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REVISAO DE LITERATURA
1.0 - Manigoba na alimentagéo de ruminantes

Na regido semiarida nordestina encontra-se 0o bioma caatinga que, por sua extensdo e
grandes diversidades de plantas com potencial forrageiro, vem fazendo os pesquisadores se
interessarem pelas fontes de recursos alimentares para os rebanhos dessa regido. No semiérido
do Nordeste brasileiro, ocorrem longos periodos de estiagem decorrentes da ma distribuicéo
de chuvas durante 0 ano, o que resulta em baixa disponibilidade e decréscimo no valor
nutritivo das forragens utilizadas para a alimentacdo animal na época de seca. Portanto, este
tem sido o grande desafio na pecuaria do semiarido: produzir alimentos de bom valor
nutritivo, para suprir as necessidades nutricionais dos animais no periodo de maior escassez
de alimentos.

A caatinga oferece recursos forrageiros naturais, constituidos de plantas
fisiologicamente adaptadas as condicOes particulares desse ecossistema, com bons valores
nutritivos, palatabilidade, e que tem mostrado grande potencial para utilizagdo nas dietas dos
animais (ALVES et al., 2007; COSTA et al., 2007; MARQUES et al., 2007). Esses recursos
forrageiros precisam ser valorizados tanto para cultivo em campos de producdo, como para
enriquecimento ou recuperacdo de areas degradadas da caatinga.

Dentre as espécies forrageiras, destaca-se a palma forrageira que tem sido utilizada em
varios niveis na alimentacdo de ruminantes, no consorcio de alimentos volumosos ou
concentrados, embora se precise de mais estudos para verificar a possibilidade de se utilizar
grandes quantidades de palma forrageira associada a forrageiras nativas, como a manigoba
(Manihot glaziovii Muell. Arg), visando maximizar o uso desses alimentos para a produgéo de
leite no nordeste brasileiro.

As manicobas sdo espécies nativas da familia Euphorbiaceae, difundidas no Nordeste,

12
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aparecendo também na regido Centro Oeste, até Mato Grosso do Sul. Crescem em areas
abertas e desenvolvem-se na maioria dos solos, tanto calcarios e bem drenados, como também
naqueles poucos profundos e pedregosos das elevacdes e das chapadas (SOARES, 1995). Por
ser uma planta nativa da caatinga, a manicoba possui naturalmente resisténcia ao ambiente
quente e seco da regido, o que, associado a seu bom valor nutricional, confere-lhe
caracteristica impar para uso na alimentacdo dos animais da regido (COSTA et al., 2007 e
MEDINA et al., 2009).

A propagacdo de manicoba pode ser efetivada por via seminifera ou assexuada.
Entretanto, estudos verificaram que a propagacdo desta espécie através de estacas apresenta
dificuldades no enraizamento (RODOLFO JUNIOR et al., 2009) e as sementes de manicoba
possuem um grande problema com dorméncia, que tem dificultado a propagacéo e cultivo da
espécie. Também a perda de folhas no periodo seco revela a necessidade de manejo da
forrageira, com cortes durante o periodo das chuvas. Segundo Ferreira et al. (2009), a
manigoba possui o sistema radicular bem desenvolvido, raizes tuberosas, onde se acumulam
suas reservas, e proporciona a planta grande capacidade de resisténcia a seca, sendo uma das
primeiras espécie da caatinga a desenvolver sua folhagem apds o inicio do periodo das
chuvas.

Esta forrageira tem alto grau de palatabilidade, razoavel teor de proteina e boa producéo
de forragens com maior teor de carboidratos ndo fibrosos em relacdo as gramineas tropicais
(DANTAS et al., 2008; PORTO et al., 2006). Entretanto, ha restricdo ao seu uso na forma
fresca, quando em pastejo exclusivo, devido a possibilidade de intoxicacdo por apresentarem
em sua composicdo quantidades variaveis de glicosideos cianogénicos que, ao serem
hidrolisados pela acdo de enzimas presentes na propria planta, ddo origem ao acido cianidrico

(HCN). A fenagéo e a ensilagem, apos trituracdo de todo o material forrageiro produzido, sao
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0s meios mais recomendados de utilizacdo da manicoba (FRANCA et al., 2010).

A manicoba apresenta, na planta verde em inicio de brotacdo, teor médio de HCN de
1.000 mg/kg de MS, quantidade suficiente para provocar intoxicacdo em animais. Por outro
lado, quando triturada e seca (fenada) e/ou submetida a processos de fermentacéo (silagem) o
teor de HCN reduz para menos de 300 mg/kg de MS, quantidade insuficiente para provocar
qualquer sintoma de intoxicacdo em animais, mesmo que consumida em grande quantidade e
por muito tempo (ARAUJO & CAVALCANTI, 2002; SILVA & QUEIROZ, 2002).

O acido cianidrico é produzido apds a ocorréncia de danos mecanicos ou fisiologicos no
tecido da planta, quando as principais substancias cianogénicas (linamarina e lotaustralina),
que se encontram separadas no tecido vivo e integro dentro dos vacuolos, em presenca de
agua, entram em contato com a enzima linamarase, localizada na parede celular. Nessa
primeira fase, sdo produzidas glucose e acetona cianidrina e, na segunda fase, a enzima
hidroxinitrilo liase catalisa a degradacdo da acetona cianidrina para a producdo de acetona e
HCN. A enzima dessa segunda fase também se encontra na parede celular e a reacdo pode
ocorrer espontaneamente quando o pH for maior que 4,0 e a temperatura superior a 30°C
(CAVALCANTI & ARAUJO, 2000).

Uma vez alimentados com plantas ricas em HCN, o organismo animal tem capacidade
de eliminar de 0,5 a 3,5mg de HCN/kg peso vivo, por meio da utilizacdo de aminoacidos
sulfurados (metionina e cistina) que, sob a acdo da enzima rodanase, produzem tiocianatos
que séo eliminados pela urina. Por isso, 0s ruminantes necessitam ser suplementados com
esses aminoacidos quando alimentados com plantas cianogénicas, sendo o enxofre organico o
suplemento nutricional que parece ser mais eficaz. Recomenda-se a suplementacdo também
com zinco, iodo, cobre e selénio, pois as deficiéncias desses elementos sdo agravadas na

presenca de cianetos (ARAUJO & CAVALCANTI, 2002).
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2.0 - Producdao de leite de cabra e alguns fatores que afetam a qualidade

A caprinocultura leiteira tem aumentado de forma significativa sua participacdo no
cenario agropecuario brasileiro, principalmente pelo fato de ser uma importante alternativa
para desenvolvimento e rentabilidade da pecuaria na regido semiarida do Nordeste, porém
ainda faltam técnicas de manejo que possam melhorar a producdo (SOUZA, et al., 2011).

A producéo de leite tem papel fundamental em todas as economias, especialmente nos
paises em desenvolvimento, porque, além de envolver um componente social, o leite é
considerado um produto essencial para a populacdo nestes paises (ZOCCAL & GOMES,
2005).

O Brasil possui um rebanho caprino com cerca de 10,05 milhdes de cabecas e produz
anualmente 135 milhGes de litros de leite de cabra, sendo o maior produtor do continente
americano (FAO, 2011). No Nordeste, o destaque fica para a Bahia, sendo o Estado com o
maior efetivo (30,2%), seguido por Pernambuco (17,9%), segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011).

A producdo e comercializagdo do leite de cabra, no Brasil, sdo regulamentadas através
da Instrucdo Normativa 37 (BRASIL, 2000), que estabelece como padrdes minimos 2,9% de
gordura, 2,8% de proteina bruta, 4,3% de lactose e 8,2% de extrato seco desengordurado.

O leite de cabra € um alimento de alto valor nutritivo indicado inclusive para individuos
que sofrem de problemas digestivos e que ndo toleram o leite bovino (HAENLEIN, 2004;
PARK et al., 2007).

Com aprimoramento da cria¢do de caprinos e aumento na producéo leiteira tem surgido
maior preocupacdo com a qualidade do leite, o que requer controle de alguns fatores de
manejo e controle sanitario que podem alterar caracteristicas deste produto.

Dentre alguns fatores destaca-se a mastite como uma das enfermidades mais comuns em
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rebanhos de caprinos leiteiros (CONTRERAS et al., 2007; MOTA, 2008; VILANOVA et al.,
2008). Apresenta etiologia ampla, sendo a infeccdo causada primordialmente por
microrganismos (ANDERSON et al., 2004). Essa enfermidade nas cabras gera prejuizos
econdémicos para o produtor devido ao descarte do animal e do leite, custos com
medicamentos e assisténcia veterinaria, aumento da mao de obra, reducdo da quantidade e
qualidade do leite e seus subprodutos (BARROS & LEITAO, 1992), o que pode gerar
problemas de maior propor¢do a saude publica, além das penalidades aplicadas pelos 6rgéos
de fiscalizacéo.

Os elementos nutricionais, sobretudo proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais
contidos no leite, transformam-no em um excelente substrato para o crescimento de
microrganismos. Por esse motivo, o leite deve ser obtido com maxima higiene e mantido em
baixa temperatura, desde a ordenha até a ocasido de seu beneficiamento, visando garantir as

caracteristicas fisicas, quimicas e nutricionais do produto final (OLIVEIRA, 2008).

2.1 — Contagem de células sométicas e contagem bacteriana total como critério de
avaliacdo da qualidade do leite

A resposta inflamatoria que se desenvolve no interior do Ubere tem a finalidade de
destruir ou neutralizar os agentes infecciosos, suas toxinas e permitir que a glandula mamaria
retome a sua producdo normal. Pode ocorrer destruicdo de células epiteliais, responsaveis pela
sintese dos principais constituintes do leite, como proteina, gordura e lactose, com reducéo da
capacidade produtiva do animal (BRITO et al., 2002).

As células leucocitarias presentes na glandula mamaria constituem um dos principais
mecanismos de defesa contra a invasdo e a proliferacdo de agentes potencialmente causadores

da mastite, existindo uma correlacdo entre 0 numero de células somaticas e a presenca da
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infeccdo intramamaria (SILVA et al., 2005).

As células consideradas somaticas sao aquelas presentes no leite e originarias tanto da
descamacédo dos alvéolos apoptoticos (morte celular), quanto aquelas removidas durante o
fluxo da corrente sanguinea. As principais células encontradas sdo os leucécitos (PAAPE et
al., 2002; CAMPOS et al., 2008), que sédo eliminados naturalmente durante o curso normal da
lactacdo, na ordenha (GALIERO & MORENA, 2000).

A maioria dessas células passa do sangue para a cisterna da glandula mamaria em
resposta a um estimulo e uma pequena proporcdo desprende-se da glandula a medida que
envelhecem. Essas Gltimas sdo conhecidas como células epiteliais. As células que se originam
do sangue, células brancas ou leucdcitos, possuem a capacidade de defender o animal de
agressdes externas, causadas por microrganismos, traumas e substancias quimicas (SOUZA et
al., 2007). Contudo, essas células epiteliais aumentam no leite de cabras com sintomatologia
de mastite, sobretudo pelo aumento no nimero de leucocitos.

No epitélio glandular mamario de cabras, observa-se o tipo de secre¢cdo denominada
apocrina, onde pequenas particulas citoplasmaticas sdo secretadas junto ao leite e, por
possuirem tamanho semelhante ao dos leucdcitos, podem ser contabilizadas como células
somaticas (MAGALHAES, 2005).

Altas contagens de células somaticas (CCS) ocasionam diversas mudangas na
composicao do leite, pois ha alteracGes na permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula
mamaria, reduzindo a secrecdo dos componentes do leite sintetizados na glandula (proteina,
gordura e lactose), pela acdo direta dos patdgenos ou de enzimas sobre 0s componentes
secretados no interior da glandula ( SANTOS, 2002; MACHADO et al., 2000).

Normalmente os valores para CCS no leite de cabra sdo relativamente mais elevados

que os de vacas e inversamente proporcionais a producdo de leite, aumentando sua
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concentracdo a medida que a lactacdo se aproxima do final, quando se observam contagens
préximas a 5.000.000 de células/mL (PUGH, 2004).

O método de contagem eletronica de células somaticas no leite € uma forma de
diagnostico da mastite subclinica, aceita internacionalmente como critério de avaliacdo da
sanidade da glandula maméaria, consequentemente, da qualidade do leite produzido
(LANGONI, 2000). Por isso, a CCS é importante no monitoramento das inflamacdes das
glandulas mamarias responsaveis pela producéo de leite.

E, em se tratando da qualidade do leite, os principais microrganismos envolvidos na
contaminacdo sdo as bactérias, visto que os virus, fungos e leveduras tém participacao
reduzida em termos de contaminacdo. Com relacdo a faixa de temperatura Otima para
multiplicacdo, as bactérias podem ser classificadas em trés categorias distintas: psicroéfilas,
mesofilas e termdfilas. A faixa étima de crescimento da microbiota psicréfila encontra-se
entre 0°C e 15°C; das mesofilas, entre 20°C e 40°C, e das termofilas, entre 44°C e 55°C. Além
dessas, duas outras categorias de microrganismos sdo importantes: as bactérias psicrotroficas
(multiplicam-se na temperatura de refrigeracdo do leite 7°C) e as termoduricas (sobrevivem a
temperatura de pasteurizagdo 63°C por 30 minutos ou 72°C por 15 segundos) (SANTOS &
FONSECA, 2007).

Altas contagens de bactérias tém efeito negativo sobre a qualidade do leite,
especialmente no que concerne ao sabor, a vida de prateleira e a seguranca alimentar do
produto disponibilizado ao consumidor. As principais fontes de contaminacdo do leite estdo
relacionadas as préaticas de ordenha, armazenamento e transporte, visto que o resfriamento, a
presenca de residuos de antimicrobianos ou produtos quimicos e a qualidade microbiologica
da dgua podem influenciar de forma significativa na contagem bacteriana total (FONSECA &

SANTOS, 2000).
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De acordo com a IN37 (BRASIL, 2000), o leite de cabra, quando cru, devera apresentar
Contagem Padrdo em Placas (CPP) de, no méaximo, 500.000 UFC/mL(quinhentas mil
Unidades Formadoras de Colénias por mililitro). Dessa forma, a CBT (contagem eletrénica) e
a CPP possuem equivaléncia na contagem de microrganismos.

Implantar Boas Préaticas de Procedimentos (BCP) em relacdo a outros métodos de
controle de qualidade do leite é a melhor alternativa, uma vez que possibilita o controle de
todos os fatores, recursos e processos relacionados a producdo de leite nas propriedades.
Todas as praticas de manejo que garantam a obtencdo de leite de alta qualidade nas
propriedades rurais aumentam a rentabilidade, reforcando a importancia das boas préaticas na
producdo de leite em ambiente e condicBes favoraveis, objetivando a diminuicdo dos
problemas relacionados a qualidade e a seguranca do produto final (SILVA &

GROOTENBOER, 2008).

3.0 — Uso de conservante para preservacao do leite

No Brasil, é necessario o uso de conservantes no leite cru em funcdo da distancia
territorial, que resulta em um longo tempo decorrido entre a coleta do leite e a realizacdo da
analise nos laboratérios. Em contrapartida, existem paises em que apenas a refrigeracdo
garante a preservacdo das amostras, ndo sendo necessario 0 uso de conservantes, porque as
distancias entre as fazendas e os laboratérios sdo curtas, possibilitando a analise em, no
méaximo, 48 horas apds a coleta, conforme recomendacdo do International Dairy Federation
(IDF, 1995).

O conservante bronopol é amplamente utilizado na conservacdo de amostras
destinadas a contagem de células somaticas e a analise de composi¢do. Além do conservante,

a refrigeracdo e a analise em no maximo trés dias apds a coleta das amostras sdo fatores
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importantes para manutencao da integridade da amostra e obtencdo de resultados confiaveis
(MONARDES et al., 1996). De acordo com Meyer (2002) e Cassoli et al.,(2010), os teores de
gordura, proteina, lactose e sélidos totais e a CCS sdo semelhantes até sete dias ap0s a coleta,
guando as amostras forem conservadas com bronopol, independentemente da temperatura de
armazenamento.

O conservante azidiol € o mais recomendado atualmente para andlise de contagem
bacteriana total. Amostras conservadas com este composto podem ser analisadas até quatro
dias apos a coleta, se mantidas sob refrigeracdo a 4°C (ELIZONDO et al., 2007; GONZALO
et al., 2003; SESKENA & JANKEVICA, 2007). Em funcdo disso, o tempo de
armazenamento, refrigeracdo e o uso do conservante vdo ser primordiais para a integridade
das amostras de leite a serem analisadas. Cassoli et al,. (2010) relataram que as amostras para
contagem bacteriana total também podem ser analisadas em até sete dias apds a coleta, desde
que estejam refrigeradas a 7°C e com conservantes (azidiol).

De acordo com a Instrugdo Normativa n°62 do MAPA, as amostras devem ser
acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel e a temperatura de conservacéo nao
deve ultrapassar 7°C, durante todo o periodo compreendido entre a coleta e recebimento no
laboratério. Segundo International Dairy Federation (IDF, 1995), amostras de leite podem ser
estocadas sem conservante por até 24 horas (tempo decorrido entre a ordenha e a analise no
laboratério), desde que mantidas entre 2 e 6°C. No caso de serem analisadas com mais de 24
horas apos a ordenha, é necessario adicionar o conservante e deixa-lo atuar por, no minimo,

trés horas antes da analise (BRITO, 2001).
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4.0 - Sistema Lactoperoxidase

A glandula mamaria possui um mecanismo de defesa natural, que pode inativar os
microrganismos. Nesse sistema, destacam-se quatro proteinas mais comuns e estudadas: a
lactoperoxidase, a lactoferrina, a lisozima e a xantina oxidase. A lactoperoxidase forma um
sistema antimicrobiano com perdxido de hidrogénio e tiocianato, também conhecido como
sistema lactoperoxidase (SLP). A lactoferrina é uma proteina que se liga ao fon Fe* e ao
anion carbonato. A lisozima € uma proteina que pode ter um efeito enzimatico direto/indireto
ou um efeito ndo enzimatico sobre os microrganismos e a xantina oxidase esta envolvida na
producdo de perdxido de hidrogénio, que tanto pode ser usado pelo sistema lactoperoxidase
ou diretamente como um agente antimicrobiano (HUI, 1993).

O SLP compreende uma série de reacfes que se produzem no leite como parte dos
mecanismos intrinsecos a protecdo da glandula mamaria e a outros fluidos biolégicos como
sangue, saliva, suco gastrico, linfa e urina (ORAM & REITER, 1966; SHARMA & RAJ,
1999; VANOIRBEECK et al., 2005). Possui também a caracteristica de oxidar moléculas na
presenca de H,O, gerando compostos antimicrobianos. Seus efeitos antimicrobianos também
exigem a presenca de tiocianato (SCN’), ou um halogénio como segundo substrato para

formar o sistema lactoperoxidase (Figura 1).

SCN . oseN
7T 1] T

H,0, H,0

Figura 1. Reacédo de oxidacéo de tiocianato catalisada pela enzima Lp
Fonte: DE WIT & VAN HOOYDONK, 1996
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No SLP, a enzima catalisa a oxidacdo do SCN" para formar hipotiocianato (OSCN) e
acido hipotiocianico (HOSCN). Esses compostos reagem com grupos sulfidrilicos de agentes
microbianos para inibir varias fungdes celulares (SHIN et al., 2001).

A concentracdo de tiocianato no leite depende de seus niveis séricos, 0s quais, por sua
vez, dependem diretamente da dieta (SORDILLO et al., 1997). O perdxido de hidrogénio
pode ser gerado endogenamente no processo de fagocitose pelos neutrofilos. Em condigcbes
aerobicas, lactobacilos, lactococos e estreptococos podem ativar o SLP (KUSSENDRAGER
& HOOIJDONK, 2000). No entanto, a baixa tensdo de oxigénio na glandula mamaria pode
inibir a producdo de perdxido de hidrogénio, limitando a efetividade desse sistema
antimicrobiano (SORDILLO & STREICHER, 2002).

Esse sistema apresenta atividade bacteriostatica, contra bactérias Gram-positivas, e
bactericidas, para as Gram-negativas, sem afetar as células do organismo. Além de suas
atividades de protecdo do teto, é usada para aumentar a vida Gtil de produtos lacteos nas
gbndolas, visto que controla o desenvolvimento de acidez e mudancas de pH em derivados do
leite (ARAUJO & GHELLER, 2005).

O tiocianato (SCN") é uma substancia ubiqua nos 6rgéos (rins, estdmago etc), fluidos
(espinhal, linfético, plasmatico etc) e secreces (leite, saliva etc) dos mamiferos (WOLFSON
& SUMNER, 1993; KUSSENDRAGER & HOOIJDONK, 2000) e suas concentracfes sao
variaveis nos diversos fluidos e secre¢des. Segundo Kussendrager & Hooijdonk (2000), as
concentragOes de tiocianato em leite sdo reflexos das concentragdes sanguineas, as quais
variam de acordo com a racga, regime de alimentacdo, saude do Ubere, fatores fisiologicos e
tipos de alimentos. As fontes principais de SCN™ sdo os glucosinolatos e os glucosideos
cianogénicos presentes em diversos alimentos (REITER & HARNULV, 1984), como as

plantas do género Manihot, que durante a hidrolise geram tiocianato. De acordo com estes
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autores, a ingestdo excessiva de tiocianato pode produzir bocio (ou deprimir a hiperatividade
das glandulas tireoides) indiretamente, através de sua interferéncia no metabolismo do iodo.

Reporta-se 0 uso potencial do tiocianato em cremes dentais, cosméticos, tratamentos
de diarreias e no controle da Helicobacter pylori (DAVIDSON, 2001; SHIN et al, 2002;
GLANBIA NUTRITIONALS, 2007).

O peroxido de hidrogénio (H,O,) é considerado um componente do SLP, que pode se
formar, endogenamente, pelos leucdcitos durante o processo de fagocitose e por um conjunto
de bactérias como os lactobacilos, lactococos e estreptococos, bem como por algumas células
epiteliais (WOLFSON & SUMNER, 1993). Ndo obstante, o H,O, pode ter procedéncia
exogena, podendo ser adicionado na forma de percarbonato de sédio ou de perdxido de
magnésio (KUSSENDRAGER & HOOIJDONK, 2000).

De acordo com PEREZ (1987), o excesso de peroxido inibe a acdo da enzima
lactoperoxidase, razdo pela qual quando se adiciona agua oxigenada no leite em valores acima

de 60 mmoles/L, a enzima se torna inativa.
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Qualidade do leite de cabras Saanen em lactacédo alimentadas com feno de manicoba

Resumo - Altas contagens de células somaéticas e altas contagens bacterianas estdo
relacionadas com problemas de salde da glandula mamaria e de higiene na ordenha, e podem
trazer prejuizos para industria, assim como para a saude publica. O sistema lactoperoxidase
atua diretamente sobre a saude da glandula mamaria gerando ions hipotiocianato, composto
de agéo bactericida, cujas concentracdes dependem, entre outros fatores, da presencga na dieta
de plantas ricas em glicosideos cianogénicos. Objetiva-se com o presente trabalho avaliar a
qualidade do leite de cabras Saanen em lactacdo alimentadas com feno de manicoba. Foram
utilizadas sete cabras Saanen, com 39 + 2,9 dias de lactacdo e peso corporal médio de 43,3 +
7,6 kg em um delineamento estatistico quadrado latino 4 x 4. Os tratamentos consistiram da
substituicdo do feno do capim tifton por feno de manicoba (0; 33,3; 66,7 e 100%). As
concentracfes de ions tiocianato, gordura, proteina, lactose, sélidos totais e extrato
desengordurado no leite ndo foram influenciadas (P < 0,05) pela substituicdo do feno de tifton
por feno de manigoba nem pelo conservante. A CCS foi menor (P < 0,05) nas amostras sem
conservante e foi influenciada de forma quadratica (P < 0,0001) pela substituicdo do feno de
tifton por feno de manicoba. A contagem de bactérias totais aumentou significativamente nas
amostras de leite sem conservante, mas nao foi influenciada pela substituicdo do feno de tifton

por feno de manigoba.

Termos para indexacdo: células somaéticas, citometria de fluxo, espectrofotometria, Manihot

pseudoglaziovii
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Milk quality of lactating Saanen goats fed hay manicoba

Abstract - High somatic cell counts and high bacteria counts are related to health problems of
the mammary gland and milking hygiene, what can bring harm to the industry, as well as to
public health. The lactoperoxidase system acts directly on the mammary gland health
generating hypothiocyanate ions, a bactericidal compound, wich concentrations depend,
among other factors, on the presence of plants in the diet rich in cyanogenic glycosides. The
objective of this study was to evaluate the quality of the milk in lactating Saanen goats fed
manicgoba hay. Seven Saanen goats were used, with 39 + 2,9 days of lactation and body weight
43,3 £ 7,6 kg in an statistical Latin square design 4 x 4. The treatments consisted of the
replacement of the Tifton hay by manicoba hay (0; 33,3; 66,7 and 100%). The concentrations
of thiocyanate ions, fat, protein, lactose, total solids and dry extract in milk were not affected
(P <0,05) neither by the substitution of tifton hay for manicoba nor by the preservative. The
SCC was lower (P <0,05) in samples without preservative and was quadratic affected of
(P<0,0001) by the substitution of tifton hay for manigoba. The total bacteria count increased
significantly in milk samples without preservative, but was not affected by the substitution of

tifton hay for the manigoba hay.

Index terms: somatic cells, flow cytometry, spectrophotometry, manihot pseudoglaziovii
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INTRODUCAO

A inocuidade do leite é fundamental para consumo humano, assim como para seu
processamento em queijo, iogurte e outros produtos. Para se obter um leite que atenda a esse
requisito, tanto a saude da glandula maméaria, quanto a higiene da ordenha sdo fatores
preponderantes, uma vez que infeccdes da glandula mamaria interferem na composicdo do
leite e na contagem de células somaticas (CCS).

Dentre os fatores que interferem na composicao do leite e na CCS destaca-se a mastite,
uma das enfermidades mais comuns em rebanhos caprinos leiteiros (CONTRERAS et al.,
2007; MOTA, 2008; VILANOVA et al., 2008) e é considerada a enfermidade que mais
prejuizos traz a atividade leiteira em todo mundo (FREITAS et al., 2005; CARNEIRO et al.,
2009).

Existe na glandula mamaria um sistema complexo que pode inativar 0s microrganismos,
destacando-se quatro proteinas mais comuns: lactoperoxidase, lactoferrina, lisozima e xantina
oxidase. A lactoperoxidase forma um sistema antimicrobiano com peréxido de hidrogénio e
tiocianato. Esse sistema é conhecido como Sistema Lactoperoxidase (SLP), que é composto
pela enzima lactoperoxidase (LP), uma proteina sintetizada na glandula mamaria por ions
tiocianato (SCN"), originados do metabolismo hepético, e por peréxido de hidrogénio (H20,),
derivado da atividade dos leucéocitos e de outras células (SERMON et al.,, 2005;
VANOIRBEEK et al., 2005). Esse sistema é um mecanismo de defesa natural, presente no
leite da glandula mamaéria comum aos mamiferos (ZAPICO et al., 1991) e que gera ions
hipotiocianato, que tem funcéo antibacteriana no leite (AL-BAARRI et al., 2012).

Segundo Kussendrager & Hooijdonk (2000), as concentracdes de tiocianato em leite sdo
reflexos das concentracdes sanguineas, as quais variam de acordo com a racga, satde do Ubere,

fatores fisiologicos, tipos de alimentos e regime de alimentacao.
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Plantas da familia Euphorbiaceae, do género Manihot, destacando-se a mandioca (mais
conhecida) e a manigcoba, encontradas do Piaui até a Bahia (TOKARNIA et al., 2000), sdo
conhecidas no Nordeste brasileiro como causadoras de mortes em ruminantes, devido a
presenca de glicosideos cianogénicos, que ao serem hidrolisados, mediante a acdo da enzima
linamarase, dao origem ao 4&cido cianidrico, que, por hidrélise, produz cianeto
(KERESZTESSY et al., 2001; SIRITUNGA & SAYRE, 2003). Dependendo da quantidade
ingerida por um animal, o acido cianidrico pode provocar intoxicacdo, principalmente em
ruminantes. A quantidade de glicosideos cianogénicos varia de acordo com a espécie, parte da
planta, estadio vegetativo e condi¢cBes ambientais, tais como solo, umidade, temperatura etc.
(OKIGBO, 2004). Os glicosideos também sao degradados por enzimas microbianas do rimen
e sdo rapidamente absorvidos pelo ramen (MAJAK & CHENG, 1984), que em uma reacao
com tiocisteina ou tiossulfato (produto metabolico dos aminoéacidos sulfurados) € neutralizado
e convertido em tiocianato.

Wanapat (2003) recomenda dois a trés dias de sol para eliminar mais do que 90% do
acido cianidrico e aumentar a palatabilidade e o tempo de conservacdo destas plantas. O
figado e os rins de animais sdo as principais fontes de rodanase, que participa na
desintoxicagdo do cianeto (DRAKHSHAN VAZIRI & AMINLARI, 2004). O tiocianato
proveniente do alimento é eliminado principalmente através da urina, mas também através do
leite (SOTO — BLANCO & GORNIAK, 2003), quando vai favorecer a eficiéncia do SLP, que
precisa de, aproximadamente, 14,5 mg/L de leite para ativacdo do sistema como
antibacteriano (PONCE, 2012).

Além da acdo SLP, recomenda-se a utilizacdo de mecanismo de preservacao no leite,
como: conservantes (bactericidas e bacteriostaticos) e a refrigeracdo nas amostras de leite que

seguem para andlise, pois a distancia da coleta até o laboratério pode levar horas e sendo
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assim o uso desses mecanismos se faz necessario, obtendo-se a integridade das amostras de
leite até as analises nos equipamentos, respeitando o periodo de armazenamento que nao deve
ultrapassar 72 horas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade do leite de cabras Saanen em lactacédo

alimentadas com feno de manigoba.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Setor de Caprino-ovinocultura do Departamento de
Zootecnia (DZ), na Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) - Recife-PE.

Foram utilizadas sete cabras da raca Saanen em lactacdo, com peso corporal (PC) médio
de 43,3 £ 7,6 kg e 39,0 + 2,9 dias de lactacdo, sincronizadas, para garantir a homogeneidade
no periodo de lactacdo, casqueadas e vacinadas contra clostridiose.

Apbs o parto, as cabras foram identificadas, pesadas, receberam tratamento contra ecto
e endoparasitos e foram alojadas em gaiolas metabélicas de madeira, medindo 1,10 m?
providas de comedouro e bebedouro. Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos
tratamentos, que consistiam da substituicdo do feno de tifton por feno de manigoba nos niveis
0; 33,3; 66,7 e 100%. Utilizou-se um delineamento estatistico quadrado latino 4 x 4. Os
periodos experimentais consistiram de 21 dias cada, sendo os 14 primeiros para adaptacdo e
0s sete dias restantes para coleta de dados, totalizando 84 dias de experimentag&o.

As dietas foram calculadas de acordo com o NRC (2007), para satisfazer as exigéncias
nutricionais de cabras em lactacdo, com peso médio de 43 kg e producdo média diaria de 2,0
litros de leite, e foram compostas por feno de tifton (Cynodon spp), feno de manicoba
(Manihot pseudoglaziovii), palma mitda (Nopalea cochenillifera Salm Dyck) e uma mistura

concentrada composta por milho (Zea mays L), farelo de soja (Glycine max L.), sal mineral,
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calcario e ureia. As composi¢fes quimicas dos ingredientes e das dietas encontram-se nas
Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1. Composi¢do quimica dos ingredientes das dietas experimentais

Composi¢do quimica dos ingredientes (g/kg MS)

Componentes Milho Farelo Palma  Fenode Feno de
de Soja Manicoba Tifton
Matéria seca 88,8 88,8 9,0 91,3 91,5
Matéria organica 98,3 93,1 82,9 92,1 92,1
Matéria Mineral 1,6 6,9 17,1 7,9 7,9
Proteina bruta 8,2 46,5 4,5 8,8 7,6
Extrato etéreo 51 1,6 1,9 3,7 2,3
Fibra em detergente neutro 9,7 18,2 21,8 57,2 75,0
Fibra em detergente acido 2,2 5,3 11,7 35,9 33,8
Lignina 0,3 0,3 1,5 10,9 4,42
Hemicelulose 75 13 10,1 23,4 39,1
Celulose 1,9 5,0 10,1 22,9 31,5
Carboidratos totais 85 451 76,6 79,6 82,2
Carboidratos néo fibrosos 75,3 26,9 54,7 22,3 7,2
HCN (mg/Kg MS) 0,0 0,0 0,0 17,7 0,0

HCN: &cido cianidrico

O feno de manigoba foi confeccionado na Estacdo experimental Sdo Jodo do Cariri, da
Universidade Federal da Paraiba - Campus Areia, com material na fase de frutificacdo, sendo
composto por folhas e quantidade significativa de ramos. O material foi triturado em méquina
forrageira e espalhado em lonas plésticas, sendo revirado frequentemente para desidratacdo
até o ponto de feno.

O feno de tifton foi adquirido em casas do comércio local. Os fenos foram triturados em
maquina forrageira com peneira de crivo de 8 mm, a fim de reduzir a selecdo por parte dos
animais, misturados com os demais ingredientes e fornecidos na forma de racdo completa.

A palma miuda (Nopalea cochenillifera Salm Dyck) foi colhida a cada duas semanas,
adquirida de um anico fornecedor do municipio de Lagoa de Itaenga — PE, sendo transportada

para 0 Departamento de Zootecnia (DZ) da UFRPE, e armazenada em local coberto e fresco.
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Para seu fornecimento, foi picada em maquina forrageira no momento de cada refeicdo e

devidamente associada aos demais ingredientes de acordo com o0s tratamentos experimentais

(Tabela 2).

Tabela 2. Composicéao percentual dos ingredientes e composic¢ao quimica das dietas

experimentais

Niveis de substituicdo do feno de tifton

por feno de manicoba (%)

Alimentos (% na MS) 0 33,3 66,7 100
Milho triturado 16,0 17,0 17,0 17,0
Farelo de soja 12,0 11,0 10,0 9,0
Palma forrageira 40,0 40,0 41,0 42,0
Feno de tifton 30,0 20,0 10,0 0,0
Feno de Manicoba 0,0 10,0 20,0 30,0
Sal mineral* 0,7 0,7 0,7 0,7
Calcério 0,3 0,3 0,3 0,3
Ureia 1,0 1,0 1,0 1,0

Composi¢do quimica (g/Kg MS)

Matéria seca 57,9 57,9 57,1 56,0
Matéria organica (MO) 88,7 88,7 88,6 88,5
Matéria Mineral (MM) 11,3 11,2 11,3 11,4
Proteina bruta (PB) 13,6 13,3 13,0 12,7
Extrato etéreo (EE) 2,4 2,6 2,7 2,9
Fibra em detergente neutro (FDN) 35,0 33,1 31,4 29,6
Fibra em detergente acido (FDA) 16,4 16,2 16,0 15,9
Lignina 2,0 2,7 3,3 3,4
Hemicelulose 18,5 16,9 15,3 13,7
Celulose 14,4 13,5 12,7 11,9
Carboidratos totais (CHT) 74,3 74,4 74,5 74,5
Carboidratos néo fibrosos (CNF) 38,3 39,6 41,4 43,3
Nutrientes Digestiveis Totais (NDT) 70,0 67,3 68,6 69,3

'Composicdo: Célcio (13%); Fosforo (7,58%); Magnésio (0,5%); Ferro (0,15%); Cobalto (0,01%);
Cobre (0,02%); Manganés (0,1%); Zinco (0,2%); lodo (0,006%); Selénio (0,001%); Enxofre (1,4%);

Saédio (15,1%); Cloro (24,5%) e Fltor (0,075%).

A alimentacdo foi fornecida ad libitum, em duas refei¢bes (8:00 e 16:00 h), na forma de

mistura completa, cujos consumos médios encontram-se na Tabela 3. Agua limpa foi

disponibilizada a vontade durante todo o periodo experimental.
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Tabela 3. Consumo de matéria seca e de nutrientes, em fungéo dos niveis de substitui¢cdo do
feno de tifton pelo feno de manicoba

Niveis de substituicdo (%)

Consumo 0 33,3 66,7 100
MS (kg/dia) 2,0 2,0 1,9 2,0
MO (g/dia) 1,7 1,7 1,7 1,7
PB (g/dia) 258,9 258,5 239,1 243,6
EE (g/dia) 52,6 57,0 58,3 64,2
FDN (g/dia) 635,3 592,5 547.4 522,1
CHT (kg/dia) 1,5 1,5 14 1,5
CNF (kg/dia) 0,8 0,9 0,9 1,0
NDT (kg/dia) 14 1,4 1,3 1,4
HCN (mg/dia) 0,0 3,5 6,8 10,7

As ordenhas foram realizadas manualmente, duas vezes ao dia (07:00 e 15:00 h),
sempre pelo mesmo ordenhador, apds higienizacdo e desinfeccdo dos tetos, utilizando-se agua
corrente, sabao neutro e solucéo pré e pds dipping (iodo glicerinado a 2%).

Durante os dias de coleta, o leite de cada animal, em cada uma das ordenhas, foi
homogeneizado e retiradas trés aliquotas, acondicionadas em trés frascos estéreis de
polietileno padronizados de 40 mL. Um dos frascos continha Bronopol® (2-bromo-2-
nitropropano-1,3-diol) (D&F Control System Inc., U.S.A.), no outro Azidiol® (azida sodica e
cloranfenicol) e o terceiro frasco ndo continha produto quimico. As amostras conservadas com
bronopol e azidiol foram utilizadas para determinacdo da composi¢do quimica (teores de
gordura, proteina, lactose, sélidos totais e extrato seco desengordurado e contagem de celulas
somaéticas (CCS)) e para contagem bacteriana total (CBT), respectivamente. A composi¢do
quimica foi analisada por infravermelho préximo e CCS e CBT, por citometria de fluxo, no

Laboratdrio do Programa de Gerenciamento de Rebanhos Leiteiros do Nordeste (PROGENE),
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do Departamento de Zootecnia, da UFRPE. A terceira amostra foi enviada ao Laboratorio de
Biologia Molecular Aplicada a Producdo Animal — BIOPA, no DZ, para determinacéo do ion
tiocianato no leite (anexo A), segundo metodologia descrita pelo Codex alimentarius (1991).
Ja para determinacdo do teor de &cido cianidrico (HCN), foi adotada a metodologia descrita
por Ades Totah (1986), (anexo B).

Antes do arracoamento, foi coletada uma amostra de sangue, através de puncédo da veia
jugular, utilizando-se agulhas descartaveis 40 x 12 mm e deposi¢do em frasco de vidro tipo
vacutainer contendo 0,05 mL de uma solucdo aquosa a 10% de etileno-diamino-tetracetato de
sodio (EDTA) para cada cinco mL de sangue colhido. As amostras eram mantidas em isopor
com gelo até sua chegada ao Laboratorio de Patologia Clinica do Hospital Veterinario-
UFRPE, onde se efetuou analise para hemograma completo (série branca e vermelha).

Para avaliacdo da conservacdo do leite, foram tomadas quatro amostras, que foram
acondicionadas, em dois frascos contendo conservante (Bronopol, para CCS e composicdo, e
Azidiol para CBT) e dois sem conservante. Os frascos foram armazenados sob refrigeracéo (1
a 4,5°C) por 24 horas. As andlises para determinacdo da composicdo quimica, CCS e CBT
foram feitas como descrito anteriormente.

Por ndo apresentar distribuicdo normal, os dados de CCS foram transformados para
escala de escore de células sométicas (ECS), baseados em Shook & Schutz (1994), em que
ECS =log2 (CCS/100) + 3.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e regressdo, utilizando-se o
procedimento General Linear Models (GLM), do programa Statistical Analysis System (SAS

INSTITUTE, 2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o se observou alteracdo patoldgica e nem sinal de intoxicacdo nos animais,
possivelmente, porque o consumo de HCN foi mais baixo do que a dosagem considerada
toxica, que é de 2 a4 mg de HCN/kg de peso corporal/hora (TOKARNIA et al., 2000).

Os teores de SCN™ variaram de 14,54 a 17,02 mg/L e ndo foram influenciados pela
substituicdo do feno de tifton por feno de manicoba (Tabela 4), embora o consumo de acido
cianidrico tenha variado de 0,0 a 10,7 mg/dia, em funcdo do nivel de manicoba na dieta. O
teor de tiocianato no leite de cabra é afetado por muitos fatores, incluindo os animais como
individuo, estagio de lactacdo, raca e alimentacdo (ZAPICO et al.,1991; FONTEH et al.,
2002). A literatura relata teores de SCN™ no leite de cabra variando de 0,67 mg/L a 14,96 mg/L
(ZAPICO et al., 1990; SAAD DE SCHOOS et al., 1999; FONTEH et al., 2002; SEIFU et al.,
2004).

A concentracdo media de SCN™ no leite, verificada no presente trabalho (15,67 mg/L),
é semelhante aos valores mais altos relatados na literatura, os quais estdo relacionados com
presenca de mastite, e a concentracdo (14,5 mg/L) relatada por Ponce (2012) como o nivel de

ativacdo do sistema lactoperoxidase em vacas.

Tabela 4. Valores médios da concentracdo do ion tiocianato (SCN°) e contagem de células

somaticas (CCS) em funcdo da substituicao de feno de tifton por feno de manigoba

Componentes Nivel de substituicdo (%) P>
P 0,0 33,3 66,7 100 EPM L Q
SCN’(mg/L) 14,5 17,0 15,2 16,0 0,7504  0,4969 0,5511

CCS (cel/mL*1000) 819,9 8686 710,1 425,7 1253360 0,0167 0,0039
EPM= Erro Padrdo Médio; L=Linear; Q=Quadratica; P=Significancia ' '

A CCS variou de 425.750 a 868.640 células/mL e foi influenciada pela substituicdo do

feno de tifton por feno de manigoba de forma quadratica (P < 0,05).
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A Instrucdo Normativa 37 (BRASIL, 2000) ndo define a quantidade de células
somaticas que caracterize a saude da glandula mamaria quanto a presenca de mastite clinica
e/ou subclinica em cabras e a literatura é controversa nesse aspecto. Segundo Haenlein
(2001), a quantidade de CCS no leite de cabra deve ser inferior a um milhdo de células/mL. Ja
McDougall et al. (2001) descrevem que a CCS no leite de cabras livres de infeccdo
intramamaria é, em geral, inferior a 400.000 celulas/ml. No entanto, segundo Paape et al.
(2001), valores de 270 a 2.000.000 células/mL de leite correspondem a auséncia de mastite e

sdo compativeis com animais saudaveis.

Considerando a CCS observada no presente trabalho, € possivel que esses animais
estivessem com mastite subclinica, por isso foram verificados altos valores de SCN™ no leite e
de leucacitos e neutréfilos no leucograma (Tabela 5).

A atividade dos micro-organismos no interior da glandula mamaria libera substancias
que estimulam a migracdo de leucdécitos a fim de combater os agentes agressores aumentando,
dessa maneira, a CCS (MACHADO et al.,1999). Devido a isso, Tsenkva et al. (2001)
relataram que a CCS presente na secrecao lactea € um bom indicador da saude da glandula
mamaria, que pode ser utilizado amplamente como indicador de mastite subclinica, o que
pode ser aceita, também, como medida padrdo para determinar a qualidade do leite.

Apenas os leucocitos foram afetados de forma quadratica (P < 0,05) pela substitui¢do
do feno de tifton por feno de manicoba (Tabela 5). Em todos os tratamentos, tanto os
leucocitos totais quanto os neutrofilos encontravam-se acima dos valores estabelecidos como
referéncia para espécie caprina, 0 que sugere uma resposta a um processo inflamatorio. Os
leucdcitos, células com fungéo fagocitica, associados a fatores humorais presentes na glandula
mamaria, representam importantes meios de defesa do canal das tetas e das cisternas no Ubere,

estando presente e em maior concentracdo no leite, independente do estado da glandula
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mamaria (BARBOSA et al., 2000).

Na mastite, a glandula mamaria é colonizada por bactérias, as defesas imunolégicas do
Ubere sdo ativadas e grandes numeros de leucdécitos polimorfos nucleares migram do sangue
para a glandula mamaria. Consequentemente, o0 nimero dessas células no leite aumenta e o
processo de filtragem e sintese do leite € modificado, levando a alteragdes na sua composi¢ao
(PIRISI et al., 2007), o que influencia o rendimento do produto final.

Os neutrdfilos sdo células envolvidas nas respostas imunes ndo especificas e sdo 0s
primeiros a chegarem ao local da leséo. Esses leucdcitos tém como mecanismo basico de acdo
a fagocitose e posterior destruicdo dos agentes estranhos via mecanismos enzimaticos ou
dependentes de oxigénio (FELDMAN et al., 2000).

Verificou-se que a hemoglobina encontrava-se abaixo dos valores de referéncia para a
espécie caprina (Tabela 5), o que pode indicar, juntamente com a variacdo nos leucocitos
totais e neutrofilos, uma resposta imunoldgica do animal as condi¢bes as quais foram
submetidos. A concentragdo de hemoglobina no sangue determina a capacidade de
oxigenacdo dos tecidos e, a partir dela, pode-se determinar o tipo de anemia que o animal

apresenta (NORIEGA, 2000).
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Tabela 5. Hemograma de cabras em lactacdo em funcéo do nivel de substituicdo de feno de tifton por feno de manicoba

Nivel de substituicdo (%) P>

Componentes

EPM Valores de

0,0 33,3 66,7 100 L Q o
referéncia *

Hemécias 12,34 12,92 12,34 12,64 0,4388 0,6068 0,6390 8-18
(10%/mm?®)
Hemoglobina (%) 6,40 6,63 6,75 6,45 0,2025 0,1357 0,1480 8-12
Hematdcrito (%) 23,75 25,00 24,00 24,75 0,5810 0,7011 0,7978 22 -38
VCM ( fL) 19,20 19,33 19,53 19,75 0,1875 0,9102 0,9359 16 -25
CHCM (%) 27,38 26,63 26,60 26,08 0,3125 0,5961 0,5729 30 -36
Leucdcitos Totais 15.400,00 13.600,00 13.925,00 14.175,00 387,2445 0,0431 0,0724 4000 — 13.000
Eosinéfilo (mm®) 463,00 836,25 678,75 295,75 117,0707 0,2575 0,1889 50 - 650
Neutréfilo (mm®) 9.403,50 8.868,00 8.092,00 9.309,75 418,5173 0,3350 0,3507 1.200 - 7.200
Linfocito (mm®) 4.137,50 3.513,75 5.081,75 4.957,00 2.000 —9.000

VCM: Volume Corpuscular Médio; CHCM: Concentracio Hemoglobinica Corpuscular Média
EPM= Erro Padrdo Médio; L=Linear; Q=Quadrética; P=Significancia

*Fonte: Aiello (2001).

0,9772

0,6961
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Os teores de gordura, proteina, lactose, sélidos totais, extrato seco desengordurado e
CBT (Tabela 6) ndo sofreram influéncia da substituicdo do feno de tifton por feno de
manicoba. Os valores médios de proteina (2,30 %), lactose (4,22 %) e ESD (7,59 %)
apresentaram-se inferiores ao estabelecido pela IN37 do MAPA (BRASIL, 2000), tendo como
limites minimos 2,8; 4,3 e 8,2%, respectivamente. As variagdes dos solidos totais no leite
acompanham o comportamento da concentracao de gordura, ja que apresentam correlacéo alta
(0,82) com os teores de gordura do leite (ZENG, et al., 1997).

O conteldo proteico varia muito com a espécie e é influenciado por raca, estagio de
lactacdo, alimentacdo, clima, parto, época do ano e estado de saude do Ubere (SILVA, 1997;
GUO, 2003).

Araujo (2005), em experimento com cabras da raca Moxot6 alimentadas com niveis
crescentes de feno de manigoba, encontrou para o teor de lactose, valor médio de 4,48%, valor
esse superior ao resultado encontrados neste estudo.

Independentemente da dieta que o animal recebeu, a CBT encontrava-se acima do
limite maximo (500.000 UFC/mL) estabelecido pela IN37 e ndo foi influenciada pela
substituicdo do feno de tifton por feno de manicoba.

Avaliando-se o efeito do conservante, verificou-se aumento de 57% na CBT das
amostras sem conservante. Vale ressaltar que as amostras com e sem conservante foram
armazenadas, imediatamente apds a ordenha, sob refrigeracdo, a 7,0 °C por 24 horas. Foi
utilizado o conservante azidiol por apresentar acdo bacteriostatica e sendo o mais
recomendado em amostras destinadas a contagem bacteriana total por citometria de fluxo
(GARNICA; SANTOS; GONZALO, 2011). Os resultados deste trabalho corroboraram os
encontrados por Cassolli et al., (2010), que verificaram CBT mais alta nas amostras sem

conservante e refrigeradas por 24 horas.
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Tabela 6. Composicao quimica, contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células somaticas (CCS) no leite de cabra, em funcédo do

nivel de substituicdo do feno de tifton por feno de manicoba e da presenca ou ndo de conservante no leite de cabra

Nivel de substituigdo (%) P>

Componentes _
0,0 333 66,7 100 EPM Manigoba
Conservante
Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem L Q
Gordura (g/100g) 3,18 3,38 3,29 3,36 3,23 3,29 3,28 3,15 0,0440 0,3867 0,6665 0,4683
Proteina (g/100g) 2,24 2,27 2,43 2,37 2,26 2,32 2,27 2,26 0,0442 0,8983 0,0943 0,0630
Lactose (g/100g) 4,15 4,22 4,26 4,24 4,22 4,21 4,25 4,23 0,0201 0,8872 0,2230 0,3911
Sol.Totais(g/100g) 10,62 10,94 11,07 11,05 10,76 10,89 10,86 10,70 0,0940 0,5153 0,1911 0,1327
ESD (g/100g) 7,44 7,56 7,78 7,69 7,54 7,60 7,58 7,55 0,0617 0,8189 0,0743 0,0679
CBT (ufc/mL) 773,13  1.595,26 895,68 1.262,76 1.074,79 1.443,70 748,88 1.172,74 77,7489 <0,0004 0,6407 0,4632
CCS 775,40 625,99 784,92 749,31 728,33 632,88 465,65 395,65 65,7581 0,0342 <0,0001 <0,0001
(cel/mL*1000)

ESD = Extrato Seco Desengordurado; EPM= Erro Padrdo Médio; P=Significancia
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Independentemente da dieta que o animal recebeu, a CBT encontrava-se acima do
limite maximo (500.000 UFC/mL) estabelecido pela IN37 e ndo foi influenciada pela
substituicdo do feno de tifton por feno de manicoba.

Avaliando-se o efeito do conservante, verificou-se aumento de 57% na CBT das
amostras sem conservante. Vale ressaltar que as amostras com e sem conservante foram
armazenadas, imediatamente apds a ordenha, sob refrigeracdo, a 7,0 °C por 24 horas. Foi
utilizado o conservante azidiol por apresentar acdo bacteriostadtica e sendo o mais
recomendado em amostras destinadas a contagem bacteriana total por citometria de fluxo
(GARNICA; SANTOS; GONZALO, 2011). Os resultados deste trabalho corroboraram os
encontrados por Cassolli et al., (2010), que verificaram CBT mais alta nas amostras sem
conservante e refrigeradas por 24 horas.

A presenca de microrganismos no leite esta diretamente relacionada com o estado de
salde e higiene das cabras, com o ambiente do galpdo, da ordenha e dos procedimentos
usados para limpeza dos utensilios que entram em contato com o leite. De grande importancia
é também a temperatura e o periodo de tempo em que o leite € armazenado. Se o leite ndo é
refrigerado rapidamente ap0s a ordenha, a populagdo bacteriana poderd aumentar atingindo
nameros elevados que podem levar a deterioracao.

A boa qualidade do leite é definida, entre outros aspectos, pelo baixo nimero de
microrganismos deteriorantes, auséncia ou pequeno numero de patdgenos, baixa contagem de
celulas somaticas e auséncia de residuos quimicos variados (ALVES, 2001). Segundo Bueno
et al.(2005), a contagem bacteriana total (CBT) do leite cru auxilia na avaliacdo dos
procedimentos de ordenha e armazenamento e, ao mesmo tempo, permite inferir acerca dos

provaveis efeitos adversos sobre o rendimento industrial e a seguranga alimentar do leite.
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CONCLUSOES

O feno de manigoba ndo influencia a concentracdo do ion tiocianato no leite.

O feno de manicoba influencia a contagem de células somaticas no leite de cabras
Saanen.

Recomenda-se a utilizacdo dos conservantes bronopol e azidiol, como agentes
bacteriostaticos, nas amostras de leite cru de cabras, destinadas as analises de CCS e CBT,

respectivamente, mesmo que as amostras sejam mantidas sob refrigeracéo.
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ANEXO A: Determinagdo do ion tiocianato no leite.

Metodologia
- Realizar a analise em triplicata. A pipetagem é muito importante, deve ser exata, ndo conter

ar, nem deve ser menor gque as quantidades orientadas.
e 8 mL de leite fresco;
e Adicionar 4 mL de Acido Tricloro Acético (TCA) (20%pv);
e Agitar (com agitador vortex) e deixar descansar por 30 min;
e Filtrar (Utilizar filtro de papel Watman de porosidade 40 ou similar).
Enquanto esté filtrando, montar a curva de padronizacao.
e Em um tubo de ensaio adicionar 1 mL da solu¢cdo mée e 9 mL de &gua deionizada.
Esse é o padrdo com uma concentracdo de 5 mL de ion tiocianato (SCN");
e Em outro tubo de ensaio adicionar 3 mL da solucdo mae e 7mL de &gua deionizada.
Esse é o padrdo com uma concentracdo de 15 mL de ion tiocianato (SCN);
e Tomar 2 ml de cada tubo de ensaio (0s de concentracdo 5 e 15 ml) e colocar em trés
outros tubos de ensaio respectivamente. (2 mL em cada tubo);
e Logo, preparar o Branco, que sdo 2 mL de agua deionizada. (+reativo de coloracéao)
Depois que tiver um filtrado suficiente (deve ser transparente)
e Tomar 2 mL de cada filtrado e colocar no tubo correspondente;
e Adicionar imediatamente (a todos os tubos, comecando pelo branco) 2mL de reativo
de coloracéo;
e Rapidamente agitar bem (com agitador vortex);

e Ler no momento, pois a leitura pode ser alterada ap6s dez minutos de reacéo.

Ler em espectrofotdmetro a 460 nm com uma cubeta de quartzo.
e Primeiramente ler os brancos;
e Ajustar com o branco menor;
e Passar a curva (a de 5 mg/mLe depois a de 15 mg/mL);
e Finalmente passar as amostras e anotar os resultados. (Lembrando que devem se
aproximar as densidades 6ticas das amostras da curva, sendo havera erro na analise).

Realizar os céalculos (Primeiro a média das densidades Oticas de todas as amostras e as da
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curva).

Fator = Conc. padrdo*/ Dens. Otica padrao**

*(Aqui pode trabalhar com a concentracdo que mais se aproxime das trabalhadas, por
exemplo 5 mg/ml, ou pode usar a média da concentracédo da curva).

** (Deve-se escolher o que mais se aproxima da média).

Uma vez encontrado o fator, multiplica-se pela média das densidades éticas das amostras.
Assim:

mg SCN/L = Fator x densidade Otica (média) amostra.

Esse resultado dara miligramas de tiocianato por litro, porém € necessario transforma-lo em
milimoles, e para isso deve-se dividi-lo pelo peso molecular do tiocianato (58). Assim:
mmol/L = mg SCN/L/P.M. (SCN")

Esse calculo deve dar um resultado que se encontre dentro da classificacdo estabelecida, séo
elas:

Média de SCN em uma vaca: 0.05 — 0.60 mmol/L.

Média de SCN em leite misto: 0.10 — 0.17 mmol/L.

Preparacdo de solucdes

1. Solucdo de Acido Tricloro Acetico a 20% peso volume (TCA):
Pesar 20g de TCA e dissolver em 100ml de agua deionizada. Filtrar e guardar em um frasco

hermético com etiqueta correspondente.

2. Reativo de coloracgéo:
Pesar 160 g de nitrato férrico nonahidratado e dissolver em 500 mLde acido nitrico 2N,
completar com agua deionizada até formar o volume de 1 litro. Armazenar em frasco ambar
sob refrigeracdo, com etiqueta correspondente. Utilizar essa solucdo até que se observe

variagéo significativa na absorbancia de brancos e do padrdo.

**Antes disso deve preparar 0 acido nitrico a 2 Normal. Esse deve ser preparado com muita
precaucao, sempre trabalhar com baixo fluxo, pois libera muitos vapores.
Calculos:

Realizam-se tomando como base 0 HNO3 de densidade 1,4g/mL e 65% de pureza. No caso de
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usar um acido com outra concentragdo devem-se realizar os célculos correspondentes.
Dados:
d (densidade) = 1.4

% =65

Peso molecular = 63.01

1.4Q --------mmmeme - 100%

Xg e 65%

Xg =0.91g em 1mL de HNO3 puro
Iml ----memm e 0.91¢g

XMl -m-mmmmmmme oo 63.01g

Xml =69.24 mL de HNOj3 sdo necessarios para preparar 500 mL a 2N.

Medir HNOj3 (0s 69.24 mL) em proveta

Preparar em um baldo volumétrico de 500 mL (tampado)

Adicionar primeiramente um pouco de dgua e em seguida 0 HNOs, pois é uma reacao
muito exotérmica. Completar com agua até 500 mL.

Esse é o0 &cido nitrico que sera utilizado para preparar o reativo de coloracéo.

3. Solugdo mae: Pode ser preparada a partir do Tiocianato de sodio ou Tiocianato de
potassio (eu utilizei o tiocianato de sédio) previamente secado em estufa durante 6
horas a 105 °C. Se usar o tiocianato de sddio pesar 69,8 mg, dissolver e completar com
agua deionizada até o volume de 1 litro. Armazenar em frasco ambar em refrigeracéo e

etiquetado.

RESUMINDO:
1. Preparar cido nitrico a 2N;
Com esse acido preparar o reativo de coloragéo;
Preparar solugdo mée;
Preparar o TCA 20%;

Realizar a anélise como descrita acima;

I L T

Realizar os calculos.
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ANEXO B: Determinacéo do teor de acido cianidrico (Ades Totah e Hernandez Luis, 1986)
Solucdes:

1. Hidrdxido de Sodio (0,5g / 20 ml de agua)

2. Hidroxido de Aménio 6N

3. Nitrato de Prata 0,02N

4. lodeto de Potéssio 5% (p/v sol. ac.)

Procedimento:
1. Cortar a forragem em pedacos pequenos e finos possiveis;
2. Pesar 20 g de forragem picada;

3. Depositar em um tubo digestor de 250 mL e adicionar 100 mL de agua. Observar para que

a forragem umedeca perfeitamente;

4. Colocar em sistema de destilagdo, com um erlenmeyer de 125 mL com 10 mL da solucéo

de hidroxido de sodio, para coletar o HCN liberado;

5. Deixar que ocorra a hidrélise durante duas horas, observando para que a temperatura no

tubo digestor se encontre entre 35-40 °C;

6. Uma vez terminada a hidrélise, deixar que ocorra a destilacdo (aumentar a temperatura);
7. A destilacdo termina quando for coletado aproximadamente 60 mL no erlenmeyer;

8. Completar com 4gua destilada a 125 mL, o 60 mL destilado;

9. Retirar aliquotas de 50 mL, adicionar 4 mL do hidroxido de aménio e 1mL da solucéo de

iodeto de potéssio. Titular com nitrato de prata até ligeira turbidez.

Calculos:

1 mL de nitrato de prata (AgNO3)--------------------- 1,08 mg HCN
\Volume gasto na titulagdo (ml) ---------------------- X mg HCN

Se 20g Amostra----------=-------- X mg HCN
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1000 g amostra------------------- X mg HCN/kg de MS
Exemplo:

y0] IY-Yo| N[ & R ————— 1,08 mg HCN

O] IV:Ye] V[0 c R——— X

X=10,324 mg HCN

X=16,2 mg HCN/kg MS
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