lactoperoxidase activity and the thiocyanate content in the milk
from Girolando cows of different genetic groups, besides studying the factors that may

influence in these variables.
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INTRODUCAO

No cendrio mundial de producdo de leite bovino, o Brasil é o pais que ocupa a quinta
posicado no ranking, com uma producao de quase 31,5 bilhdes de litros de leite em 2012, onde
os Estados Unidos, fndia, China e Russia se enquadram, respectivamente, nas primeiras
colocagdes, segundo a previsdo do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USA,
2012). Para 2013, a perspectiva € que o Brasil suba uma posi¢do nesse ranking produtivo,
acreditando-se que acontec¢a um acréscimo de 2,83% até o final do ano (USA, 2012).

Devido a importincia e representatividade do setor lacteo para a economia brasileira, o
pais criou o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNQL), no qual a
Instru¢ao Normativa n° 51 (IN-51), de 18 de setembro de 2002, dita exigéncias, determinando
rigidos critérios para a produgdo, identidade e qualidade do leite de vaca (BRASIL, 2002).
Mais tarde, em 29 de dezembro de 2011, este documento foi alterado pela instru¢ao normativa
n° 62 (IN-62), que a tornou mais adequada a realidade do pais (BRASIL, 2011).

Dentre os vérios requisitos essenciais para a qualidade do leite, pode-se destacar a alta
contagem microbiolégica como um fator que pode influenciar negativamente no
processamento tecnolégico, por diminuir o rendimento industrial, causar alteragdes que
reduzem a vida de prateleira e alterar as caracteristicas sensoriais dos produtos derivados
(GIGANTE, 2004). Além disso, a alta contaminacao por micro-organismos pode causar danos
a saude dos consumidores, devido a acdo de patégenos (VILAR et al., 2012).

Outro requisito importante para a qualidade do leite é a contagem de células somaticas
(CCS), no sentido que esta € um indicativo da satde do ibere dos animais (CARNEIRO et al.,
2009). De forma geral, a composi¢ao do leite de vacas que apresentam problemas de sanidade
da glandula mamadria € normalmente alterada, tanto pela ac¢do direta de micro-organismos
patogénicos ou de suas enzimas sobre os componentes do leite, bem como pela alteracdo na
permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula mamaria, que modifica a capacidade de
sintese do tecido secretor (MACHADO et al., 2000; BYTYQI et al., 2010).

Existem no leite mais de 60 tipos diferentes de enzimas. Com isso, muitas pesquisas
sdo realizadas com o intuito de determinar o papel biolégico ou fisiolégico desses compostos,
bem como verificar a sua relevancia na qualidade dos alimentos, processamento tecnoldgico e
estabilidade nos produtos (ANDREWS et al., 1991).

A lactoperoxidase é uma enzima que ocorre naturalmente no leite € em combinacao

com o ion tiocianato e o peréxido de hidrogénio, formam um sistema conhecido como sistema
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lactoperoxidase, que por sua vez, gera ions hipotiocianato, que € um composto que apresenta
acdo antibacteriana no leite (AL-BAARRI et al., 2012).

Assim, um leite cru que possui maior atividade da lactoperoxidase pode ter o seu
tempo de conservacdo aumentado. Este fato pode ser muito importante em locais que
apresentam deficiéncia ou impossibilidade de refrigeracdo rdpida do leite, apds a sua obtencao
(FAO, 1999; NDAMBI et al., 2008).

Portanto, objetivou-se com esse trabalho, verificar a atividade da lactoperoxidase,
quantificar os niveis de tiocianato e averiguar os fatores que os influenciam, no leite cru
resfriado de animais Girolando dos grupos genéticos 1/2, 3/4 e 7/8 HG, bem como estimar a

correlacdo entre esses componentes € o nimero de células somaticas.
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Capitulo 1
REFERENCIAL TEORICO

ATIVIDADE DA LACTOPEROXIDASE NO LEITE DE VACAS GIROLANDO
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QUALIDADE DO LEITE

Dentre os produtos de origem animal mais importantes € mais consumidos no mundo
destaca-se o leite, um alimento de alto valor nutricional e que gera emprego e renda para um
numeroso grupo de pessoas envolvidas nas diferentes etapas de sua cadeia produtiva. O que
faz do sistema agroindustrial do leite, um dos mais importantes do Brasil, devido ao seu
grande valor econdmico e social (VILELA et al., 2002).

Para que a demanda por produtos lacteos continue crescente, a qualidade da matéria
prima deve ser considerada como fator de alta relevancia, uma vez que o mercado consumidor
estd cada vez mais exigente em relacdo a qualidade dos produtos que consome, priorizando
aqueles que minimizam os riscos a saude.

A importancia atribuida ao leite e seus derivados na alimentagdo humana, devido as
suas propriedades nutritivas, faz com que esses estejam entre os alimentos melhor avaliados,
do ponto de vista qualitativo (BRITO E BRITO, 2001).

De acordo com Brito e Brito (2001), a qualidade do leite cru estd relacionada com as
condi¢des higiénicas em que esse leite foi obtido e armazenado, com a sua composicao
quimica e caracteristicas fisico-quimicas. As propor¢des de gordura, proteina, lactose, ureia,
caseina, minerais e vitaminas determinam a qualidade composicional do leite, que pode ser
influenciada diretamente pela alimentacdo animal, manejo e genética. Alguns fatores
intrinsecos aos animais, como metabolismo, estigio de lactacdo, nivel produtivo, escore
corporal, nivel de estresse ou condi¢des de conforto também sdo importantes quanto a
composi¢ao e quantidade de leite produzido (BRITO E BRITO, 2001).

Entretanto, o leite apresenta condi¢des ideais para o bom desenvolvimento
microbiano, devido aos nutrientes nele disponiveis, atividade de dgua elevada e pH préximo a
neutralidade (ARCURI et al., 2006; DUMITRASCU et al., 2012).

A obtencdo da matéria prima € a primeira etapa importante para a qualidade do
produto, sendo nesse momento, indispensavel que o leite seja obtido de animais livres de
doencas e em condi¢Oes higiénico-sanitarias adequadas (BRASIL, 2011). Recomenda-se,
ainda, atencdo especial a higienizacdo dos individuos e dos equipamentos e utensilios de
ordenha que entram em contato direto com os animais e o leite. Essas praticas sdo importantes
porque a presenca de residuos quimicos e possiveis contaminagdes por micro-organismos
podem influenciar negativamente na qualidade da matéria prima (BRASIL, 2011; VILAR et
al., 2012).
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O resfriamento rdpido do leite também € fator de suma importancia, devendo ser a
uma temperatura igual ou inferior a 4°C, no tempo méaximo de trés horas apds o término da
ordenha (ARCURI et al., 2006; BRASIL, 2011). A conservacdo do leite em temperaturas
baixas é importante por inibir ou reduzir a velocidade de multiplicacdo de muitas espécies de
micro-organismos, bem como diminuir a atividade de lipases e proteases, que podem degradar
componentes essenciais a qualidade do produto (ARCURI et al., 2006).

No Brasil, na década de 90, algumas cooperativas de laticinios deram inicio a
implementacdo de programas de pagamento do leite por qualidade (MULLER, 2002).
Atualmente, essa pritica € muito mais comum entre as industrias, especialmente a partir da
criacdo do PNQL. Em geral, os laticinios levam em consideracdo os resultados das amostras
de leite enviadas aos laboratdrios da Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL), para fins
de bonifica¢do. A adoc¢do do pagamento por qualidade pelas industrias é muito significativa,
pois incentiva os produtores rurais a produzir um leite mais saudavel, do ponto de vista da
seguranca alimentar.

Dessa forma, vale enfatizar que a qualidade dos produtos lacteos € uma consequéncia
de todas as atividades realizadas ao longo do processo produtivo, desde a obtencdo do leite na

fazenda, transporte, processamento tecnolégico até o armazenamento (VILAR et al., 2012).

MASTITE E CELULAS SOMATICAS

A mastite € uma inflamacdo que ocorre na glandula mamaria dos animais, em resposta
a penetracdo de micro-organismos patogénicos nesse 6rgao, principalmente bactérias, sendo
considerada a enfermidade que mais traz prejuizos a atividade leiteira (FONSECA E
SANTOS, 2000; CARNEIRO et al., 2009).

Apesar de ser uma doenca que pode ser causada por mais de 150 espécies diferentes
de micro-organismos, apenas algumas espécies de estafilococos, estreptococos e coliformes
apresentam importancia econdmica e epidemioldgica (KUANG et al., 2009; SHOME et al.,
2011).

Quanto a sua forma de manifestacio pode ser dividida em mastite clinica ou
subclinica. A primeira acontece quando os animais apresentam sinais evidentes da doenca,
como dor e rigidez, edema e aumento da temperatura do ubere, alteragdes nas caracteristicas
do leite, como ejecdo de grumos, pus ou sangue durante a ordenha. J4 a mastite subclinica é

caracterizada por alteracdes na composicao do leite, como diminuicao nos teores de gordura,
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casefna e lactose e elevacgdo nas propor¢des de Cl, Na*, proteinas do soro e CCS (FONSECA
E SANTOS, 2000).

Outra classificagdo também pode ser utilizada, dessa vez quanto ao agente causador,
que pode ser contagioso ou ambiental. Segundo Fonseca e Santos (2000), a mastite contagiosa
¢ adquirida, quase que em sua totalidade, durante a ordenha, sendo causada por micro-
organismos que possuem preferéncia pelo interior da glandula mamaria e superficie dos tetos.
A mastite ambiental acomete os animais quando a microbiota que se encontra ho mesmo
ambiente em que os animais sdo criados, alcanga o interior da glandula mamadria. Sao micro-
organismos encontrados em locais que apresentam esterco, urina, camas organicas ou até
mesmo no solo.

A Escherichia coli, por exemplo, ¢ um dos principais agentes patogénicos associados a
mastite ambiental, que pode conduzir a doenga do estado agudo ao estado sistémico grave
(GUNTHER et al., 2011). O leite cru e os produtos licteos fabricados com leite ndo
pasteurizado tem sido responsdveis por surtos de Staphylococcus aureus e E. coli, o que
representa um risco potencial para os consumidores (LITTLE et al., 2008).

O controle da sanidade da glandula mamadria proposto pelas IN-51 e IN-62 estd
relacionado com a CCS do leite. De uma forma geral, a CCS representa todas as células
presentes no leite, que inclui os leucdcitos ou células brancas do sangue (linfdcitos,
neutréfilos e macréfagos) e as células de descamacgdo do epitélio glandular do ubere, sendo
que essas ultimas nem sempre se encontram presentes, podendo chegar a uma propor¢ao que
varia de 0 a 7% do total de células (NATZKE, 1981; BRITO E BRITO, 2001).

A CCS aumenta devido a resposta a inflamacdo que eleva o nimero de células de
defesa para combater a infeccao nos alvéolos. Os leucécitos fazem parte dos mecanismos
naturais de defesa do animal e migram do sangue para a glandula maméaria sempre que ocorre
alguma agressdo por um agente infeccioso (BRITO et al., 1997). Portanto, o principal fator
que influencia a quantidade de células somdticas no leite é a ocorréncia ou nao da mastite.
Outros fatores como estagio de lactacdo, idade do animal, estacdo do ano e vdrios tipos de
estresse podem influenciar a CCS, mas ndo tem tanta importancia se a glandula mamaria nao
estiver infectada (HARMON, 1994).

Dessa forma, um leite de qualidade também deve apresentar baixa CCS, ja que esta
estd diretamente relacionada com a sanidade do rebanho, mais precisamente, com o nivel de
mastite em que se encontram os animais que estao produzindo leite.

A CCS do leite pode refletir também em perdas significativas de producao, de acordo

com o nivel de infec¢do nos animais, além de causar alteragdes na qualidade do produto, em
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virtude da acdo de lipases leucocitdrias e lipoprotéicas. Com isso, a concentracdo de gordura
no leite com elevada CCS tende a diminuir, a ndo ser que o declinio da produgdo de leite seja
maior que o decréscimo da producdo de gordura, o que ocasionaria concentracdo deste
componente (PEREIRA et al., 1997). Como é o caso do trabalho realizado por Machado et al.
(2000), que observaram que a partir de 1.000.000 céls./mL de leite ocorria aumento
significativo na concentracio de gordura, em amostras coletadas em tanques de expansao.

As caseinas, que representam 80% das proteinas do leite, € um grupo importante de
proteinas de interesse da industria que também sofre expressiva reducdo quando a CCS
aumenta, devido a acdo de proteases leucocitdrias e sanguineas (FONSECA E SANTOS,
2000; SGARBIERI, 2005; MADUREIRA et al., 2007). Por outro lado, ocorre aumento das
proteinas do plasma sanguineo no leite, em decorréncia da resposta inflamatéria (FONSECA
E SANTOS, 2000).

Tons de cloro e sédio também podem ser encontrados em maior propor¢io no leite com
alta CCS, jad que durante a inflamacdo, as paredes dos vasos sanguineos se tornam mais
dilatadas e vérias substancias do sangue podem passar para o leite, juntamente com as células
do sistema imune. Esse fato € negativo porque pode alterar as caracteristicas sensoriais do

produto (BRITO E BRITO, 2001).

LACTOPEROXIDASE

A lactoperoxidase (EC.1.11.1.7) € uma enzima do grupo das oxidases, as quais estao
largamente distribuidas nos sistemas biolégicos. Embora seu nome aponte claramente ser de
origem lactea, esta pode ser sintetizada nas glandulas mamadrias, salivares, lacrimais e também
pelo epitélio respiratério dos mamiferos (WOLFSON E SUMNER, 1993; EL-CHEMALY et
al., 2003; BOOTS E FLORIS, 2006; FOX E KELLY, 2006).

Na glandula mamdria, a lactoperoxidase € sintetizada principalmente por leucdcitos
polimorfonucleares e constitui uma das principais proteinas do soro do leite, apresentando
atividade média superior as necessidades bioldgicas exigidas para que uma 6tima catdlise de
oxirreducdo aconteca (KORHONEN, 1980; SHARMA E RAJ, 1999; FONTEH et al., 2002).

O principal papel biolégico da lactoperoxidase estd associado a prote¢do do proprio
leite, da glandula mamaéria e do trato intestinal dos lactentes contra micro-organismos
patogénicos que possam estar presentes no leite (KUSSENDRAGER E VAN HOOIJDONK,
2000; SEIFU et al., 2005; BOOTS E FLORIS, 2006; ATASEVER et al., 2013).
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Em geral, a atividade das enzimas lacteas pode ser influenciada por inimeros fatores,
incluindo raga, idade do animal, dieta, estado nutricional, nimero de lactacdes, estigio de
lactagdo, saude da glandula mamadria e varia¢des sazonais (CALAMARI et al., 2005).

E comum observar o aumento da atividade enzimitica e bioquimica no leite de
animais que apresentam problemas de sanidade da glandula mamaria, sendo esta caracteristica
também observada no caso da lactoperoxidase (KORHONEN E KAARTINEN, 1995).

Com relagdo a atividade da lactoperoxidase encontrada no leite, tem-se que esta varia
significativamente entre as espécies de bovinos, bubalinos, caprinos, ovinos, camelinos e
humanos. No leite bovino foram encontrados valores médios de 0,97 a 19,4 unidades/mL de
leite (SEIFU et al.,2005; DUMITRASCU et al., 2012).

A lactoperoxidase € também uma das enzimas mais estdveis ao calor, assim, na
inddstria de laticinios, a sua presenca pode ser utilizada como um indicativo de eficiéncia da
pasteurizacdo do leite (LEWIS E HEPPELL, 2000; FOX E KELLY, 2006; BOULARES et
al., 2011). Quando o leite é submetido a uma super pasteuriza¢io (tempo e temperatura acima
do recomendado) esta enzima pode ser desnaturada, portanto a temperatura aplicada nesse
processamento deve ser adequada para que perdas de qualidade ndo acontecam (FOX, 2003;
ANDRADE et al., 2008).

Além disso, a lactoperoxidase estd associada a muitos estudos relacionados ao controle
de patégenos e micro-organismos de deterioracdo em outros produtos agroindustriais além
dos derivados lacteos, tais como, peixes, carne bovina e sucos de frutas (ELLIOT et al., 2004;
SEIFU et al.,, 2004; RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009; BOULARES et al., 2011;
MONTIEL et al., 2012;).

SISTEMA LACTOPEROXIDASE

O sistema lactoperoxidase (SLP) € um mecanismo inespecifico de protecdo da
glandula mamaria e encontra-se presente em todos os mamiferos. Este sistema compreende
uma série de reacdes quimicas e € constituido pela lactoperoxidase (LP), pelo ion tiocianato
(SCN™), proveniente do metabolismo hepdtico, e pelo peréxido de hidrogénio (H,0,),
derivado do metabolismo celular (SERMON et al., 2005). Para ativacdo do SLP sdo
indispensaveis os trés componentes (LP, SCN™ e H,0,).

A ativacdo do SLP, conforme esquemas abaixo, € representada pela oxidacdo do
tiocianato pelo peréxido de hidrogénio, sendo que esta oxidacdo € catalisada pela

lactoperoxidase. Como produtos desta reacdo surgem o dcido hipotiocianico (HOSCN) e o ion
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hipotiocianato (OSCN™), elementos que possuem caracteristicas antimicrobianas, sendo este
ultimo o mais importante, por ser produzido em maiores quantidades (ORAM E REITER,

1966; WOLFSON E SUMNER, 1993; SEIFU et al., 2005).

LpP
1) SCN + H,0O, ——> OSCN + H,O

LpP
2) 2SCN + H,0p+ 2H" —> (SCN),+2H,0 —> HOSCN + H" + SCN

HOSCN —— H' + OSCN’

A ac¢do antimicrobiana do SLP resulta na oxidag@o dos grupos sulfidrilicos de diversas
enzimas e outras proteinas essenciais ao metabolismo microbiano (REITER E HARNULYV,
1984; CAC, 1991). Esta acdo altera o metabolismo das bactérias e pode ocasionar lesdes ou
modificagdes nas diversas estruturas da célula bacteriana, como parede celular, sistema de
transporte ativo e passivo, enzimas glicoliticas e 4cidos nucléicos, 0 que consequentemente,
interfere na capacidade de multiplicagdo dos micro-organismos (CAC, 1991; LOPES, 2010).

A atividade minima da enzima, para apresentar acdo antimicrobiana, € relativamente
baixa, da ordem de 0,02 unidades/mL, o que confere ao leite cru a possibilidade de haver esta
atividade enzimadtica em qualquer condi¢do (SEIFU et al., 2005).

O tiocianato € uma substancia que estd presente nos 6rgaos, fluidos e secre¢des dos
mamiferos. A concentracdo do fon tiocianato no leite dependerd de suas concentragdes
sanguineas podendo, assim, variar de acordo com a espécie animal, raca, dieta, sanidade da
glandula mamaria e aspectos fisiologicos (KUSSENDRAGER E VAN HOOIJDONK, 2000).

Alguns paises permitem a adicdo de substancias ao leite cru, como € o caso de Cuba e
Africa de Sul, dentre outros, a fim de prolongar o seu tempo de conservacio. Dessa forma, o
Codex Alimentarius recomenda a adicao de 14 mg/L de tiocianato de sédio no leite cru, para
ativacdo exdgena do sistema lactoperoxidase (CAC, 1991). Porém, Ponce (2012), em
pesquisa realizada em paises tropicais, verificou que sé seria necessdria a adicdo de 8 — 9
mg/L de tiocianato de sédio ao leite cru.

A concentragdo subdtima de tiocianato no leite diminui bastante a eficiéncia do
sistema e o excesso pode promover toxidez em humanos, podendo causar disfung¢do na

tire6ide (REITER E HARNULYV, 1984).
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No Brasil, ndo é permitida a utilizacdo de nenhum tipo de aditivo ou coadjuvante ao
leite cru (BRASIL, 2011). Portanto, uma das préticas que pode ser realizada para aumentar a
quantidade de fons tiocianato no leite seria através da ingestao de alimentos precussores pelos
animais.

O peréxido de hidrogénio utilizado no sistema lactoperoxidase pode ser gerado
endogenamente no processo de fagocitose pelos leucécitos € por um conjunto de bactérias
como lactobacilos, lactococos e estreptococos, sob condi¢cdes aerobias (WOLFSON E
SUMNER, 1993). Porém, a baixa tensdo de oxigénio no interior da glandula mamadria inibe a
producdo do peréxido de hidrogénio, limitando a efetividade do sistema antimicrobiano
dentro da glandula (SORDILLO E STREICHER, 2002).

Para fins de ativacdo exdgena do SLP, nos locais que o permitem, a adi¢cdo do H,0O,
ao leite também pode ser realizada, porém, o excesso desse composto € prejudicial, pois inibe
a acdo da enzima, além de causar danos a saide humana (PEREZ, 1987). A ativagao do
sistema requer quantidades minimas do perdxido e o critério estabelecido pelo Codex
Alimentarius para ativacdo exdgena é de 8 mg de H,O,, por litro de leite (CAC, 1991).

O hipotiocianato produzido pela lactoperoxidase em presenca do tiocianato e do
peréxido de hidrogénio possui a¢do antimicrobiana considerada de amplo espectro, ou seja,
consegue ser eficaz contra vdrias espécies de micro-organismos, podendo ser bactericida,
contra bactérias Gram negativas, e bacteriostitica, contra bactérias Gram positivas
(WOLFSON E SUMNER, 1993; SEIFU et al., 2004; MIN et al., 2005; SAAD, 2008; AL-
BAARRI et al., 2010). Com isso, distintas respostas a acdo da enzima podem ocorrer, pois a
diferenca estrutural na parede celular destes dois grupos faz com que haja uma sensibilidade
menor ou maior a acdo da enzima, além de que pode haver producdo de compostos inibidores
pelas proprias bactérias, razdo esta que faz com que algumas espécies de micro-organismos
possam ter seu crescimento ou metabolismo inibidos, enquanto outras podem sofrer lise

(WOLFSON E SUMNER, 1993; KUSSENDRAGER E VAN HOOIJDONK, 2000).
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Atividade da lactoperoxidase e teor de tiocianato no leite de vacas Girolando

Resumo — Objetivou-se com esse trabalho, verificar fatores que influenciam a atividade da
lactoperoxidase e os niveis de tiocianato no leite cru resfriado de animais da raca Girolando
dos grupos genéticos 1/2, 3/4 e 7/8 HG, bem como verificar a correlacdo entre esses
componentes € o nimero de células somadticas. Foram coletadas 192 amostras de leite de
vacas Girolando para determinacdo da atividade da lactoperoxidase, teor de tiocianato,
contagem de células somaticas e teor de proteinas do soro. O valor médio para a atividade da
lactoperoxidase foi 10,86 U/mL (+7,08) e teor médio de tiocianato foi de 14,21 mg/L
(£10,43). O valor médio de escore de células somaticas foi de 14,51 (+2,36). Foi realizada
andlise de variancia onde se constatou que as varidveis que influenciaram significativamente
na atividade da lactoperoxidase foram escore de células somaéticas, grupo genético e periodo
de coleta. As varidveis que influenciaram significativamente no teor de tiocianato foram
escore de células somadticas, periodo de coleta e interacao grupo genético — periodo de coleta.
As varidveis que apresentaram influencia significativa para o escore de células somaticas
foram o nimero de dias em lactagdo e o periodo de coleta. O leite dos animais 1/2 HG foi o
que apresentou maior atividade da lactoperoxidase e maior teor de tiocianato. A atividade
enzimatica é influenciada pelo escore de células somdticas, grupo genético e periodo de
coleta. O teor de tiocianato € influenciado pelo escore de células sométicas, periodo de coleta

e pela interagdo grupo genético x periodo de coleta.

Termos para indexacao: células somaticas, leite bovino, sistema lactoperoxidase.
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Lactoperoxidase activity and thiocyanate content in the milk of cows Girolando

Abstract — The aimed of this study was to identify factors that influence in the lactoperoxidase
activity and in the thiocyanate levels in cold raw milk from Girolando cows of the genetic
groups 1/2, 3/4 and 7/8 HG, as well as check the correlation between these components and
the number of somatic cells. Were collected 192 milk samples for determination of the
lactoperoxidase activity, thiocyanate content, somatic cell count and serum protein content.
The overall average value for the lactoperoxidase activity was 10.86 U/mL (£7.08) and the
thiocyanate average content was 14.21 mg/L (£10.43). The average values for somatic cell
score were 14.51 (£2.36). Analysis of variance was performed and showed that the variables
that significantly influenced in the lactoperoxidase activity were somatic cell score, genetic
group and sampling period. The variables that significantly influenced in the thiocyanate
content were somatic cell score, sampling period and interaction between genetic group and
sampling period. The variables that had significant influence for somatic cell score were the
number of days in lactation and the sampling period. The milk from 1/2 HG cows showed the
highest lactoperoxidase activity and the highest thiocyanate levels. Enzyme activity is
influenced by somatic cell score, genetic group and sampling period. The concentration of
thiocyanate is influenced by somatic cell score, collection period and the interaction between

genetic group x sampling period.

Index terms: bovine milk, lactoperoxidase system, somatic cells.
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Introducao

Existem no leite mais de 60 tipos diferentes de enzimas. Com isso, muitas pesquisas
sao realizadas com o intuito de determinar o papel biolégico ou fisiol6gico desses compostos,
bem como verificar a sua relevancia na qualidade dos alimentos, processamento tecnoldgico e
estabilidade nos produtos (Andrews et al., 1991).

A lactoperoxidase (EC.1.11.1.7) é uma enzima que ocorre naturalmente no leite e em
combinacdo com o ion tiocianato e o per6xido de hidrogénio, formam um sistema conhecido
como sistema lactoperoxidase, que por sua vez, gera fons hipotiocianito, que € um composto
que apresenta acao antibacteriana no leite (Al-Baarri et al., 2012).

A lactoperoxidase ¢ uma enzima do grupo das oxidases, as quais estdo largamente
distribuidas nos sistemas bioldgicos. Embora seu nome aponte claramente ser de origem
lactea, esta pode ser sintetizada nas glandulas mamarias, salivares, lacrimais e também pelo
epitélio respiratério dos mamiferos (Wolfson & Sumner, 1993; El-Chemaly et al., 2003;
Boots & Floris, 2006; Fox & Kelly, 2006).

O principal papel biolégico da lactoperoxidase estd associado a prote¢do do préprio
leite, da glandula mamaéria e do trato intestinal dos lactentes contra micro-organismos
patogénicos que possam estar presentes no leite (Kussendrager & Van Hooijdonk, 2000; Seifu
et al., 2005; Boots & Floris, 2006; Atasever et al., 2013).

Em geral, a atividade das enzimas lacteas pode ser influenciada por inimeros fatores,
incluindo raga, idade do animal, dieta, estado nutricional, nimero de lactacdes, estigio de
lactagdo, saude da glandula mamadria e variacdes sazonais (Calamari et al., 2005).

O sistema lactoperoxidase (SLP) € um mecanismo inespecifico de protecdo da

glandula mamadria e encontra-se presente em todos os mamiferos (Sermon et al., 2005). Este
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sistema compreende uma série de reacdes quimicas, sendo indispensdvel a presenca dos trés
compostos para ativag¢ao do sistema.

Neste trabalho foram verificados os fatores que influenciariam na atividade da
lactoperoxidase e nos niveis de tiocianato no leite cru resfriado de animais Girolando dos
grupos genéticos 1/2, 3/4 e 7/8 Holandés - Gir (HG), bem como se verificou a correlacdo

destes componentes com o nimero de células somaticas.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido na Universidade Federal Rural de Pernambuco, no Programa
de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE), laboratério de qualidade
do leite, do Departamento de Zootecnia, e no laboratério de Biotecnologia da Central de
Laboratérios de Garanhuns (CENLAG), da Unidade Académica de Garanhuns (UAG).

Foram analisadas 192 amostras de leite de 152 vacas Girolando dos grupos genéticos
172, 3/4 e 7/8 HG, com idade variando de 29 a 140 meses e que apresentavam entre 14 e 369
dias em lactacdo. Os animais foram provenientes de duas propriedades particulares que
possuem escrituracdo zootécnica, situadas na mesorregido do sertdo alagoano, microrregiao
de Batalha, no Estado de Alagoas. O clima local € do tipo tropical semidrido, com chuvas de
verdo. O periodo chuvoso se inicia em novembro com término em abril. A precipitagdo média
anual é de 431,8 mm (Mascarenhas et al., 2005).

A coleta das amostras de leite ocorreu em dois periodos distintos: periodo 1 (agosto-
setembro/2012) e periodo 2 (dezembro/2012), nos quais, todas as vacas estavam submetidas
as mesmas condi¢des ambientais. Os componentes da alimentacdo dos animais durante os

dois periodos de coleta estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Alimentos utilizados na dieta dos animais

Grupo genético Periodo 1 Periodo 2
v" Concentrado a base de milhol, v" Concentrado a base de milhol,
sojaz, uréia e mistura mineral sojaz, uréia e mistura mineral
1/2 HG v’ Pasto de capim milha’ v Silagem de sorgo®
v' Residuo dmido de cervejaria* v Palma forrageira’
v' Residuo imido de cervejaria’
v" Concentrado a base de milhol, v" Concentrado a base de milhol,
sojaz, uréia e mistura mineral sojaz, uréia e mistura mineral
3/4¢7/8HG v Pasto de capim pangolio’ Silagem de sorgo®

v
J R z ~ . . . 4 / . 7
esiduo imido de cervejaria Palma forrageira
, L. . .4
v Residuo umido de cervejaria

'Zea mays L.; “Glycine max; °Digitaria horizontalis; “Bagaco de malte e levedura (Saccharomyces cerevisiae);
*Digitaria pentzii; *Sorghum bicolor L. Moench; 'Nopalea cochenillifera, Salm-Dyck.

Em cada coleta foram recolhidas duas amostras de leite de 40 mL de cada animal,
sendo a primeira amostra para determinacdo da atividade da lactoperoxidase e teor de
tiocianato e a segunda amostra para CCS e determinacdo do teor de proteinas do soro, obtido
pela diferenca entre os teores de proteina total e caseina.

As amostras de leite foram coletadas assepticamente dos quatro quartos mamarios no
inicio da ordenha da manha, imediatamente apds o teste da caneca de fundo preto e o pré-
dipping, realizado com produto a base de iodo. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas com gelo, onde se manteve a temperatura em torno de 4°C
até o momento das andlises.

As amostras coletadas para determinar a concentra¢do da lactoperoxidase e teor de
tiocianato nao receberam nenhum tipo de substancia conservante e o tempo decorrido entre a
coleta e o inicio dos procedimentos analiticos nao ultrapassou 24 horas.

As amostras utilizadas para CCS e andlises de proteina total e caseina receberam uma
pastilha conservante de Bronopol® (2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol) (D&F Control System
Inc., U.S.A.). Neste caso, o tempo decorrido entre a coleta e o inicio das andlises nao
ultrapassou 36 horas. A utilizacdo desse conservante € rotineira para todos os laboratérios da

Rede brasileira de qualidade do leite, os quais realizam as andlises recomendadas pelo
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Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento, de acordo com as Instrucdes
Normativas n° 51 e n° 62 (IN-51 e IN-62) (Brasil, 2002, 2011).

No CENLAG foram realizadas as andlises de atividade da lactoperoxidase, segundo
procedimento descrito por Kumar & Bhatia (1999), e quantificagdo do tiocianato, de acordo
com metodologia sugerida por CAC (1991), ambas realizadas em triplicata.

Para determinagdo da atividade da lactoperoxidase, as amostras de leite foram diluidas
40 vezes em solucdo tampao de fosfato de sédio (0,1M, pH 7,0). A atividade enzimética foi
mensurada utilizando o reagente ABTS® (2,2’-azino-bis (3-etil-benzotiazolino-6-acido
sulfonico) sal diamdnio) (Sigma-Aldrich Inc., U.S.A.). Foi adicionada em cubeta de quartzo,
0,1 mL da amostra de leite e 3,0 mL de solu¢do de ABTS (1 mM.L"! em tampao fosfato de
sodio 0,1M, pH 6,0). A reacdo foi iniciada a partir da adicdo de 0,1 mL de solucdo de
peréxido de hidrogénio (3,2 mM). A leitura foi realizada imediatamente, a uma absorbancia
de 412 nm em fungdo do tempo, durante dois minutos com intervalo de 15 segundos para
cada leitura, utilizando espectrofotdmetro Biochrom® Libra S22 UV/Vis (Biochrom Ltd.,
United Kingdom). Para a leitura de cada amostra, o espectrofotdmetro foi zerado com o seu
respectivo branco, composto por 0,1 mL da amostra de leite e 3,0 mL de solu¢ao de ABTS.

Uma unidade da atividade enzimdtica foi definida como a quantidade de enzima que
catalisa a oxidagdo de 1 umol de ABTS por minuto em temperatura ambiente (=20°C). A
atividade, expressa em unidade/mL (U/mL) de leite, foi calculada de acordo com Putter &
Becker (1983).

Para verificagdo dos niveis de tiocianato nas amostras, foram utilizados 8 mL de leite
mais 4 mL de &cido tricloroacético (TCA) (20% p/v). Em seguida, a mistura foi levada a
centrifuga Sorvall® ST16R (Thermo Fischer Scientific Inc., U.S.A.), por 10 minutos a 5.000
rpm e temperatura de 4°C; posteriormente, as amostras foram filtradas em papel Watman de

porosidade 40, para obtencdo do sobrenadante. A reagdo foi preparada em tubo de ensaio
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adicionando-se 2 mL do sobrenadante mais 2 mL de reativo de coloracdao (160g de nitrato
férrico nonahidratado, 500 mL de 4cido nitrico (2N) e dgua deionizada até formar o volume
de 1.000 mL). A leitura foi realizada em cubeta de quartzo, até 10 minutos apds a preparacao
da reacdo, a uma absorbancia de 460 nm utilizando espectrofotdmetro Biochrom® Libra S22
UV/Vis (Biochrom Ltd., United Kingdom). O branco foi composto por dgua deionizada mais
o reativo de coloragdo.

Para realizacdo dos cadlculos do teor de tiocianato nas amostras de leite, foi construida
uma curva de calibragdo com 11 pontos (minimo de 1,25 mg/L e maximo de 25 mg/L),
utilizando uma solug@o padrao contendo tiocianato, preparada com 83,64 mg de tiocianato de
potdssio, previamente seco em estufa por 6h a 105°C, dissolvido em &4gua deionizada até
completar o volume de 1.000 mL.

No PROGENE, realizaram-se as andlises de quantificacdo das células somaticas e
teores de proteina total e caseina. Foram obtidas duas contagens na mesma amostra, onde o
valor correspondente a média aritmética das duas contagens realizadas representou a amostra.

As andlises de CCS foram realizadas no equipamento Somacount 300° (Bentley
Instruments Inc., U.S.A.), que opera segundo o principio da citometria de fluxo, com os
resultados expressos em unidade de células somaticas por mL de leite.

As andlises de proteina total e caseina foram realizadas por determinagdo
espectrométrica no infravermelho médio, utilizando o equipamento Bentley 2000® (Bentley
Instruments Inc., U.S.A.), com os resultados expressos em g/100g de leite.

Com relagdo as anélises estatisticas, os dados de CCS foram transformados para escala
de escore de células somadticas (ECS), baseado em Shook & Schutz (1994), onde ECS =

log>(CCS/100) + 3, por ndo apresentar distribuicdo normal.
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Com o proposito de verificar a influéncia do nivel de producao de leite das vacas sobre
as varidveis respostas, foram formadas quatro classes de nivel produtivo, da seguinte forma: 1
(producao de leite > 5 e < 10kg/dia); 2 (> 10 e < 15kg); 3 (> 15 <20kg) e 4 (> 20kg/dia).

Para averiguacdo das varidveis que influenciaram a atividade da lactoperoxidase
utilizou-se o seguinte modelo:

A

Yijimnop = 4+ Ti + PS; + I + DEL; + ECS,, + GG, + NP, + PC, + GG-NP,,,+ GG-PC,, +

Eijkimnop
Em que:
Y,'jklmno = atividade da lactoperoxidase (U/mL);
M = constante comum a todas as observagdes;
T; = coeficiente de regressao linear do efeito do teor de tiocianato (mg/L);
PS; = coeficiente de regressado linear do efeito do teor de proteinas do soro (g/100g);
I; = coeficiente de regressao linear do efeito da idade do animal (meses);
DEL, = coeficiente de regressao linear do efeito do nimero de dias em lactagdo;
ECS,, = coeficiente de regressao linear do efeito do escore de células somaticas;
GG, = n-ésimo efeito do grupo genético (n = 1/2 HG, 3/4 HG ou 7/8 HG);
NP, = 0-€simo nivel produtivo do animal (o =1, 2, 3 ou 4);
PC, = p-ésimo periodo de coleta (o = 1: agosto-setembro/2012; 2: dezembro/2012);
GG-NP,, = efeito da interacdo entre grupo genético e nivel produtivo;

GG-PC,, = efeito da intera¢do entre grupo genético e periodo de coleta;

. « . . . o 2
E;jkimnop = €110 associado a observagdo com distribui¢do N (0; 67).

A andlise de variancia, a fim de verificar as varidveis que influenciaram os niveis de
tiocianato, foi realizada conforme o modelo:

A

Yijkimno = 4+ PS; + I;+ DEL; + ECS; . GG,,+ NP, + PC, + GG-NP,,,+ GG-PC,,, + Ejtimno
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Em que ?ijklm,,o = teor de tiocianato (mg/L);

Todas as varidveis ja foram citadas no primeiro modelo.

Foi realizada, também, andlise de varidncia para verificar as varidveis que
influenciaram o escore de células somaticas, de acordo com o seguinte modelo:

A

Yijm = 4+ I;+ DEL; + GG+ NP; + PC,, + GG-NPy+ GG-PCy,, + &jiim

Em que Y ju, = Escore de células somaticas;

Todas as outras varidveis ja foram citadas anteriormente.

Foi realizada andlise de correlacdo entre a atividade da lactoperoxidase (U/mL), teores
de tiocianato (mg/L), proteinas do soro (g/100g) e ECS.

Os procedimentos estatisticos foram conduzidos utilizando-se o PROC MEANS,
PROC GLM, PROC REG e PROC CORR (Statistical Analysis System, versao 9.3). Para

comparacdo das médias foi utilizado o teste de Tukey a 5%.

Resultados e Discussao

O valor médio para a atividade da lactoperoxidase foi 10,86 U/mL (£7,08), minimo de
1,25 e maximo 51,17. O teor médio de tiocianato foi de 14,21 mg/L (x10,43), minimo de
2,32 e maximo de 48,89. Os valores médios de ECS e CCS foram 14,51 (+2,36) e 8,04 x 10°
(1,26 x 106), respectivamente.

A atividade média da lactoperoxidase observada neste trabalho foi superior aos

resultados encontrados em vacas da raga Holandesa por Asadpour et al. (2008), no Iran (n =
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80), Turner et al. (2007), na Nova Zelandia (n = 20) e Calamari et al. (2005), na Itdlia (n =
252).

Houve uma grande variacdo individual da atividade da lactoperoxidase, da mesma
forma como relatado por Fonteh et al. (2002), Seifu et al. (2007), Lujerdean & Buena (2010) e
Yaqub et al. (2012).

Os niveis de tiocianato encontrados também foram superiores aos obtidos por Fweja et
al. (2007), em vacas leiteiras Ayrshire (n = 21) e Tanzania Short Horn Zebu (n = 12) na
Tanzania; por Ponce (2012), em animais de ragas rusticas em Cuba (n = 106), Venezuela (n =
82) e México (n = 315) e; em vacas Sahiwal (n = 15) por Yaqub et al. (2012), no Paquistao.

Os teores de tiocianato também variaram bastante entre os individuos, corroborando
com as pesquisas realizadas por Ponce et al. (1998), Fonteh et al. (2002), Seifu et al. (2007) e
Yaqub et al. (2012).

O ECS influenciou significativamente (P < 0,05) na atividade da lactoperoxidase. A
quantidade de células somadticas € importante pelo fato da enzima ser produzida
principalmente por leucéticos polimorfonucleares que estdo presente no leite (Korhonen,
1980). Portanto, quanto maior a infec¢do na glandula mamaria, maior € o ndmero de células
do sistema imune presente no leite e, consequentemente, maior atividade desta enzima. Seifu
et al. (2007) e Isobe et al. (2011) realizaram pesquisa de lactoperoxidase no leite de vacas
holandesas e cabras Saanen, respectivamente, € também verificaram maior atividade
enzimatica no leite dos animais que apresentaram maior quantidade de células somaticas.

A atividade da lactoperoxidase também foi influenciada significativamente (P < 0,01)
pelo grupo genético (Tabela 2). Isso indica que houve diferenga entre os individuos de acordo
com a propor¢do genética de cada uma das ragas. Os animais 1/2 HG apresentaram maior
atividade enzimdtica média, diferindo de forma significativa dos outros dois grupos (3/4 e 7/8

HG), conforme Tabela 3. No entanto, ao avaliar o ECS dos trés grupos genéticos verificou-se
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que o leite das vacas 1/2 HG também apresentou maiores valores de ECS, fazendo com que o

maior nimero de células tenha contribuido para a maior atividade enzimaética.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia para a atividade da lactoperoxidase

Fontes de variagao GL Quadrado médio
Tiocianato 1 65,0457™
Proteinas do soro 1 7,9827"
Idade animal 1 46,9284™
Dias em lacta¢io 1 2,7348"™
Escore de células somaticas 1 157,9598%*
Grupo genético 2 757,9565%*

3
1
6

Nivel produtivo 18,3435™

Periodo de coleta 520,4603%**

Grupo genético x nivel produtivo 43,7125™

Grupo genético x periodo de coleta 2 10,0944™

R’= 0,3669; GL = Graus de liberdade; ** significativo a 1% (P < 0,01); * significativo a 5%
(P < 0,05); ™ Nio significativo.

O periodo de coleta das amostras também influenciou de forma significativa (P < 0,01)
na atividade enzimdtica. Em geral, o ECS foi maior no 1° periodo de coleta, para os trés
grupos genéticos; portanto, a maior atividade enzimatica verificada nesse periodo também
deve ser atribuida a esta condicdo. Calamari et al. (2005) estudaram a atividade da
lactoperoxidase no leite de vacas holandesas durante as quatro estacdes do ano na Itélia e

verificaram que a atividade ndo foi alterada significativamente em nenhuma delas.

Tabela 3. Valores médios ajustados para atividade da lactoperoxidase (U/mL), teor de

tiocianato (mg/L) e ECS por grupo genético e por periodo de coleta

Fontes de variagdo Lactoperoxidase Tiocianato ECS
172 HG 15,400° 16,225" 14,989"
Grupos genéticos 3/4 HG 8,475° 13,475° 14,525
7/8 HG 8,229" 13,069 14,003
Periodos de coleta 1 12’34(5 18’32(1):1 14,89 12
2%* 8,943 9,805 14,063

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma coluna, por fonte de variacdo, diferem a 5% de significancia;
*agosto-setembro/2012; **dezembro/2012.
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No presente trabalho, alguns ingredientes da dieta dos animais foram diferentes nos
dois periodos, porém Fweja et al. (2007) relatam que a atividade da lactoperoxidase nao é
essencialmente afetada pela dieta dos animais.

Nao foi verificada influéncia significativa (P > 0,05) das varidveis tiocianato, proteinas
do soro, idade da vaca, dias em lactacdo e nivel produtivo sobre a atividade da
lactoperoxidase (Tabela 2).

De acordo com Ponce (2012), a concentragdo 6tima de tiocianato para ativacdo do
sistema lactoperoxidase € de 0,25 mmol/L (14,50 mg/L), e a concentragdo média para o
tiocianato observada na presente pesquisa foi de 14,21 mg/L, ou seja, muito proxima do valor
otimo. Assim, esta variavel nao influenciou a atividade enzimatica.

Nao foi encontrado na literatura estudos avaliando a utilizacdo das proteinas do soro
afetando a atividade da lactoperoxidase. Esta varidvel deveria ser relevante pelo motivo da
lactoperoxidase ser uma proteina presente no soro do leite, porém essa importancia nao foi
verificada nesta pesquisa.

O resultado da idade da vaca ndo ter sido uma fonte de variacdo influente sobre a
atividade da lactoperoxidase € contrario aos resultados relatados por Asadpour et al. (2008),
trabalhando com animais holandeses de primeira a terceira ordens de parto.

Com relag@o ao nimero de dias em lactagdo, os resultados da presente pesquisa foram
contréarios aos obtidos por Althaus et al. (2001), Fonteh et al. (2002), Lujerdean & Buena
(2010) e Yaqub et al. (2012) ao trabalharem com leite ovino, caprino, bovino e bubalino,
respectivamente. Nestes trabalhos foi verificada uma variacdo ciclica da atividade enzimadtica,
onde a atividade aumentou durante o curso da lactacdo e depois comecgou a decair, apesar de
terem sido observados picos e depressdes durante a lactagcdo. Esses trabalhos acompanharam a
atividade enzimdtica no leite dos mesmos animais durante a lactacdo, diferente da presente

pesquisa, em que a amostragem foi realizada em sua maioria em animais distintos.
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O nivel produtivo, mesmo nao tendo sido de importancia neste trabalho, pode vir a
alterar a composi¢ao do leite, uma vez que o teor de cada um dos componentes do leite ndo
acompanha necessariamente o acréscimo ou o decréscimo no volume de leite produzido.
Yaqub et al. (2012) ndo encontraram associa¢ao entre atividade da lactoperoxidase e producdo
de leite.

Nenhuma das interagdes, grupo genético x nivel produtivo e grupo genético x periodo
de coleta, apresentaram influéncia significativa (P > 0,05) na atividade da lactoperoxidase
(Tabela 2).

Assim como a lactoperoxidase, os niveis de tiocianato também sofreram influéncia
significativa (P < 0,05) do ECS (Tabela 4). Segundo Ponce (2012), quanto maior o indice de
mastite no rebanho, maiores serdo os niveis de tiocianato. Isso deve estar relacionado com o
aumento da permeabilidade do tecido mamario e com isso, uma maior intensidade no fluxo de
ions por diferenca de pressao osmotica entre o sangue e o leite. Pode haver também algum
mecanismo de transporte ativo, como com outros ions de caracteristicas semelhantes,
estimulado pelas alteracdes na permeabilidade do epitélio da glandula mamaria (Ponce &

Bell, 1986; Vilotte, 2002).

Tabela 4. Resumo da andlise de variancia para o teor de tiocianato

Fontes de variagao GL Quadrado médio
Proteinas do soro 1 289,1290™
Idade animal 1 258,8902"™
Dias em lactagio 1 79,5690™
Escore de células somaticas 1 380,8800°*
Grupo genético 2 136,3677"

3
1
6

Nivel produtivo 7,0114™
Periodo de coleta 2463,4927%**
Grupo genético — nivel produtivo 101,5625™
Grupo genético — periodo de coleta 2 328,4142%*
R’ -0,3355; GL = Graus de liberdade; ** significativo a 1% (P < 0,01); * significativo a 5%
(P < 0,05); ™ Nio significativo.
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O periodo de coleta influenciou significativamente (P < 0,01) o teor de tiocianato no
leite de vacas girolando. Os valores médios ajustados para a concentracdo de tiocianato por
grupo genético e periodo de coleta podem ser observados na tabela 3. De forma semelhante a
atividade da lactoperoxidase, o 1° periodo de coleta foi o que apresentou maior concentracao
de tiocianato, que deve estar relacionado a maior quantidade de células somaticas observada
no periodo em questdo. No caso do leite de vacas saudaveis, os altos niveis de tiocianato se
devem a dieta dos animais, mais precisamente relacionados com os alimentos que apresentam
glicosideos cianogénicos em sua composicdo, que sao os precursores deste ion (Korhonen,
2004).

Os valores crescentes de ECS influenciaram na elevacdo da concentragdo de tiocianato
(Figura 1).

Teoricamente, esperava-se que o segundo periodo de coleta fosse chuvoso, de acordo
com os relatos de Mascarenhas et al. (2005), porém 2012 foi um ano atipico e, entre 0 1° e o
2° periodo de coletas, o registro de precipitagdo pluviométrica na regido foi igual a zero,
fazendo com que a segunda coleta tenha sido realizada numa época mais seca que a primeira.
No entanto, a oferta de alimentos e dgua para as vacas foi constante durante toda a pesquisa.
Como houve diferenciagdo nos ingredientes utilizados para compor a dieta das vacas entre
cada periodo de coleta, uma parte da diferenca apresentada nos teores de tiocianato pode ser
atribuida a alimentacdo utilizada nas duas épocas, principalmente com relacdo ao pasto
utilizado no 1° periodo, capim pangolado e capim milha, que foram substituidos por silagem de
sorgo e palma forrageira durante a 2* época de coleta.

Os niveis de tiocianato foram bem maiores no 1° periodo de coleta da pesquisa,
justamente na época em que o pasto fazia parte da dieta dos animais. Calamari et al. (2005) ao
avaliarem os niveis de tiocianato no leite de vacas holandesas em diferentes estagdes do ano,

na Itdlia, verificaram variagdes significativas entre as estagcdes, sendo os niveis deste ion
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menores durante o verdo e maiores durante o inverno, embora a alimentacdo tenha sido a

mesma durante todo o periodo, com pequenas variagdes na quantidade de cada ingrediente.

%7 ¢ =_4605+13076X

0 | R*=0,09

40 -

Tiocianato (mg/L)

ECS

Figura 1. Comportamento observado e predito para o tiocianato (mg/L) em func¢do do ECS

A interacdo grupo genético x periodo de coleta demonstrou haver diferenca (P <
0,05) na quantidade de ions tiocianato no leite entre os grupos genéticos nos distintos
periodos de coleta.

Foi observado que os animais do grupo 1/2 HG no 1° periodo foram os que
apresentaram os maiores valores médios de tiocianato em todo o trabalho, (Tabela 5),
reforcando a hipdtese de influéncia das células somaticas sobre o sistema lactoperoxidase,
mesmo que a alimentagdo tenha sido responsavel por parte da concentragao deste ion.

Nesta pesquisa, as proteinas do soro, a idade animal, o nimero de dias em lactacdo, o
grupo genético, o nivel produtivo e as interacdes ndo apresentaram influéncia (P > 0,05) sobre
os niveis do tiocianato.

Mesmo nao havendo significancia da idade, houve tendéncia de aumento dos teores do
tiocianato em animais mais velhos, o que parece estar associado a mecanismos de resisténcia

natural da glandula mamdria, através da atividade de defesa ndo especifica do sistema
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lactoperoxidase (Ponce et al., 1998). Estes mesmos autores verificaram menores valores de
tiocianato durante ao primeiro parto e concentragdes trés vezes maior nas lactagdes seguintes.

Fonteh et al. (2002) ndo observaram diferengas significativos nos niveis de tiocianato
ao longo da lactagdo de cabras, porém essa varidvel apresentou-se significativa no leite de
vacas holandesas. Ponce et al. (1998) e Yaqub et al. (2012) constataram diferengas
significativas nos niveis de tiocianato no leite de vacas holandesas e sahiwal, respectivamente,

de acordo com o estdgio de lactacao.

Tabela 5. Valores médios ajustados para o tiocianato (mg/L) por grupo genético e periodo de

coleta

Fontes de variacio Grupos genéticos (HG)

1/2 3/4 7/8
Periodos de coleta 1 22,835 15,501 16,138
Dk 9,615 11,450°4 10,000°®

Médias seguidas de letras mindsculas diferentes na mesma linha e médias seguidas de letras maidsculas
diferentes na mesma coluna diferem a 5% de significincia; *agosto-setembro/2012; **dezembro/2012.

Nao foram encontrados na literatura relatos entre grupos genéticos e niveis de
tiocianato no leite. Ainda assim, Ponce (2012), ao analisar o contetido de tiocianato no leite
de trés ragcas de vacas leiteiras rdsticas em paises tropicais (Cuba, Venezuela e México)
verificou nao haver influéncia significativa da raca sobre os teores desse ion. Como o
Girolando € uma raga considerada rustica, os resultados deste autor podem ter alguma relacao
com o presente trabalho.

Com relagdo ao nivel produtivo dos animais, Yaqub et al. (2012) também nao
encontraram associacdo entre os teores de tiocianato e producao de leite.

A ECS foi influenciada significativamente (P < 0,01) pelo nimero de dias em lactacao

dos animais e pelo periodo de coleta das amostras (Tabela 6).
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Tabela 6. Resumo da andlise de variancia para o escore de células sométicas

Fontes de variagao GL Quadrado médio
Idade animal 1 9,5316™
Dias em lactacao 1 69,4922 %*
Grupo genético 2 12,6886™
Nivel produtivo 3 2,6707™
Periodo de coleta 1 39,4800**
Grupo genético x nivel produtivo 6 5,9152™

Grupo genético x periodo de coleta 2 4,2216™
R’= 0,2548; GL = Graus de liberdade; ** significativo a 1% (P < 0,01); ™ Néo significativo.

z.

E natural que animais com lactacio mais avangada apresentem maior nimero de
células somadticas por mL de leite, uma vez que, devido a redu¢do no volume de leite
produzido ocorre uma concentracdo da maioria dos seus compostos.

O aumento no ndmero de dias em lactacdo influenciou significativamente (P < 0,05)
na elevacdo do ECS (Figura 2). Nas andlises de regressao realizadas neste trabalho, os valores
de R? foram baixos, entretanto estes valores representam o percentual da varidncia que pode
ser explicado entre as varidveis utilizadas na regressao, nao tendo sido encontrados resultados
na literatura que pudessem ser confrontados.

No caso do periodo de coleta, as diferencas médias em relacio ao ECS nos dois
periodos podem ser observadas na tabela 3. Como a segunda coleta foi realizada numa época
mais seca que a primeira, esse fato deve ter influenciado na quantidade de células somaéticas,
fazendo com que os niveis de mastite fossem diminuidos nesse periodo. Na época seca, os
riscos de se contrair mastite ambiental diminuem justamente pelo fato do ambiente em que
vivem oS animais, encontrar-se mais seco. Calamari et al. (2005), na Italia, também
verificaram expressiva reducio na contagem de células sométicas no leite durante o verao.

As varidveis idade da vaca, grupo genético, nivel produtivo e interagdes grupo
genético - nivel produtivo e grupo genético - periodo de coleta nao apresentaram diferenca

significativa no ECS, mostrando ndo influenciar nesta caracteristica para o rebanho estudado.
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Figura 2. Comportamento observado e predito para ECS em funcdo do niimero de dias em

lactagdo.

A partir da anélise de correlacido constatou-se associagdes positivas e significativas (P
< 0,05) entre tiocianato e ECS (r = 0,30), tiocianato e proteinas do soro (r = 0,25) e ECS e
proteinas do soro (r = 0,20), sugerindo que o aumento de uma caracteristica ird proporcionar o
aumento da outra.

A lactoperoxidase ndo apresentou correlacdo significativa (P > 0,05) com nenhuma
das varidveis estudadas, corroborando com os resultados obtidos por Fonteh et al. (2002) e
Fweja et al. (2007), que ndo observaram correlacao significativa entre a lactoperoxidase e o
tiocianato em seus trabalhos. Asadpour et al. (2008) ndo observaram correlacdo entre
lactoperoxidase e o numero de células somaticas no leite. Apenas Seifu et al. (2007),
trabalhando com leite caprino, verificaram alta correlagdo significativa entre lactoperoxidase e
células somadticas, mas também ndo observaram significancia entre lactoperoxidase e
tiocianato e entre CCS e tiocianato.

Ao avaliar a correlagdo, por grupo genético, considerando o ECS e a lactoperoxidase,

embora os resultados nao tenham sido significativos, os grupos genéticos 1/2 e 7/8 HG
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apresentaram uma associacdo negativa entre as duas varidveis, em que o aumento da

lactoperoxidase induz a uma redugdo no ECS.

Conclusoes

O leite dos animais 1/2 HG apresentaram maior atividade da lactoperoxidase e maior
teor de tiocianato.

A atividade da lactoperoxidase € influenciada pelo escore de células somadticas, grupo
genético e periodo de coleta.

O teor de tiocianato € influenciado pelo escore de células somaticas, periodo de coleta

e pela interagao grupo genético x periodo de coleta.
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