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RESUMO

O objetivou com este estudo identificarr em propriedades leiteiras fatores que influenciam a
qualidade do leite com o propdsito de buscar um leite naturalmente enriquecido com
compostos nutracéuticos principalmente como os acidos graxos da familia dmega 3, 6mega 6
e 4cido linoleico conjugado (CLA) e os polifendis como antioxidantes. Consequentemente
identificar sistemas de producdo com os melhores componentes fisico-quimicos do leite, além
de compreender as fontes e fatores de contaminacédo do leite com iodo e avaliando as préticas
higiénicos-sanitarias realizadas no processo diario da producao de leite, além da contaminacgéo
por antimicrobianos. Para isto, trés trabalho foram desenvolvido. Capitulo 1V: Neste
experimento foi avaliado a influéncia o uso de diferentes concentracdes de iodo na solucédo
pré e pos-dipping no processo de higienizacdo dos tetos de vacas da raca Holandés sobre a
concentracdo de iodo do leite, urina e sobre os niveis de horménios séricos tiroidianos. Foi
utilizado no experimento 4 vacas holandesa, com aproximadamente 120 dias de lacta¢do, com
producdo média de 18 kg de leite, pesando 566+64kg, em quadrado latino 4x4 com 21 dias de
duracdo e destes 14 dia de adaptacéo, alojadas em sistema tie-stall, alimentando com dieta na
proporcao 60:40 volumoso e concentrado, ajustada de acordo com NRC. As concentragdes de
iodo da solucdo do pré e pds-dipping experimentais foram: clorexidina (controle), 0,5%; 1%
e 2%. As amostras de leite, urina e sangue foram coletadas de cada vaca a partir do 18°dia de
experimento. Para anéalise de iodo no leite, urina e alimento, foi utilizado o método de extracao
4cida seguido de oxirreducéo entre Ce** e AS®*. Analise por infravermelho dos componentes
do leite e da CCS utilizou o0 método citometria de fluxo. A estatistica dos dados foi analisada
no programa SAS utilizando o modelo PROC MIXED e PROC CORR com 5% de
significancia. Houve efeito linear do uso de solucdes iodadas na concentracdo de iodo no leite
(P <0,05) e para urina e horménios séricos os resultados nao foram significativos. No entanto,
0 uso de solugbes com iodo no pré e pos-dipping influéncia na concentracdo de iodo do leite
de vacas lactantes. Capitulo V: Objetivou-se neste trabalho conhecer a concentracao de iodo
e os fatores que contribuem na concentracdo de iodo no leite cru, a qualidade do leite em
relacdo aos componentes quimicos, antioxidantes e acidos graxos do leite de propriedades
leiteiras de diferentes regides do estado do Parana. Foram visitadas 168 propriedades,
aleatoriamente, sem aviso prévio, em trés regides do estado do Parana: norte central, oeste e
centro oriental. Amostras de leite para andlise de iodo, composi¢do quimica, CCS,
antioxidante e acido graxo foram coletadas junto com os dados de producdo, sanidade e
nutricdo em um questionario previamente elaborado. A anélise de iodo no leite, foi realizada
pelo método de extracdo acida seguido de oxirreducdo entre Ce** e AS®* e a leitura em
microleitor de placas - ELISA. Os componentes do leite foram analisados por infravermelho
e a CCS por o método ultrassonico, os antioxidantes foram analisados por espectofotometria
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em espectofotometro UV-VIS e os &cidos graxos por cromatografia gasosa. Os dados
estatisticos foram analisados por anélise multivariada com modelo fatorial exploratério (AFE)
usando como critério de extracdo dos fatores componentes principais, mais analise nao
paramétrica dos dados quantitativos usando o teste de Kruskal-Wallis e anélise de QUI? para
avaliar a frequéncia das variaveis na concentracdo de iodo. Houve diferenca (P >0,05) entre
as regides oeste, centro oriental e norte central onde a maior concentragéo de iodo no leite foi
observada nas propriedades da mesorregido oeste (615,45 pg/L) e a menor na regido norte
central (352,99 ug/L). A partir da andlise fatorial e de cluster das concentragbes de iodo
mostrou quais das variaveis indicadoras do questionario contribuiram para a variagédo de iodo
no leite. O fator limpeza de ordenha apresentou diferencga (P>0,05), em dois grupos de iodo,
0 de baixa 121 pg/L e de média 372 pg/L concentracao, respectivamente, todavia, observou
que a limpeza da méaquina interfere na concentracdo de iodo do leite. As propriedades que
faziam uso de pastagem com adubacdo organica apresentaram menor concentracdo de iodo
no leite e apresentaram maior frequéncia de animais criados em pastagem 97,30%. J& 55,70%
das propriedades que forneceram dieta total teve maior concentracdo de iodo no leite. No
entanto, as concentragdes de iodo séo influenciadas por fatores que compdem o sistema de
producdo, regides do estado, tipo de solo, dieta e manejo de higiene de ordenha, além desses
fatores o leite com maior concentracdo de iodo apresentou importantes caracteristicas
nutracéuticas, como aumento na capacidade antioxidante, maior concentracdo de CLA e
menor relacdo dmega 6 e 3. Capitulo VI: Foi estudado a presenca de contaminacgdo do leite
por residuo de antibidticos: ceftiofur, cloxacilina e enrofloxacina utilizando o método
modificado QUEChERS na regido norte do estado do Parana. Foram coletadas amostras de
leite em 116 propriedades com dados de producdo em um questionario. O leite foi submetido
a dois métodos de identificacdo de residuos de anitibiotico, primeiro usando kits comerciais e
segundo laboratorial, realizando a extracdo pelo QUEChERS modificado e analisando em
UPLC-MS/MS. Para comparacdo dos dados, utilizou-se o método de Qui-quadrado de
aderéncia e independéncia. Do total das propriedades estudadas 10 (8,63%) apresentaram
resultados de leite contaminados com residuo de antibiotico. Houve diferenca (P <0,05) entre
o tempo de descarte do leite e a presenca de antibidticos, e as propriedades com resultado
positivo faziam descarte com menos de 5 dias e dentro do periodo de caréncia. As variaveis
de manejo sanitario e de higiene durante ordenha nédo houve diferenca (P >0,05). Contudo a
contaminacdo do leite por antibi6ticos é proveniente do armazenamento do leite de animais
em fase de tratamento com substancias antimicrobianas dentro do periodo de caréncia, as
amostras do leite positivos apresentaram concentracdes dentro do limite méximo de residuo,
portanto, sendo proprio para o consumo, o método de extracdo QUEChERS maodificado e a
quantificacdo por UPLC-MS/MS foi eficiente na deteccdo de baixas concentracdes de
residuos de antibidticos no leite cru de tanques a granel.

Palavras-chave: Acidos graxos, antibidticos, antioxidantes, hormdnios tiroidianos,
indicadores, iodo, qualidade do leite
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ABSTRACT

The aimed of this study was to identify in dairy properties factors that influence milk quality
with the purpose of seeking a milk naturally enriched with nutraceutical compounds mainly
as the omega 3, omega 6 and conjugated linoleic acid (CLA) fatty acids and the polyphenols
as antioxidants. Consequently, to identify production systems with the best milk
physicochemical components in addition to understanding the sources and factors of milk
contamination with iodine and evaluating the hygienic-sanitary practices carried out in the
daily process of milk production, in addition to contamination by antimicrobials. For this,
three works were carried out. Chapter 1V: In this experiment it was evaluated the influence of
iodine different concentrations use in the pre and post-dipping solution in the ceiling cleaning
process of Holstein cows on the iodine concentration in milk, urine and on the serum
hormones thyroid levels. Four Holstein cows were used in the experiment, with approximately
120 days of lactation, with an average production of 18 kg of milk, weighing 566 + 64 kg, in
a latin-square 4x4 with 21 days of experimental period and 14 days of adaptation, housed in
tie system -stall, feeding on a roughage and concentrated 60:40 diet, adjusted according to
NRC. The pre- and post-dipping experimental solution concentrations were chlorhexidine
(control), 0.5%; 1 and 2%. Milk, urine and blood samples were collected from each cow in
the 18th day of the experiment. For iodine the analysis in milk, urine and food, the acid
extraction method was used followed by redox between Ce*  and AS®**. Milk infrared analysis
and CCS components by flow cytometry method were also carried out. The data statistics
were analyzed in the SAS program, using the PROC MIXED and PROC CORR model with
5% significance. There was a linear effect of the iodine solutions use in the iodine
concentration in milk (P <0.05) and for urine and serum hormones the results were not
significant. However, the iodine solutions use in pre- and post-dipping influences the iodine
concentration of lactating cows' milk. Chapter V: The objective of this work was to know the
iodine concentration and the factors that contribute to the iodine concentration in raw milk,
the milk quality in relation to the chemical components, antioxidants and milk fatty acids from
dairy properties in different regions of the Parand state. 168 properties were visited randomly
without prior notice, in three regions of the Parana state: central north, west and eastern center.
Milk samples for analysis of iodine, chemical composition, CCS, antioxidant and fatty acid
were collected together with production, health and nutrition data in a previously prepared
questionnaire. The iodine analysis in milk was carried out by the acid extraction method
followed by oxidoreduction between Ce** and AS®*" and the reading in a microplate reader -
ELISA. The milk components were analyzed by infrared and CCS by the ultrasonic method,
antioxidants were analyzed by spectrophotometry in UV-VIS spectrophotometer and fatty
acids by gas chromatography. The statistical data were analyzed by multivariate analysis with
exploratory factorial model (AFE) using the main component factors as an extraction
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criterion, plus non-parametric analysis of quantitative data using the Kruskal-Wallis test and
QU2 analysis to assess the frequency of variables in iodine concentration. There was a
difference (P> 0.05) between the western, eastern central and northern central regions where
the highest iodine concentration in milk was observed in the western mesoregion properties
(615.45 pg / L) and the lowest in the northern central region ( 352.99 pg / L). The factor and
cluster analysis of iodine concentrations, showed which of the questionnaire's indicator
variables contributed to the iodinr variation in milk. The milking cleaning factor showed a
difference (P> 0.05) in two iodine groups, the low 121 pg / L and the average 372 pug / L
concentration, respectively, however, he observed that the machine cleaning interferes with
iodine concentration in milk. The properties that used pasture with organic fertilization
showed lower iodine concentration in milk and also showed a higher frequency of animals
raised on pasture 97.30%. 55.70% of the properties that provided a total diet had a higher
iodine concentration in milk. However, iodine concentrations are influenced by factors that
make up the production system, regions of the state, soil type, diet and milking hygiene
management. In addition to these factors, milk with a higher iodine concentration showed
important nutraceutical characteristics, such as increased in antioxidant capacity, higher CLA
concentration and lower omega 6 and omega 3 ratio. Chapter VI: The contamination presence
in milk by antibiotics residues was studied: ceftiofur, cloxacillin and enrofloxacin using the
modified QUEChERS method in the northern region of the Parana state. Milk samples were
collected from 116 farms with production data in a questionnaire. The milk was subjected to
two methods of identifying antibiotic residues, first using commercial kits and second
laboratory using extraction by the modified QUEChERS and analyzed in UPLC-MS / MS. To
compare the data, the Chi-square method of adherence and independence was used. From the
total of properties studied, 10 (8.63%) presented results of milk contaminated with antibiotic
residue. There was a difference (P <0.05) between the time of milk disposal and the presence
of antibiotics, where the properties with a positive result were discarded within 5 days and
within the grace period. The variables of sanitary management and hygiene during milking
were not different (P> 0.05). However, the milk contamination by antibiotics comes from the
milk storage from animals undergoing treatment with antimicrobial substances within the
grace period, the samples of positive milk showed concentrations within the maximum residue
limit, therefore being suitable for consumption, the modified QUEChERS extraction method
and UPLC-MS / MS quantification was efficient in detecting low concentrations of antibiotic
residues in raw milk from tanks.

Keywords: Milk quality, indicators, iodine, thyroid hormones, antioxidants, fatty acids,
antibiotics



INTRODUCAO

A busca por uma alimentacao saudavel tem despertado o interesse do consumidor
por alimentos que apresentam caracteristicas benéficas para a saide como compostos
ativos que enriquece a nutricdo humana (Khan et al., 2019a).

O leite e seus derivados sdo ingredientes importantes na alimentacdo humana,
especialmente na alimentacdo de criangas e idosos (Green et al., 2015) contribuindo com
a ingestdo de micronutrientes e numerosos compostos bioativos, além de conter em sua
composicao: agua, carboidratos, gorduras, proteinas, minerais e vitaminas.

O consumo de leite pela populacdo em 2017 foi de 166 litros/habitante (Embrapa,
2019). Os numeros evidenciam o constante crescimento do consumo e um dos motivos
desse crescimento é a diversificacdo dos produtos lacteos e 0 maior poder aquisitivo das
pessoas que proporciona a capacidade de compra (Istvan and Marques, 2018). Com isso,
é importante produzir leite de boa qualidade. Um dos meios para gerenciar a producao,
transporte e processamento € a criacdo e o efetivo exercicio de leis que regulamentam
esses requisitos.

A Instrucdo Normativa n®51 (IN 51) em 2002 determinou normas para a producao
do leite cru refrigerado e exigéncias higiénico-sanitarias para obtencdo de leite, com
qualidade no pais (Brasil, 2002).

A IN 51 passou por modificagdes, veio a IN 62 em 2011 e em 2018 entrou em
vigor duas novas Instru¢cdes Normativas (IN 76 e 77) que estipulam critérios e parametros
minimos atualizados para um leite de boa qualidade (Brasil, 2018).

Segundo as normativas o leite deve ser oriundo de animais sadios e que nédo

estejam em fase colostral, com bons aspectos nutricionais, que sejam livres de doencas



contagiosas, isentos de qualquer residuo de medicamentos e estimulantes, que tenham as
caracteristicas conservadas durante o transporte para adequacao aos valores minimos de
tolerdncia quanto aos parametros fisico-quimicos e de qualidade (Brasil, 2018).

Simultaneamente a esses aspectos, ha outros fatores que podem contribuir com a
variacdo da composicdo quimica e consequentemente com a qualidade do leite, estes
fatores estdo ligados as condicGes de producdo e manejo, dentre eles podem ser citados
alguns de importante relevancia, como a individualidade do animal, alimentacéo, clima,
estadio de lactacéo, idade e aspectos fisiologicos como a gestacao (Weiss, 2012; Rangel
etal., 2013).

Desta forma, considerando os diversos fatores e a influéncia na composicéo
quimica do leite, a IN-76 estabelece uma adequacdo nos valores minimos para 0s
componentes, sendo de 3,0 g/100 g para a gordura, 2,9 g/100 g proteina total; lactose
anidra de 4,3 g/100 g; solidos nao gordurosos de 8,4 g/100 g e sélidos totais de 11,4 g/100
g, a fim de padronizar a matéria-prima (Brasil, 2018).

A padronizagdo é garantir um leite e derivados de qualidade e nesse sentido, outros
compostos tém sido estudados com o intuito de que elementos nutracéuticos estejam
presentes na composicao do leite (Matt et al., 2011).

Um destes elementos é a gordura, pois a gordura oferece uma variedade de &cidos
graxos (AG) que apresentam beneficios para a satide de quem consome. Esses acidos
graxos podem ser classificados em acido graxo saturado (AGS), &cido graxo insaturado
(AGI), acido graxo monoinsaturado (AGMI) e acidos graxos poli-insaturados (AGPI)
(Visentainer et al., 2012).

Dentre os AGPI, o acido linoleico conjugado (conjugated linoleic acid — CLA) é
encontrado naturalmente no leite e derivados, como resultado do metabolismo dos
ruminantes e estes compostos apresentam propriedades funcionais como a atividade
anticarcinogeénica, atividade antiestrogénica, a reducdo lipidica corporal, além dos efeitos
benéficos relacionados a doencas cardiovasculares, anti-inflamatoria, no sistema imune e
até mesmo na doenga de Alzeihmer (Lucatto et al., 2014; Meneses et al., 2015).

Assim, estrategias alimentares dos animais e de manejo tem sido utilizada para que
o leite contenha e até mesmo aumente 0 CLA em sua composicao, pela importancia na
satde humana.

Outros compostos que tém despertado a atencao sdo os antioxidantes. O potencial

antioxidante tem sido amplamente estudado em leite e derivados, pois além da capacidade



antioxidante enddgena ha também os antioxidante exdgenos, que derivam da dieta como
as vitaminas lipossollveis (vitamina A e vitamina E), vitaminas hidrossolUveis (vitamina
C), carotenoides e composto secundérios (Polifendis) (Wojcik et al., 2010).

Em relacdo a presenca de micronutrientes, o leite é considerado importante fonte
de minerais, especialmente de iodo. Em alguns paises o leite é considerado uma das fontes
mais importante de iodo nutricional (Schone and Rajendram, 2009). O iodo é um
oligoelemento essencial para animais e humanos pelo seu papel fundamental na atividade
celular, desenvolvimento do cérebro e do funcionamento da glandula tireoide, visto que
a deficiéncia ou excesso de iodo na alimentacéo pode interferir na producéo de hormonio
tiroidianos, levando a reducdo ou aumento dos horménios T3 (triiodotironina) e T4
(tiroxina) que sdo fundamentais para o bom funcionamento do metabolismo (Ouattara,
2013).

Este elemento deve ser monitorado para o pleno conhecimento de sua concentracao
no leite, visto que as dietas normalmente consumidas por seres humanos séo capazes de
suprir aproximadamente 1.000 pg/dia de iodo, que teoricamente, ndo seria prejudicial no
caso de adultos que possuem maior tolerancia a ingestao diaria de iodo (1.100 pg/dia)
(Castro et al., 2010). Todavia, isso passa a ter maior relevancia quando se trata da nutricdo
infantil cujos limites de ingestdo de iodo s&o bem menores sendo (200 pg/dia para
criangas de até um ano de idade e 300 pg/dia para criancas de oito anos de idade) (Efsa,
2014).

Por fim, quando se fala em limites de tolerdncia de compostos no leite, ndo se pode
deixar de citar os residuos indesejaveis de antimicrobianos no leite por falta de adogéo de
descarte no periodo certo de caréncia (Schlemper & Sachet, 2017). O uso indiscriminado
de antimicrobianos no tratamento de enfermidades como a mastite, por exemplo, tem sido
preocupante, pois implica em risco a satde que podem ser manifestados causando reacoes
de hipersensibilidade e resisténcia bacterianas a p-lactamicos, estreptomicinas,
cefalosprinas dentre outros compostos (Santiago-Neto et al., 2014).

Diante do exposto o objetivo de realizar este trabalho foi diagnosticar fatores que
influenciam a qualidade do leite com o propésito de buscar um leite enriquecido
naturalmente com compostos nutracéuticos, como os acidos graxos da familia dos dmega
3, 6mega 6, o acido linoleico conjugado (CLA) e antioxidantes, além de compreender as
fontes e fatores de contaminacao do leite com iodo e por antimicrobianos, utilizado no

manejo sanitario das vacas leiteiras.



Il. REVISAO DE LITERATURA

1 Composic¢do Quimica

O leite é produzido nas glandulas maméarias de fémeas mamiferas e € um alimento
rico em carboidratos, proteinas, gorduras, minerais e vitaminas que sdo ajustados
efetivamente para atender as necessidades especificas de desenvolvimento do recém-
nascido em crescimento (Rezaei et al., 2016).

O leite é um fluido composto por uma parte liquida e a outra por particulas em
suspensdo constituindo uma emulsdo natural, estdvel em condi¢cBes normais de
temperatura e/ou de refrigeracao (Sgarbieri, 2004).

A composicéo do leite varia entre regides, espécie, necessidade do recém-nascido
e até mesmo entre racas da mesma espécie (Tabela 1) (Kailasapathy, 2016).

Tabela 1: Percentual da composi¢cdo quimica do leite de diferentes espécies.

Espécie Agua Gordura Proteina Lactose Minerais
Asinino 90,0 1,3 1,7 6,5 0,5
Bubalino 84,2 6,6 3,2 52 0,8
Bovino 86,6 4,6 34 4,9 0,5
Caprino 86,5 4,5 3,5 4,7 0,8
Camelus 86,5 3,1 4,0 5,6 0,6
Equino 89,1 1,6 2,7 6,1 0,5
Humano 87,7 3,6 1,8 6,8 0,1
Ovino 79,4 8,6 6,7 4,3 1,0

Fonte: Kailasapathy (2016).

1.1 Agua

A 4gua é o nutrientes mais essencial exigidos pelos animais, pois funciona na
digestdo e metabolismo dos nutrientes, na eliminacao de residuos do corpo via urina, fezes
e respiracdo, também no transporte de nutrientes e outros compostos para dentro e fora
das células; equilibrio eletrolitico no corpo e confere um ambiente fluido para o feto em
desenvolvimento (Beede, 2006).

Uma vaca leiteira em lactacdo tem mais exigéncia de 4gua do que outros animais,

contudo isso ocorre porque 56 a 81% do seu peso corporal € agua e ela precisa compensar



a perda de agua pela producéo de leite, ja que a &gua do leite representa a cerca de 87%
da composicao total (Murphy, 1992).

A 4gua é importante por suas propriedades solventes e bom veiculo de
componentes enddgenos ou exdgenos do leite (Gradinaru et al., 2015). A agua é o meio
no qual todos os outros componentes do leite (solidos totais) sdo dissolvidos ou
suspensos, ja que pequenas quantidades de agua no leite sdo ligadas quimicamente a
lactose, sais e algumas proteinas (Kailasapathy, 2016).

Murphy (1992) relata que a agua esta distribuida em compartimentos nos tecidos
corporais. Fisiologicamente, a maior parte da agua fica no meio extracelular, deste modo
podendo ser dividida em intersticial, plasmatica e transcelular. A agua intersticial
desempenha o papel de preencher os espagos celulares circundantes e tecido conjuntivo
e a transcelular preenche o trato gastrointestinal podendo chegar a 15 e 35% do peso
corporal em ruminantes, isso, considerando que estas proporc¢des podem variar de acordo

com as praticas alimentares e condi¢cdes ambientais.

1.2 Gordura

A gordura do leite € o constituinte que mais sofre variacdo ambiental e nutricional,
variando de 3,5 a 5% de lipideos totais. A molécula de gordura se constitui em um glébulo
emulsionado com didmetro de 2 a 4 um e ¢é revestido com uma membrana derivada da
célula secretora, sendo que, aproximadamente 98% ou mais dos lipidios € triacilglicerol,
cerca de 0,5 a 1% sdo os fosfolipidios e os esterdis sdo de 0,5 a 0,5% dos lipidios totais
(Jensen et al., 1991).

As gorduras sdo produzidas a partir de moléculas individuais de &cido graxo (AG)
ligadas ao glicerol, uma molécula de trés carbonos, conhecida como triglicerideo, ou
triacilglicerol, que contém trés AG ligados a cadeia de carbonos do glicerol (NRC, 2001).

A sintese dos AG ocorre na glandula mamaria e seu principal precursor sao o
acetato e o B-hidroxibutirato. A cerca de 10% dos AG circulantes sdo provenientes da
mobilizacdo dos lipidios corpdreos, enquanto o restante é de origem dietética (Eifert et
al., 2006). O acetato € a maior fonte de energia e substrato na sintese de gordura do leite
de vacas. Os autores evidenciaram aumento linear no rendimento de gordura do leite e
transferéncia liquida superior a 30% de acetato para a gordura do leite em um trabalho
com infusdo ruminal de acetato neutralizado (Urrutia et al., 2019).



Existem alguns fatores que estdo associados e podem modificar os AG da dieta
em relacdo aos absorvidos pelo intestino, sendo o primeiro: a bio-hidrogenagdo ruminal,
em que oS microrganismos agem sobre os AG insaturados transformando-os em
saturados; segundo: através da microbiota ruminal que sintetiza AG semelhante a sintese
de novo e ou estearoil CoA desaturase (SCD) (Chilliard et al., 2000).

H& décadas os componentes do leite bovino tém sido estudados, pois o leite € um
fluido quimicamente complexo, nutritivo e constituido por centenas de componentes
diferentes, que ainda ndo teve todas as suas estruturas catalogadas.

Foroutan et al. (2019) usou a técnica de metaboldmica quantitativa e obtiveram
caracterizacdo mais abrangente e atualizada dos compostos quimicos do leite de vaca, e
identificaram e/ou quantificaram cerca de 972 metabolitos ou espécies de metabolitos,
correspondentes a 2355 estruturas metabdlicas unicas no leite bovino, sendo triglicerideos
a grande maioria dos compostos identificados 1053, neste estudo compostos ou espécies
compostas estdo sendo relatadas pela primeira vez, assim, pode-se concluir que ha mais

no que avangar nos préximos anos quando se trata de componentes do leite bovino.

1.2.1 Acidos Graxos
As gorduras e 6leos sdo ésteres formados a partir de AG e glicerol, estes ésteres
sdo denominados de glicerideos, diglicerideos ou triglicerideos e podem ser formados por

acidos graxos iguais ou diferentes entre si (Figura 1) (Vazquez et al., 2015).
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Figura 1: Formacdo e Estrutura do triglicerideo. Fonte: Adaptado de Jun et al. (2016).

Os triacilglicerois sdo as formas de lipidios mais abundante e estdo presentes em
6leos e gorduras sendo importante forma de armazenamento de energia (Visentainer et
al., 2012).

As unidades fundamentais mais comuns dos lipidios sdo 0s AG, que no tecido dos

animais a maioria apresenta entre 14 a 24 atomos de carbono e pode variar de 2 a 36



atomos ou mais, podendo também ser saturados ou insaturados com 1 a 6 duplas ligacdes.
(Delatorre et al., 2011; Visentainer et al., 2012).

Os AG da gordura do leite sdo classificados em cadeia curta (4 a 8 carbonos),
média (10 a 14 carbonos) e longa (> 16 carbonos), podendo ser saturado, insaturado,
monoinsaturado e poli-insaturado com configuragdo cis-trans (Souza et al., 2003). Os
acidos graxos poli-insaturados cis e trans sdo isdmeros derivados de &cido linoleico
(18:2n-6) (Glasser et al., 2008).

No leite os &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) e média (AGCM) surgem quase
que exclusivamente da sintese de novo, no entanto, os acidos graxos de cadeia longa
(AGCL) derivam da absorc¢éo intestinal e outros lipidios da circulacdo sanguinea, também
podendo ser de ambas as fontes (Neville and Picciano, 1997; McManaman, 2012). Ao
contréario dos AGCC e AGCM, os AGCL devem ser ingeridos por meio de ingredientes
da racdo para que essas porcdes estejam presentes no leite (Chilliard et al., 2007).

A quantidade de AGMI é semelhante na gordura do leite de ovelha, vaca e cabra
e pode variar a cerca de 20% a 35%, neste grupo o &cido oleico (C18:1) é o mais
abundante e tipico do leite da maioria dos ruminantes (Butler et al., 2011).

Os AGS no leite de ruminantes representam 60% a 70% dos AG (Jozwik et al.,
2010). Na maioria dos mamiferos o principal AGS da gordura do leite sdo os de cadeia
meédia, como o laurico (C12:0), miristico (C14:0) e o palmitico (C16:0) (Markiewicz-
Keszycka et al., 2013).

Estes AG (laurico, miristico e o palmitico) tendem a aumentar os niveis de
colesterol sanguineos, por isso, pesquisas recentes tém utilizado suplementacéo lipidica
com AGPI para diminuir a concentracdo dos AGS no leite, pois as glandulas mamarias
expressam alta atividade de A°-desaturase que converte acido estearico em acido oleico
(cis-9 C18:1) (Chilliard et al., 2007).

A suplementacéo com lipidios tem sido utilizada com o objetivo de aumentar a
densidade energética da dieta e melhorar o perfil de AG do leite aumentando a
concentragfes dos AGPI em especial o linoleico (C18:2n-6), e a -linolénico (C18:3n-3)
(Glasser et al. 2008), pois esses AG, apresentam propriedades que dimunuem o risco de
doencas cardiovasculares e apresentam caracteristicas anticarcindgenicas e melhoram a
resposta do sistema imune, atuam na prevencao da arterosclerose, reducdo de acumulo de

gordura no corpo, melhora da capacidade de crescimento, apresentam efeitos



antidiabéticos e a mineralizacdo 6ssea (Tanaka, 2005; Nakamura et al., 2008; Harvatine
& Bauman, 2011; Kozloski, 2016; Yang et al., 2016).

O grande interesse em manipular os AG na composic¢do da gordura do leite é pelo
leite ser importante fontes de gordura na dieta dos seres humanos (Khanal & Dhiman
2004).

Dietas ricas em carboidratos fermentaveis e AGPI podem resultar em depresséo
da gordura do leite através de uma mudanca para a chamada via alternativa de bio-
hidrogenacdo ruminal, levando a formacdo de isdmeros de AG, que diminuem a
expressao de genes relacionados com a sintese de novo (Harvatine and Bauman, 2011).

Hé duas origens na formacdo do CLA na gordura do leite (Chilliard et al., 2000;
Woolpert et al., 2016). Uma fonte é o CLA formado durante o processo de isomerag&o,
fase anterior a biohidrogenacdo do acido linoleico e a segunda fonte € o CLA sintetizado
pelo tecido adiposo e pela glandula mamaria, através da sintese de novo e ou estearoil
CoA desaturase (SCD), que converte o0 &cido vacénico (trans-11 C18:1), intermediario
na bio-hidrogenacao de &cidos graxos insaturados, (Figura 2) Tanaka (2005) em CLA cis-
9 trans-11 C18:2.
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Figura 2: Metabolismo ruminal dos lipideos e origem do CLA depositado no leite e carne
de ruminantes. Adaptado de Tanaka (2005).



No entanto, a composicéo lipidica da dieta das forragens consiste, principalmente,
de glicolipidios e fosfolipidios, e a composicdo lipidica dos 6éleos de sementes dos
alimentos concentrados é predominantemente triglicerideos. Assim, quando consumidos,
os lipidios sofrem duas transformacdes, inicialmente as lipases microbianas promovem
hidrolise das ligacOes ésteres e posteriormente, agindo como precursor da bio-
hidrogenagédo dos AGPI (Palmquist et al., 2005).

1.3 Proteinas

As proteinas do leite bovino compreendem, aproximadamente 3,5% do leite e
desempenha o papel de fornecer aminoacidos essenciais que sdo imprescindiveis aos
mamiferos para o seu desenvolvimento, além de seu papel na inddstria de lacteos, pois
possuem propriedades de grande importancia e beneficios nutricionais com
particularidades estruturais e fisico-quimica unicas (Ye, 2011). Leite e produtos lacteos
representam fonte importante de proteinas com niveis nutritivos superiores pelo seu
conteldo em todos 0s aminoacidos essenciais (Gradinaru et al., 2015).

As proteinas sdo distribuidas basicamente em duas grandes classes, sendo 80% de
caseina e 20% de proteinas do soro (Tabela 2), percentual que pode variar em funcéo da
raca dos animais e da dieta fornecida (Haraguchi et al., 2006).

As caseinas sdo secretadas pelo aparelho de Golgi em micelas, associadas ao
célcio e fosforo (Gradinaru et al., 2015). E o componente organico mais abundante no
leite, juntamente com a lactose e a gordura e existem varios tipos de caseina catalogados
(0, B, v € ) sendo todas semelhantes quanto a sua estrutura, formando micelas atraves de
um agregado de granulos insollveis podendo conter 4gua e minerais como o célcio e
fésforo (Gonzélez et al., 2001).

A estrutura da caseina micelar ¢ importante por sua atividade biol6gica na
glandula mamaria, por conferir estabilidade no leite e durante o processamento do leite
em outros produtos, bem como para a boa digestibilidade dos nutrientes que compdem as
micelas, para o recém-nascido as proteinas do leite séo carreadores naturais, que fornecem
micronutrientes essenciais como o calcio (Ca) e o fésforo (P), aminoacidos e também
componentes do sistema imune (imunoglobulinas e lactoferrina) (Semo et al., 2007).

As micelas de caseina no leite sdo particulas coloidais proteicas essenciais e de
valor econdmico e nutricional importante para a producdo de produtos floculados e
gelificados, ja que os principais produtos lacteos como iogurte, queijo e sorvete, derivam

suas propriedades texturais, sensoriais e nutricionais da caseina, além de ser muito
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estaveis ao processamento e manter sua identidade estrutural basica durante a maioria

desses processos (Tuinier et al., 2002; De Kruif et al., 2012).

Tabela 2: Principais proteinas constituintes do leite bovino.

Proteinas Quantidade no leite (g/L)
Caseinas 24 28
Os1 12 15
Ols2 3 4
p 9 11
K 3 4
Proteinas do Soro 5 7
B-lactoglobulina 2 4
a-lactalbumina 1 15
Albumina sérica 0,1 0,4
Imunoglobulinas 0,6 1,0
Lactoferrina ~0,1
Proteinas das membranas dos glébulos de gordura ~0,4

Total de proteinas do leite 30 35

Fonte: Adaptada de Semo et al. (2007).

As proteinas do soro do leite sdo constituidas de p-lactoglobulina, o-
lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas e glico-macropeptideos e
apresentam estrutura globular com pontes dissulfeto que conferem estabilidade estrutural
(Haraguchi et al., 2006).

As duas principais proteinas do soro sao a-lactalbumina e B-lactoglobulina, sendo
que a B-lactoglobulina é o peptideo de maior concentracdo no soro (45% a 57%),
representando, no leite bovino,a cerca de 3,2 g/L, tem peso molecular médio de 18,4 a
36,8 kDa, e Ihe confere resisténcia a acao de acidos e enzimas proteoliticas do estdmago,
deste modo sendo absorvida no intestino delgado (Brasil et al., 2015).

Kelleher et al. (2003) corroboraram que quantitativamente a a-lactaloumina é o
segundo peptideo do soro do leite com, aproximandamente, 15%-25%. A a-lactalbumina
participa da sintese de lactose e tem a capacidade de se ligar a alguns minerais, como

zinco e calcio, além destes mecanismos esta molécula possui capacidade antimicrobiana,
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atuando contra microrganismos patdgenos, dentre eles, as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (Haraguchi, 2006).

O colostro bovino apresenta quantidade predominante de proteinas do soro como
as imonoglobulinas (IgG), importante logo apds o nascimento do neonato, j4 que a
elevada concentracéo de IgG no colostro transfere imunidade passiva ao recém-nascido,
melhorando o sistema imunoldgico e protegendo a cria de bactérias e virus que possam
desencadear alguma doenca, enquanto as demais proteinas do soro, coletivamente,
promovem o desenvolvimento e a maturacdo dos tecidos epiteliais do sistema
gastrointestinal, ainda ndo completamente desenvolvido funcionalmente (Sgarbieri,
2004).

1.4 Lactose

Os carboidratos do leite sdo constituidos por lactose e outros agucares como a
glicose e galactose. Eles séo os segundos mais abundantes compostos da composi¢éo do
leite, considerando a agua o primeiro (Gradinaru et al., 2015). De todos os componentes
do leite analisados por Foroutan et al. (2019), os carboidratos estdo em maior
concentracdo, a lactose é o composto mais abundante (114-122 mM), seguido pelos
outros agucares galactose (0,3 mM), e glicose (0,2-0,3 mM).

A sintese da lactose acontece nas células epiteliais que envolvem os alvéolos na
glandula maméria (Gradinaru et al. 2015), seu principal precursor é a glicose, 79% da
glicose gue € proveniente do sangue vai para a sintese, além dos outros precursores como
propionato, glicerol, pentoses-fosfato e lactato (Gonzalez et al., 2001).

A lactose tem como principal funcdo a osmorregulacdo, sendo responsavel por
aproximadamente 50% da pressdo osmdtica do leite, e ocorre a fixacdo de 90 litros de
agua sempre que 50 gramas de lactose séo sintetizadas pela glandula mamaria, o restante
se deve ao citrato, ions e proteinas (Menéndez Gonzalez et al., 2010; Lin et al., 2016).
Esta funcdo influéncia a producéo e o volume de leite diretamente (Niemann et al., 2011).

Dentre as proteinas ¢ importante destacar a participagdo da a-lactoalbumina no
complexo enzimatico responsavel pela sintese de lactose na glandula mamaria (Sgarbieri,
2004). A a-lactoalbumina é uma proteina do soro do leite que apresenta similaridade com
a lisozima, esta proteina altera a afinidade da galactosiltranferase (subunidade enzimatica
ativa da lactose sintetase) para com a glicose, assim, a lactose é produzida com mais

eficiéncia (Gradinaru et al., 2015).
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Outro fator que influencia a sintese de lactose € a sanidade, a associacao de agentes
patogénicos com outros fatores externos pode contribuir com a redugéo da producgéo de
leiteira e comprometer o tecido secretor, esse somatorio de fatores contribui com a

reducdo na sintese da lactose (Cabral et al., 2013).

1.5 Contagem de células somaéticas (CCS)

As celulas somaéticas sdo células de descamagdo do epitélio dos alvéolos e ductos
mamario, por isso, a presenca dessas células no leite € um fenémeno fisiolégico normal
e necessario para a regeneracdo do tecido mamario (Alhussien and Dang, 2018).

Entretanto, durante processos patolégicos a CCS aumenta, pois células de defesa
do organismo que migram do sangue para a glandula maméria, no intuito de combater
microrganismos causadores de doencas (Alhussien and Dang, 2018). Essas células
brancas podem ser leucécitos, neutrofilos, macrofagos ou linfécitos (Quintdo et al., 2017).

A CCS do leite sofre influéncia da producdo de leite, raca, clima, satde, ordem de
parto e estddio de lactacdo sendo que qualquer mudanca nas praticas de producéo,
condicdes climaticas e até mesmo situacdes estressantes pode contribuir para 0 aumento
das células somaticas (Alhussien and Dang, 2018).

Deste  modo, na inflamacdo intramamaéria, acompanhada de alteragdes
imunolégicas e patoldgicas no tecido da glandula, ocorre em diferentes graus de
intensidade e resulta em ampla gama de consequéncias em relacdo as alteraces fisicas,
quimicas e frequentemente microbioldgicas do leite secretado (Ezzat et al., 2014).

A presenga aumentada de células de defesa no leite € um indicativo de inflamagéo
intramamaria, e a contagem de células sométicas a partir de 200 mil CS/mL é considerada
inflamacéo do tecido mamario (Medeiros et al., 2011). A mastite na grande maioria dos
casos é a principal causa do aumento das células somaticas no leite (Quintdo et al., 2017).

Existem diversos tipos de microrganismos que podem ser a causa da inflamacgéo
intramamaria, até 0 momento s&o conhecidas mais de 200 causas infecciosas de mastite
bovina e os principais patdgenos em bovinos sdo Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus e Coliformes (Mesquita et al., 2019).

Existem dois tipos de mastite: a clinica e a subclinica. Sendo que na mastite clinica
0s sintomas podem ser visto a olho nu como alteragcbes no comportamento alimentar,
intumescimento, vermelhiddo do Ubere e dos tetos, além da presenca de grumos, mudanca

na coloragdo, presenca de pus ou sangue no leite, o aumento da CCS, o contetido
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bacteriano, 0 aumento de sal e a plasmina (enzima resistente a pasteurizacdo que destroi
a caseina, além de diminuir o teor de lactose, gordura consequentemente a reducdo da
qualidade do leite) (I1zquierdo et al., 2017).

A mastite subclinica € caraterizada por sintomas que nao sao perceptiveis no leite
e no Ubere, mas diminui 0 volume da producdo e aumenta a contagem de células
somaticas (Abebe et al., 2016). Est4 forma da doenca é considerada o tipo de mastite mais
importante economicamente por sua maior prevaléncia e efeitos de dano em longo prazo,
quando comparada com a mastite clinica (Mungube et al., 2005). As perdas da producgéo
por mastite subclinica podem chegar a 90%, desta forma, técnicas de rastreamento devem
ser incorporadas nos manejo de ordenha para diminuir e controlar o impacto da doenca
(Birhanu et al., 2017).

Segundo Alhussien and Dang, (2018) existem meios de reverter os danos causados
por estes fatores, boa nutri¢cdo junto com boa higiene podem diminuir a CCS, além de
aumentar a vida Util dos produtos e derivados do leite.

A deteccdo da doenca em estdgio subclinico € mais eficaz para prevenir a
ocorréncia da doenca do que a deteccdo em estagio clinico (Ruegg, 2017). Deste modo,
a CCS é uma medida utilizada para determinar a prevaléncia de mastite subclinica em
rebanhos leiteiros fornecendo o estado de saude da glandula mamaria. Uma vez que a
prevaléncia da doenga nos rebanhos leiteiros significa baixa producdo e baixa qualidade
do leite (Sumon et al., 2018).

Em diversos paises, inclusive no Brasil, a CCS tem sido utilizada como ferramenta
para monitorar a qualidade do leite e a prevaléncia de mastite em rebanhos leiteiros e €
usada como indicador geral de condi¢bes higiénico-sanitarias (Alhussien and Dang,
2018). Assim, no Brasil, o Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
criou uma Instrucdo Normativa (IN 76 de novembro de 2018) que estipula a Contagem
de Células Somaéticas no leite cru refrigerado, como meio de padronizar a qualidade do
produto, permitindo o resultado da média geométrica do trimestral de no méaximo 400 mil
CS/mL (quinhentas mil células por mililitro) (Brasil, 2018).

2.0 Antioxidantes
Antioxidantes sdo substancias quimicas que podem neutralizar os radicais livres
(ROS) que sdo produzidos continuamente no corpo. Os antioxidantes podem ser

classificados em enddgenos e exdgenos e tem como principal funcéo, impedir a formagéo
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descontrolada de ROS e espécies reativas de Oz, ou mesmo inibir a reagdo com as
estruturas bioldgicas (Khan et al., 2019b).

Dentre os antioxidantes, os naturais sdo: superdxido dismutase, a catalase e a
glutationa peroxidase e pequenas moléculas antioxidantes ndo enzimaticas, como
glutationa e vitaminas C e E (Yazdanparast & Ardestani, 2007). No leite, a quantidade de
antioxidante pode ser indicativa de qualidade, pois as estruturas celulares retardam a
lipoperoxidagéo (Castillo et al., 2013).

A oxidacao excessiva resulta em estresse oxidativo e pode danificar as proteinas,
DNA e lipidios que, consequentemente, provém de desequilibrio entre os sistemas de
defesa antioxidante e a formacdo ROS (Yazdanparast & Ardestani, 2007; Nita and
Grzybowski, 2016).

Os ROS compreendem em superdxido de radicais livres (02°), radical hidroxila
(OH") e oxigénio singlete (102), podendo também ser espécies de radicais ndo livres, o
peroxido de hidrogénio (H202) (Phaniendra et al., 2015). Quando a agdo dos radicais
livres é muito intensa ocorre alto grau de estresse oxidativo e se por um periodo
prolongado, ocorre danos as células e mudancas permanentes nas estruturas das
moléculas bioldgicas ativas e nos tecidos (Grazyna et al., 2017). Estas mudancas cessam
as fungdes bioldgicas das moléculas como proteinas, lipidios, DNA e ocasiona
perturbacdes no metabolismo celular (Droge, 2002; Valko et al., 2007).

A homeostase pré-oxidante e antioxidante do corpo humano tem forte aliado no
sistema de defesa, os antioxidantes do leite tem papel fundamental neste equilibrio e
podem ser classificados como lipofilicos e hidrofilicos, 0s quais sdo representados pelo
CLA, o-tocoferol, p-caroteno, vitaminas A e D3, coenzima Qio, fosfolipidios e os
antioxidantes hidrofilicos: proteinas, peptideos, vitaminas, minerais e oligoelementos

respectivamente, (Grazyna et al., 2017).

2.1. Carotenoides

Os carotenoides estdo entre os grupos de pigmentos naturais e comuns, uma vez
gue existem mais de 600 compostos diferentes caracterizados (Olson & Krinsky, 1995).
Dentre eles, destaca-se o f-caroteno (Stahl & Sies, 2003). Segundo Kiokias & Gordon,
(2004) o B-caroteno € o principal carotenoide da dieta, seguido por luteina, a-caroteno

criptoxantina e licopeno.
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Os carotenoides estdo presentes em todos 0s organismos capazes de realizar
fotossintese, embora estes ndo sejam sintetizados pelo corpo humano e pelos animais,
eles podem ser obtidos por meio da dieta (Stahl & Sies, 2003).

Nos animais os carotenoides estdo presentes nos tecidos e sangue desempenhando
a funcdo de foto-protecédo e também de precursor da vitamina A (Fiedor & Burda, 2014).

Na alimentacdo de ruminantes, a pastagem € a principal fonte de carotenoides, a
presenca destas substancias pode modificar a cor do leite e gorduras dos produtos lacteos
(Noziére et al., 2006).

O carotenoide mais importante na alimentacao de ruminantes € a pro-vitamina A
que ndo € sintetizada pelas plantas, e sim pelos precursores que sdo 0s proprios
carotenoides (Darwish et al., 2016).

A principal caracteristica dos carotenoides € a capacidade quimica e fisica de
inibir a atividade dos ROS e consequentemente o estresse oxidativo que resulta em
processos patogénicos, como doencas cardiovasculares, varios tipos de cancer ou doencas
neuroldgicas, bem como distirbios fotossensiveis ou relacionados aos olhos (Fiedor &
Burda, 2014).

Os carotenoides sdo moléculas lipofilicas com tendéncia a se acumular na
membrana celular (Khan et al., 2019b). Essa caracteristica é pelo polieno, elemento
principal do esqueleto dos carotenoides, que compreende uma série de duplas ligacGes
conjugadas (C = C), sendo também o responsavel pelas suas propriedades pigmentadas
(Young and Lowe, 2018).

O leite € um alimento propicio a sofrer lipoperoxidacao, principalmente quando
as vacas sao alimentadas com gorduras poli-insaturadas, pois as duplas ligacdes séo mais
suscetiveis a perdas de elétrons, desencadeando a lipoperoxidacdo (Ryan et al., 2006).
Diante disto, o uso de fontes de alimentos ricos em antioxidantes, ajuda no equilibrio
entre a formacdo de ROS e a capacidade antioxidante enddgena do animal, e os
anioxidantes séo transferidos ao leite e retardam a lipoperoxidagdo (Rafatowski et al.,
2014).

2.1.2 Polifendis
Com o intuito de melhorar as propriedades nutricionais e terapéuticas do leite e
derivados, plantas medicinais ricas em antioxidantes e compostos fendlicos naturais tém

sido empregadas na producdo de laticinios (EI-Sayed & Youssef, 2019). Os compostos
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fenolicos sdo fitoquimicos naturais da dieta e podem ser transferidos para o leite via
ingestdo de forrageiras incluidas na alimentacéo das vacas (Tsen et al., 2014).

Podem ser encontrados no leite quantidades considerdveis de compostos
fenolicos, como fenol, cresol, timol e carvacrol, estes podem desempenhar papel
significativo nas propriedades microbioldgicas e organolépticas do leite, além de ser
ingrediente funcional e nutritivo para a saide humana (Ertan et al., 2017).

De acordo com Cutrim & Cortez, (2018) os polifenodis podem ser classificados
pelo nimero dos anéis fendlicos presentes em sua estrutura e pelos componentes
estruturais que unem esses anéis, diferenciando as moléculas em éacidos fendlicos,
flavonoides, estilbenos e lignanas, contudo, o grupo comum destes compostos S&o oS
flavonoides. Os compostos fendlicos apresentam beneficios a salide que incluem efeitos
antitumorais, o anti-inflamatoério além de reduzir o desenvolvimento de espécies reativas
de oxigénio (ERO) em células (YYahfoufi et al., 2018).

Antioxidantes encontrados no leite ou adicionados ao leite podem reduzir a
oxidacdo dos compostos lipidicos, que ocorrem em consequéncia pela exposi¢do a luz,
ao calor, contaminacdo por ions metalicos ou atividade de enzimas pro-oxidativas, dessa
maneira, incorporar produtos naturais com propriedades benéficas, como a atividade
antioxidante na dieta de ruminantes, pode contribuir positivamente para a saude do

animal, do leite e beneficiar aqueles que consomem o produto (Cottica et al., 2019).

3. lodo

O iodo é um dos elementos minerais mais antigos com relagdo ao reconhecimento
de sua importéncia na satude humana e de animais. Sua classificacdo baseada no critério
quantitativo é de microelemento e baseado na funcdo bioldgica e de elemento essencial
(Wada, 2004) e pode ser volatilizado pela acdo da luz solar e do calor (Andrade, 2001).
O iodo ¢ relativamente raro, sendo a sua ocorréncia espalhada no ar (0,7 pg/mq), solo
(300 pg/kg), agua (5 pg/litro), agua do mar (50 pg/litro), corpo animal (0,4 mg/kg) sendo
encontrado em todos os tecidos e fluidos do corpo, provavelmente em todas as células,
mas, a maior concentracdo esta na glandula tireoide (Risher et al., 2001).

A concentracdo de iodo nas plantas depende da espécie, tipo de solo, aplicacéo de
fertilizantes no solo e das condicdes climaticas. Solos que apresentam alto teor de iodo,

como os solos aluviais e argilosos, geralmente produzem plantas ricas em iodo. Solos



17

derivados de granito apresentam baixos teores de iodo e o0 solo perto do oceano tende a
fornecer iodo adequado as plantas (NRC, 2001).

Algumas plantas Cruciferas brassicaceae apresentam substancias goitrogénicas,
como os glicosidios cianogénicos e esses compostos interferem na sintese e/ou secre¢édo
de horménios tiroidianos e podem ser encontrados em alguns alimentos com soja crua,
milho, trevo branco e milheto e uma vez ingeridas sdo metabolizadas em tiocianato a
isotiocianato e esses compostos alteram o transporte de iodeto através das membranas de
células foliculares da tireoide reduzindo a retencdo de iodeto, este efeito antinutricional
pode ser reduzido com o suplemento do iodo na dieta até certo ponto (Laurberg et al.,
2002).

O método de iodacdo de sais para prevencao do bocio, que é um aumento da
glandula tireoide normalmente causado por deficiéncia de iodo foi sugerido inicialmente
em 1831 e sua adocdo profilatica em 1924 reduziu a ocorréncia de bocio de 38,6% para
9%, apds 5 anos de consumo de sal iodado (Gonzélez et al., 2001). Desde entdo, alguns
paises adotaram como medida profilética o uso obrigatorio de sal iodado.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) revisou os teores de iodo
adicionados ao sal destinado ao consumo humano e estabeleceu que a partir de abril de
2013, o sal comercializado no Brasil deve conter ente 15 e 45 mg/kg de iodo e ndo mais
entre 20 e 60 mg/kg de iodo (Anvisa, 2013).

Os 6rgaos de saude recomendam a ingestdo de iodo diaria de acordo com a faixa
etaria (Tabela 3).

Tabela 3: Recomendacdo de ingestdo de iodo por dia de acordo com a faixa etéria.

Idade IOM pg/dia OMS ug/dia
0 — 12 meses 110 - 130 -

1 -8 anos 90 90

9 -13 anos 120 120
Acima de 14 anos 150 150
Gréavidas 220 250
Lactantes 290 250

Fonte: Who/Unicef, (2007); Efsa, (2014); Lima and Navarro,( 2018).
De forma geral, as dietas normalmente consumidas por seres humanos séo capazes

de suprir aproximadamente 1.000 pg/dia de iodo, e teoricamente ndo seria prejudicial


https://www.google.com/search?sxsrf=ALeKk00VAb53HU7CCO12XJ30cOcHeaAkpg:1585330989354&q=plantas+cruciferas+brassicaceae&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjwuuKTmrvoAhXGMd8KHRSpB_IQBSgAegQICRAq
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para os adultos que possuem maior tolerancia a ingestao diaria de iodo (1.100 pg/dia)
(Castro et al., 2010). Todavia, isto passa a ter maior relevancia quando se trata da nutricdo
infantil cujos limites de ingestdo de iodos sdo bem menores (200 pg/dia para criangas de
até um ano de idade e 300 pg/dia para criancas de oito anos de idade) (Who/Unicef, 2007).

Em relacdo a presenca de micronutrientes, o leite é considerado importante fonte
de iodo (Dahl et al., 2003; Schone & Rajendram, 2009). O iodo contido no leite bovino
tem como principal origem a dieta do animal. Estima-se que entre 70 e 90% do iodo
ingerido pelas vacas é absorvido, e a maioria do iodo que nao é captado pela glandula
tireoide é excretada via urina (Miller et al., 1975). E, também que a transferéncia de iodo
da dieta para o leite é na ordem de 20%, dependendo da quantidade de alimento
consumido pelo animal (Kaufmann & Rambeck, 1998; Norouzian, 2011).

A quantidade de iodo na alimentacdo animal e os niveis de tolerancia pelos
animais se baseia nos sinais clinicos de intoxicacdo, no entanto, a maioria dos animais
toleram altas concentragdes de iodo na dieta em relacéo as exigéncias, conforme o (NRC
2001) os niveis maximos de iodo toleravel sdo de 50 mg/kg da dieta, sendo que essa
concentracdo pode resultar em niveis indesejados de iodo no leite.

Nos mamiferos, aproximadamente 80% do iodo total é metabolizado pela
glandula tireoide e o restante é encontrado em outros tecidos (Kaufmann & Rambeck,
1998).

Os teores minimos de iodo no suplemento mineral de bovinos leiteiros em lactacéo
é de 40 mg/kg de produto final, contudo vacas alimentadas com suplementos contendo
40 mg/kg de iodo apresenta concentracdo de 8 pL/L no leite (NRC, 2001).

Os efeitos da suplementacdo com iodo na dieta de vacas leiteiras e da desinfeccéo
dos tetos com solucdes contendo diferentes concentraces de iodo sobre a concentragédo
de iodo no leite foi estudada por (O’Brien et al., 2013) e 0s autores observaram que tanto
a suplementacdo quanto a desinfeccdo dos tetos influenciaram na concentracdo deste
mineral no leite, os autores relataram ainda que houve aumento na concentracdo de iodo
no leite de 217 pg/kg no grupo de animais em que ndo houve suplementagéo alimentar
ou desinfecgédo dos tetos para mais de 1.000 pg/kg em relacdo ao grupo de animais que

foi suplementado.
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3.1 Metabolismo do lodo - Sintese e secrecdo dos hormonios da tireoide

A tireoide possui um mecanismo de captura de iodo eficiente, normalmente
mantém um gradiente de 100:1 entre o conteido de iodo das células da tireoide e o iodo
extracelular (Ahad & Ganie, 2010).

A glandula contém diversos foliculos, revestidos por células foliculares que
repousam sobre uma membrana basal e esses foliculos séo preenchidos por um material
claro e viscoso chamado de coloide (Figura 3). Esse coloide consiste em uma
glicoproteina chamada tireoglobulina (Tg) que funciona como precursora, agindo como
pré-horménio na sintese de T3 e T4 (Ahad & Ganie, 2010).

A Tg é secretada no limen dos foliculos e apresenta em sua composi¢do 115
residuos de tirosina, que sdo sitios potenciais de ligacdo para a adi¢do de iodo, a maior
parte de iodo dessa molécula se encontra ligada a precursores inativos: monoiodotirosina
(MIT) e diiodotirosina (DIT) e a menor parte ligada a residuos de iodotironil, T3 e T4
(Lunardelli, 2007).
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Figura 3: Esquema de um corte histologico da tireoide com algumas estruturas

identificadas. Fonte: http://lab-siviero.icb.usp.br

Os hormoénios da tireoide sdo os Unicos que contém iodo em sua composicao,
sendo assim, um oligoelemento indispensavel no metabolismo dos hormdonios
tireoidianos, contudo o iodo compreende 65% do peso do T4 e 58% do peso do T3 (Figura
4) (Morse, 2012).
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Figura 4: Estrutura quimica dos horménios da tireoide e seus compostos precursores.
Fonte: Adaptado de Rodrigues (2004).

A secre¢do dos hormonios tireoidianos é regulada pela hipéfise através do TSH

que opera em mecanismo de feedback voltado para o nivel de T4 no sangue. No entanto,

quando ocorre uma queda no nivel de T4 a hipdfise é estimulada a aumentar a secrecéo

de TSH, que por sua vez estimula a tireoide a liberar T4 na circulacdo para manter o nivel

normal do hormdnio no sangue (Mezzomo & Nadal, 2016; Pirahanchi and Jialal, 2018)

O metabolismo do iodo e a sintese dos hormonios tireoidianos consistem nas

seguintes etapas (Figura 5).
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O NIS é um symporter que transloca ambos os substratos (Na* e )
simultaneamente na mesma direcdo utilizando da for¢a motriz gerada pela bomba de
Na*/K*ATPase (Riedel et al., 2001; Carvalho & Ferreira, 2007).

A sintese e secrecao da Tg € 0 segundo passo € ocorre por processo independente
dentro da célula folicular comecando no reticulo endoplasmatico rugoso como unidade
peptidica, a molécula se encontra contida em pequenas vesiculas que se movem na
direcdo da superficie apical da membrana plasmética antes de ser liberada na luz folicular
(Ahad & Ganie, 2010).

No interior da célula o iodeto se difunde, conforme o gradiente eletroquimico em
direcdo a superficie apical da membrana plasmatica para o espaco luminal (Vaisman et
al., 2004). Esse transporte acontece por uma proteina transportadora de iodeto/cloreto,
independente de sodio chamado pendrina (Pendrin), diante disso o iodeto (I) é
imediatamente oxidado em iodo (I) (Bizhanova & Kopp, 2009). Esta etapa ocorre
seguindo pela organificacdo da Tg (Sendeski, 2011). A organificacdo do iodo a molécula
de Tg depende da oxidacao prévia do iodeto catalisada pela TPO na presenca de peroxido
de hidrogénio (Vaisman et al., 2004).

A iodinacdo ocorre primeiro na terceira posicdo da Tg para formar
monoiodotirosina (MIT) e em seguida na quinta posi¢éo para formar diiodotirosina (DIT)
(Di Jeso & Arvan, 2016). A iodacdo da tirosina € seguida da reacdo de acoplamento de
duas moléculas DIT que se unem e formam o tiroxina (T4), e quando uma molécula de
MIT e uma de DIT se unem e formam a triiodotirosina (T3), essa reacdo é catalisada pela
tireoperoxidase (TPO) (Mansourian, 2011).

Logo em seguida, por um processo facilitado pela megalina, o coloide contendo
Tg iodada sofre endocitose, passando para o limen da célula na forma de goticulas e entra
no citoplasma se movendo na direcdo da membrana basal, provavelmente através de
microtubulos ou microfilamentos e se fundem com as vesiculas dos lisossomos que
contém enzimas proteoliticas (Marind & Mccluskey, 2000).

Segundo Rousset et al., (2015) a protedlise de Tg ocorre em duas etapas
sequenciais; as clivagens precoces e seletivas para liberar residuos (T3 e T4) e a protedlise
atrasada e completa, entretanto estes processos ocorrem para 0 processo enzimatico
digerir a molecula de Tg e liberar T4, T3, DIT e MIT no citoplasma. Apoés a digestdo da
Tg, T4 e T3 devem passar dos compartimentos lisossdmicos para o citoplasma e do

citoplasma para fora da célula para entrar na circulacdo (Mansourian, 2011). Acredita-se
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que os horménios da tireoide séo liberados por difusdo simples dos tiredcitos (Rousset et
al., 2015).

Os precursores DIT e o MIT sédo rapidamente deiodados pela enzima desiodinase
e ocorre a recuperacdo do iodeto para a reciclagem junto com a tirosina (Ahad and Ganie,
2010).

Na corrente sanguinea, T4 e T3 podem circular na forma ligada ou livre porém,
99% de T4 e T3 circulam na forma ligada, menos de 1% circula na forma livre (Ladenson,
2012). Os horménios da tireoide podem atender as exigéncias do corpo por até trés meses,
ja que eles sdo armazenados nos foliculos da glandula tireoide na forma de coloides por
um tempo prolongado (Toda et al., 2011).

Enquanto a maior parte do iodo esta concentrada na tireoide, o iodo ndo hormonal
é encontrado em varios tecidos corporais, como glandulas mamarias, glandulas salivares,
olhos, mucosas gastricas e colo do Utero (Porterfield, 2000).

A acumulacdo de iodo na glandula mamaria desempenha papel importante no
desenvolvimento do feto, do neonato e exerce fungdo antioxidante (van Der Reijden et
al., 2017).

Na presenca do perdxido de hidrogénio e peroxidase, o iodo atua como doador de
elétrons diminuindo o dano por radicais livres de oxigénio (Esquema 1) (Ahad & Ganie,
2010; Venturi & Venturi, 2014).

21" —I2+2 (eletrons)=-0,54 Volt;
2I"+Peroxidase+H,0,+2 Tirosina—2 Iodo —Tirosina+H,0 2 e- (antioxidantes);
2 e+ H,0, +2 H+(solugdo aquosa intracelular)—2 H,O
Esquema 1: Mecanismo bioquimico antioxidante proposto para iodetos. Adaptado de
(Venturi &Venturi, 2014).

Além dessas funcdes, o iodo desempenha papel imunolégico (Esquema 2) (Bilal
etal., 2017).
21" +Peroxidase + H,O, + Tirosina, Histidina, Lipidios, Carbonos —
— Jodo-composto + H,O + 2 e- (antioxidantes)

Iodo composto: lodo-Tirosina, lodo-Histidina, lodo-Lipidios, lodo-Carbonos.

Esquema 2: Mecanismo bioquimico antioxidante proposto para iodetos. Adaptado de
(Venturi & Venturi, 2014).
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3.2 Deficiéncia e Excesso de iodo

Quando hé iodo insuficiente na dieta, a producao de tiroxina diminui, aumentando
a glandula tireoide, fenbmeno conhecido como bocio endémico e € causado pela
hipertrofia compensatdria da glandula, visualmente o sintoma de deficiéncia se manifesta
com um inchaco (Knobel & Medeiros-Neto, 2007).

Além dessa particularidade sintomatoldgica, outros possiveis problemas podem
surgir como estro suprimido ou irregular. No macho, a fertilidade pode ser reduzida
(Mohamed & Salwa, 1999). A anormalidade reprodutiva é uma das consequéncias mais
notaveis da reducdo da funcao tireoidiana (NRC, 2001) nos animais, 0s reprodutores
geram crias sem pelo, fracos ou mortos além do desenvolvimento cerebral prejudicado.

Algumas doencas séo provocadas pela deficiéncia do iodo no organismo, que pode
provocar retardo mental grave e irreversivel, surdo-mudez em criancas e anomalias
congénitas. No entanto, para minimizar e até mesmo reparar a causa de doencas ligadas
ao iodo, & quantidade do nutriente tem sido revista ao longo dos anos, em virtude das
mudangas no padrdo de alimentacdo dos brasileiros, pois 0 excesso deste nutriente

também pode trazer danos a saude (Anvisa, 2013).

4.0 Antibacterianos
O leite é um alimento delicado e altamente perecivel tendo suas caracteristicas
fisicas, quimicas e bioldgicas facilmente alteradas pela acdo de microrganismos e pela
manipulacdo a que é submetido (Oliveira et al., 2015). Outro problema recorrente que
vem sendo noticiado é a adulteracdo do leite pela adicdo de substancias ilegais e, em
alguns casos, a constatacdo da presenca de contaminantes que oferecem riscos a salde
humana como residuos de antibidticos, produtos quimicos e outros (Fischer et al., 2011).
Vale ressaltar que em qualquer sistema convencional de criacdo de animais, a
utilizacdo de drogas veterinarias de forma profilatica ou terapéutica é necessaria (Landers
et al., 2012). Todavia, na pratica muitos abusos no uso de farmacos sdo observados.
Muitas situagdes de uso indiscriminado de antibioticos fazem com que os microrganismos
desenvolvam resisténcia aos mesmos, fazendo com que percam sua eficacia (Who, 2018).
Assim, como para outras substancias, os farmacos sdo absorvidos para a corrente
sanguinea e podem alcangar a glandula mamaria e serem excretado via leite. Quando

humanos ingerem leite com residuos de antibioticos, por exemplo, passa-se a desenvolver
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resisténcia e em momentos de necessidade de uso deste tipo de medicamento de forma
terapéutico o efeito ndo € alcancado (Aarestrup & Wegener, 1999).

Na pecuaria leiteira, os antimicrobianos sdo usados mais frequentemente no
tratamento de doencas relacionadas com a glandula mamaria, na maioria das vezes 0 uso
é no tratamento de mastite e também no processo de terapia da vaca seca (Scherpenzeel
etal., 2016).

A terapia da vaca seca consiste numa alternativa na reducdo de gastos no
tratamento de mastite, usando medicamentos no inicio do periodo de secagem do leite,
ou seja, no final da lactacéo, essa técnica tem sido uma alternativa no controle de mastite
subclinica promovendo a cura de infecgdes mamarias pré-existentes no momento da
secagem, assim como previnir novos casos de infecc¢des no retorno da lactagéo (Bhutto et
al., 2011).

O uso de antimicrobiano tem sido utilizado de forma indiscriminada, tanto para
fins profilaticos como para tratamentos. Estes procedimentos acarretam o acumulo de
residuos de antimicrobianos no leite, representando risco aos consumidores e problema
de salde publica (Nascimento et al., 2001).

O actmulo de residuos de antimicrobinaos no leite € decorrente de uso abusivo e
inadequado da medicacdo, ndo s6 como o desrespeito ao periodo de caréncia do
antimicrobiano de acordo com as recomendacgdes de descarte do fabricante, quanto a
retencdo prolongado de alguns principios (Martins et al., 2016).

Estudos recentes mostram que grande parte de produtores quando fazem uso de
medicamentos para tratamento de vaca seca ou para mastite usam o periodo de descarte
curto, por volta de 3 a 5 dias, no entanto, 0 mais indicado seria periodos mais prolongados
de descarte. Resultados positivos de antimicrobianos no leite devem servir de alerta para
o produtor, ja que o leite contaminado pode acabar sendo incorporado junto ao leite isento
de antimicrobianos (Estevao Neto et al., 2015).

Os antibidticos como sdo comumente conhecidos o0s antimicrobianos,
compreendem em variedade de compostos, podem ser naturais e semissintéticos,
apresentam propriedades antibacterianas e se dividem em cinco classes: B-lactdmicos
(penicilina e cefalosporina), tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e anfenicois
(Kennedy et al., 1998).

Nos Estados Unidos (EUA), aproximadamente, 16% de todas as vacas de leite,

recebem antibioticoterapias no tratamento de mastite clinica todo ano, e praticamente
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todas as vacas leiteiras, apos a lactacdo, recebem dose de antibidtico intramamario como
profilaxia para previnir e controlar futuras infec¢fes, sendo que os principais farmacos
empregados sdo as penicilinas, cefalosporinas, ou outros farmacos p-lactamicos (Landers
etal., 2012).

Os antibidticos mais frequentemente utilizados nos tratamento de mastite em
rebanhos leiteiros no Brasil sdo do grupo dos B-lactdmicos, como a penicilina G, as
cefalosporinas e a ampicilina, como também amoxicilina e neomicina (Tomazi & Santos
2020) e 0 uso excessivo desses medicamentos tem causado resisténcia as principais cepas
bacterianas causadoras da mastite, além de deixar residuos no leite (Tomazi et al., 2019).

Navréatilova et al. (2011) analisaram o contedo de residuos de antibidticos no
leite cru e observaram que o mais encontrado frequentemente foi enrofloxacina e o seu
residuo indicador, a ciprofloxacina. Um controle eficiente dos residuos de medicamentos
veterinarios, especificamente, os antibidticos no leite sdo muito importantes para garantir

a seguranca do consumidor e a qualidade do leite e seus derivados.
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111 OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Diagnosticar em propriedades leiteiras fatores que influenciam a qualidade do
leite com o propdsito de buscar um leite naturalmente enriquecido com compostos
nutracéuticos, principalmente, como os acidos graxos da familia dos 6mega 3, dmega 6,
e acido linoleico conjugado (CLA) e os polifendis como antioxidantes.
Consequentemente, identificar sistemas de producdo com os melhores componentes
fisico-quimicos do leite, além de compreender as fontes e fatores de contaminagdo do
leite com iodo por préaticas higiénicos-sanitarias realizadas no processo diario da

producdo de leite, além da contaminagdo por antimicrobianos.

Obijetivos especificos:

Capitulo IV: Estudar e avaliar a influéncia do uso de solu¢es com iodo no pré-dipping e
no pés-dipping sobre a concentracdo de iodo no leite e na urina e sobre 0s niveis séricos

dos hormonios tireoidianos.
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Capitulo V: Conhecer a concentracdo de iodo no leite produzido em algumas
propriedades leiteiras em diferentes regides do estado do Parand, avaliar os fatores que
contribuem com as concentragdes de iodo no leite cru armazenado nessas propriedades
rurais e avaliar a qualidade do leite em relacdo aos componentes quimicos, antioxidantes

e acidos graxos.

Capitulo VI: Investigar a existéncia de contaminacdo do leite por residuos de
antimicrobianos. Identificar e quantificar esses residuos e detectar a fonte de origem da
contaminacéo do leite.



IV — Alteracdo da concentracgdo de iodo do leite, por uso de agentes iodados
durante a ordenha

Change in the iodine concentration in milk by using iodized agents during milking

(Journal of Dairy Science)

RESUMO

Objetivou com este estudo avaliar e estudar o uso de solu¢ées com iodo no pré-dipping e
po6s-dipping na concentracdo de iodo no leite, urina e sobre os niveis séricos dos
horménios tiroidianos de vacas da raca Holandés. A pesquisa foi realizada na Fazenda
experimental da Universidade Estadual de Maringa, em quadrado latino 4x4, com quatro
vacas multiparas, produzindo média de 18 kg de leite, em sistema tie-stall. As solucGes
experimentais foram: clorexidina (controle), 0,5%; 1% e 2% de iodo. O iodo do leite, das
dietas e da urina foram analisados por extracéo acida, seguindo de oxirredugio entre Ce**
e AS *" e a leitura realizada em microplaca — ELISA. As analises dos hormonios séricos
T3 e T4 foram realizadas por kit comercial e analisados através de imunoensaio de
microparticulas por quimioluminescéncia. A composicdo do leite foi analisada por
absorcéo diferencial de ondas infravermelhas e a CCS por citometria de fluxo. A analise
estatistica foi realizada no programa SAS, usando o modelo misto (PROC MIXED) por
meio de andlise de regressdo, mas o (PROC CORR) com 5% de significancia. Observou-
se que houve diferenca linear quando se usou de diferentes concentragdes de iodo na
solucdo no pré e pds-dipping no leite. Ndo houve diferenca para urina e horménios sericos
T3 e T4. Houve correlacdo positiva entre o iodo da dieta com o do leite. O uso de iodo na
solugdo pré e pos-dipping influéncia na concentracdo de iodo do leite. J& o perfil dos
horménios, excrecdo de iodo pela urina e a composi¢do quimica do leite ndo foram
afetados pelos niveis de iodo das solugdes desinfetantes.

Palavras-chave: Ordenha, pré-dipping, horménios tiroidianos, urina, composic¢éo do leite

ABSTRACT
The aimed of this study was to evaluate and study the use of iodine solutions in pre-
dipping and post-dipping in the iodine concentration in milk, urine and on the thyroid
hormones serum levels in Holstein cows. The research was carried out at the
experimental farm of the State University of Maringa, in a Latin square 4x4, with four
multiparous cows, producing an average of 18kg of milk, in a tie-stall system. lodine from
milk, food and urine were analyzed by acid extraction, followed by oxi-reduction between
Ce4 + and AS 3+ and the reading performed on a microplate - ELISA. The analysis of
serum hormones T3 and T4 were performed by a commercial kit and analyzed using
microparticle immunoassay by chemiluminescence. The milk composition was analyzed
by differential absorption of infrared waves and CCS by flow cytometry. Statistical
analysis was performed in the SAS program, using the mixed model (PROC MIXED) by
means of regression analysis, but the (PROC CORR) with 5% significance. It was
observed that there was a linear difference when using different iodine concentrations in
the solution in the pre and post-dipping in milk. There was no difference for urine and
serum hormones T3 and T4. There was a positive correlation between food iodine and
milk, however it was not linear. The use of iodine in the pre- and post-dipping solution
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influences the iodine concentration in milk. The hormone profile, iodine excretion status
in urine and the milk chemical composition were not affected by the iodine levels of
disinfectant solutions.

Keywords: Milking, pre-dipping, thyroid hormones, urine, milk composition.

INTRODUCAO
O agronegdcio tem grande importancia econdmico-social no Brasil (Bankuti et

al., 2017). O mercado do leite e derivados € abastecido por uma extensa e complexa
cadeia de valor que gerou a cerca de R$ 67 bilhdes de reais em 2017. Presente em, 99%
dos municipios brasileiros, em 2019, a producdo brasileira de leite inspecionado foi de
24,4 bilhdes de litros (IBGE, 2019; Embrapa 2019). A producéo de leite cresceu 78%
nos Gltimos cinco anos e empregou mais de 4 milhdes de trabalhadores rurais e pouco
mais de 1,3 milhdes de produtores (Embrapa, 2019).

A busca pelo aumento da produtividade animal e atendimento das exigéncias
sanitarias no Brasil, tem demandado aos produtores de leite a adocao de rigidos controles
no sistema de producdo e em seus animais, especialmente, em relagdo a satde da glandula
mamaria (Izquierdo et al., 2017).

A baixa qualidade do leite tem sido correlacionada com falhas nas préticas de
higiene no processo de ordenha (Vissers and Driehuis, 2009; Picinin et al., 2019). Assim,
a busca pela adequacdo sanitaria tem contribuido com o aumento na utilizacéo de solugdes
desinfetantes, com o objeto de prevenir e reduzir a ocorréncia de mastite em vacas
leiteiras.

Neste sentido, a assepsia do teto com solugdes a base de iodo é bastante comum e
tem, de fato sido apontada como préatica que reduz a ocorréncia de mastite (Rasmussen
and Petersson, 1991; Galton 2004; Ouattara 2013). Contudo, o iodo pode ser um problema
se estiver presente em concentragdes elevadas (Castro et al., 2012; USDA, 2015).

A exposic¢éo ou ingestdo de iodo fora dos limites pode ser aceita pelo organismo,

contudo, alguns individuos apresentam ser mais suscetiveis, dentre eles os que possuem
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alguma doenca na tireoide, pacientes com fatores de risco, idosos, criancas, fetos e recém-
nascidos pode desenvolver disfuncdo induzida por iodo, como hipotiroidismo ou
hipertireoidismo (Leung and Braverman, 2014).

O'brien et al. (2013) relataram que os efeitos da desinfeccdo dos tetos com
solucdes com diferentes concentracdes de iodo e da suplementacdo com iodo na dieta de
vacas leiteiras influenciam a concentracdo deste mineral no leite. Na urina, o iodo tem
sido utilizado como indicador de ingestao de iodo (Who/Unicef, 2007).

O iodo desempenha importante funcdo no metabolismo e esta ligado diretamente
a formacdo dos horménios da tireoide que tem papel fundamental no metabolismo dos
macronutrientes, como também no desenvolvimento de varios 6rgdos e crescimento e
sintese hormonal dos hormonios T3 e T4 da tireoide (Diaz Gonzélez, 2001).

Diante disso, buscou-se avaliar, 0 uso de solu¢des com iodo no pré-dipping e no
po6s-dipping sobre a concentracdo de iodo no leite e na urina e sobre 0s niveis séricos dos

horménios tiroidianos, a composicao do leite e CCS.

MATERIAL E METODOS

Local e Experimento:

O experimento foi realizado no setor de bovinocultura leiteira na Fazenda
Experimental de Iguatemi - FEI da Universidade Estadual de Maringa, localizada a 550 m
de altitude na Latitude 23° 25* 0.0” S e longitude 51 ° 57’ 0.0”, com média anual de
pluviosidade de 1297 mm. A proposta experimental foi submetida & Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) e foi aprovada

e protocolada sob o CEUA n°® 5899220217.

Animais e Delineamento experimental

Os animais utilizados no protocolo experimental foram quatro vacas multiparas,

da raca Holandés pesando aproximadamente 566+64 kg, com aproximadamente 120£20
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dias de lactacdo e lactacdo media de 18 kg. Os animais foram alojados no sistema “tie-

stall” em baias individuais. O manejo de ordenha foi realizado duas vezes ao dia, sendo

a primeira ordenhas as 6 horas e a segunda as 15 horas.

A dieta das vacas foi ajustada de segundo o (NRC, 2001) em uma dieta total

misturada na proporc¢éo 60:40, composta por silagem de milho e racdo concentrada a base

de milho, farelo de soja, triguilho, premix vitaminico e mineral (5%) (Tabela 1).

Tabela 1: Dieta total misturada.

Ingredientes

(o/kg de MS)

Silagem de milho 600,0
Milho moido 202,8
Farelo de soja 165,2
Melaco P6 5,0
Suplemento mineral e vitaminico 22,0
Calcario 5,0
Nutrientes

Matéria seca (g/kg de MN) 453,0
Matéria organica (g/kg de MS) 934,0
Proteina bruta (g/kg de MS) 145,0
Extrato etéreo (g/kg de MS) 27,80
Fibra em detergente neutro (g/kg de MS) 332,0
Carboidratos nédo fibrosos (g/kg de MS) 427,0
Nutrientes digestiveis totais (g/kg de MS) 694,0
lodo da silagem de milho (mg/kg de MS) 30,88
lodo do concentrado (mg/kg de MS) 39,01

Os animais foram distribuidos aleatoriamente de acordo com os tratamentos

(concentracdo de iodo no pré-dipping e pés-dipping), em um quadrado latino 4x4 com

quatro periodos de 21 dias e 14 dias de adaptacdo. Os tratamentos foram: 0,5%; 1%; 2%

de iodo, respectivamente e controle com clorexidina (Prima Contact®; G3
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Quimica. Lajeado/RS — Brasil), as concentrac6es de 0,5% e 1% de iodo foram baseadas
nos produtos comerciais vendidos no mercado e 2% valor extrapolado.

Os sanitizantes de 0,5%, 1% e 2% foram preparados a partir de uma solucéo de
iodo 10%Vansil® (Vansil Saude Animal; Descalvado — Sp), composicdo: iodo (9,759)
+ iodeto de potassio (2,209) + glicerina bi-destilada (Zafalon et al., 2008).

No manejo de ordenha, os tetos das vacas foram lavados com agua corrente e
secados com papel toalha somente quando estavam sujos de barro. O teste de mastite
clinica foi realizado com 0 uso da caneca de fundo preto e a antissepsia “pré-dipping”
realizada com os respectivos tratamentos experimentais com o auxilio de um aplicador
tipo copo, em que o teto foi imerso por completo na solucédo desinfetante e apo6s 30 s foi
feita a remocdo do excesso de produto com o uso do papel toalha (Zafalon et al., 2008).

Apds 0 manejo de higienizacdo dos tetos, o conjunto de teteiras foi acoplado para
a completa e ininterrupta retirada do leite. Apés a ordenha, realizou-se o pés-dipping com

as solucBes experimentais com as mesmas concentracdes.

Coleta de alimentos e analise de alimentos

As amostras de silagem e racdo concentrada foram coletadas no dia 17 do periodo
experimental em uma coleta homogénea, resultando em uma Unica amostra por
animal/tratamento/periodo.

Esta amostra foi congelada em ultra freezer -80°C para posterior analise
bromatoldgica e de iodo (AOAC, 1990). As amostras de concentrados, silagem de milho
e sobras foram analisadas quantos aos teores de matéria seca, matéria inorganica,
nitrogénio total proteina bruta, extrato etéreo, fibra em detergente neutro, fibra em

detergente acido (AOAC ,1990).
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A concentracdo de iodo das amostras de alimentos foi determinado baseado na
técnica de Sandell and Kolthoff (1937), por meio de extracdo acida seguindo de uma
reagdo de oxirreducéo entre Ce** e AS®* fundamentada na metodologia de Hedayati et al.

(2007).

Coleta e analise de sangue

O sangue foi coletado em duplicata em tubos Vacutainer® de 10 mL. contendo
heparina (Vaculplast® Cotia/SP — Brasil) no dia 19 do periodo experimental. Para a
separacdo do plasma o sangue foi centrifugado 3000 rpm por 10 minutos a 15°C
armazenado em eppendorf e congelados a -80°C para andlise de T3 e T4 total (Schone
and Rajendram, 2009). As analises de T3 e T4 foram realizadas usando kit comercial
(Architect Total T3 e Architect Total T4, Abbott Laboratories® (Abbott Laboratérios Do
Brasil LTDA,; Cidade Monc0es - Sdo Paulo/SP- Brasil) para analise de imunoensaio de

microparticulas por quimioluminescéncia (Refsal etal., 1984; Schone et al., 2009).

Coleta e analise de urina

Foram coletadas 150 mL de urina de cada vaca no 20° dia de cada periodo para
analise de iodo. As amostras foram congeladas em freezer -18°C para serem analisadas
posteriormente (Moxon and Dixon, 1980; Mehdi Hedayati et al., 2007).

Para a analise, as amostras de urina foram descongeladas em banho-maria em uma
temperatura entre 36°C a 38°C. e em seguida o iodo foi determinado por meio de extracéo
acida seguindo de uma reacio de oxirreducéo entre Ce** e AS** baseada na metodologia

de Ohashi et al. (2000).

Coleta e analise do leite

As amostras de leite foram coletadas por meio de uma amostra composta com 0
leite colhidos dos ultimos 3 dias (19 a 21) para analise de iodo, de composi¢éo quimica e

CCS.
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O leite foi coletado de cada animal em frascos de 100 mL, em cada amostra por
animal/tratamento/periodo para a analise de iodo, composicdo e CCS e a amostra
composta foi congelada em ultra freezer a -80°C. Para analise de composicao quimica do
leite, 0 mesmo foi armazenado em frascos contendo conservante bronopol.

Para a anéalise, as amostras de leite foram descongeladas em banho-maria em uma
temperatura entre 36°C a 38°C. Em seguida o iodo foi determinado por meio de extracéo
acida seguindo de uma reacdo de oxirreducéo entre Ce4+ e AS3+ baseada na metodologia
de Hedayati et al. (2007) com modificacdes, em que a solucao de digestdo foi substituida
por acido nitrico e a temperatura maxima do bloco foi de 150°C.

Uma aliquota de 50 pl de amostra de leite cru foi adicionada em tubos de digestao,
com dimensdes de 25 x 250 mm mais 2000 pul de HNO3, apds os tubos serem tampados,
eles foram colocados no bloco digestor e a temperatura foi elevada a cada 50°C e
permanecendo por 30 minutos em aquecimento até completar 150°C, deste modo
continuando entdo por 1 hora em digestdo. Ao finalizar o processo de digestdo, por
seguranca as amostras ficaram arrefecendo na capela.

Em seguida, para a reacao de oxirreducdo, 50 ul da solucdo digerida foi adicionada
nos pocos de microtitulacdo em placas de poliestireno com 96 pogos em quadriplicada.
Mais 100 pl de &cido arsenioso foi adicionado e por Gltimo 50 pl de solu¢do de aménio
cério com auxilio de uma pipeta multicanal foi rapidamente adicionado.

As amostras foram lidas em 405 nm ap6s 20 min de incubag¢do em um leitor de
microplaca (Molecular devices — Versa max, tunnable, LabCommerce, INC. ™; San Jose,
CA- EUA).

A curva de calibragdo foi preparada a partir de uma solucdo estoque de 1000
pg/mL de iodeto de potassio (1K) com concentrac@es: zero; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75 e 1

pug/mL, respectivamente, e o branco foi agua ultrapura Milli-Q (Ohashi et al., 2000;
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Hedayati et al., 2007; Benkhedda et al., 2009). O coeficiente de linearidade para a
regressao das médias logaritmicas de absorbancia entre o ponto zero e 1 pg/mL foi de R2
=0,9941. E o limite de deteccéo calculado pela equacdo LD = DP*3/inclinagéo da curva
foi de 0,12 pg/mL (Ohashi et al., 2000; Sobrinho et al., 2008).

A coleta de leite para a analise quimica e CCS foi realizada em frascos de 40 mL
contendo conservante Bronopol formando uma amostra composta representativa a
producdo diaria.

Os teores de gordura, proteina, lactose e extrato seco desengordurado (ESD) e
nitrogénio-ureico foram determinadas por espectrofotdmetro (Bentley 2000; Bentley
Instrument, Inc., Chaska, MN, EUA) e a contagem de células somaticas foi obtida por
meio de um contador eletrénico (Somacount 500®, Chaska, MN, EUA) (Voltolini et al.,
2001), realizados pelo laboratorio de controle leiteiro da Associacdo Paranaense dos

Criadores de Rebanho Bovino da Raca Holandesa, localizado em Curitiba, PR.

Anédlise Estatistica

O delineamento experimental utilizado foi um quadrado latino 4 x 4, composto
por 4 vacas, 4 periodos e 4 niveis de iodo em solucdo pré-dipping e pos-dipping.
As variaveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia segundo modelo
estatistico:

Yijk =p+ai + Tj + Bj + eijk,

em que: Yijk = varidveis observadas, 1 = média geral; ai = efeito do animal i, variando
de 1 a 4; Tj = efeito do periodo j, variando de 1 a 4; Bj= efeito dos niveis de iodo (produto)
k, variando de 1 a 4; eijk = erro aleatorio.

Todos os efeitos foram considerados fixos, exceto o efeito de animal que foi
aleatorio. As diferencas entre as medias dos tratamentos foram determinadas pelo teste

de Tukey considerando (a = 0,05) de significancia.
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A concentracdo de iodo no leite, urina e hormonios tiroidianos T3 e T4 foram
avaliadas usando o modelo misto (proc MIXED), por meio de andlises de regressao linear
(a=0,05). Ja arelagdo do iodo dos alimentos e os parametros sanguineos, do leite e urina
foram correlacionados com o pacote (proc corr), ambas analises foram realizadas com o
auxilio do programa SAS (Statistical Analysis System, versdo 9.2. - 2013) (SAS/STAT

software: changes and enhancements, 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O uso de desinfetante na antissepsia dos tetos a base de iodo em diferentes

concentracOes, apresentaram efeito linear para o tratamento pré e pés-dipping com a
concentragédo de iodo do leite (P =0,002) (Tabela 2).
Esse efeito pode ser visualizado pelo modelo da regressao linear:

[lodo] = 0,11991*NIV+0,34068,

A medida que aumenta a concentragio de iodo no desinfetante do tratamento pré
e pés-dipping (0, 0,5, 1 e 2%) o mesmo efeito 368,9; 400,5; 444,4, 604,2 pg/L (P <0,05)
ocorre no leite, respectivamente (Tabela 2).

Esta pratica tem sido apontada como fator de aumento na concentracao de iodo no
leite, tanto por contaminacdo direta, quanto por absorcdo pelo epitélio dos tetos
(Flachowsky et al., 2007; Galton, 2004; O’Brien and Jordan, 2013). O que pode ter
ocorrido no presente estudo, uma vez que esse, efeito foi visivel pela dissipacdo da cor
amarela na pele dos tetos da vaca.

A mesma evidéncia foi observada por Flachowsky et al. (2014) que concluiram
que o modo primério de absorc¢do de iodo, parece ser pela pele. Ainda, Nesvadbova et al.
(2015) relatam que a absorcéo de iodo pela pele acontece 12% por meio de contato direto.
Do mesmo modo, Abraham (2008) também observou que uma parte do iodo evapora e

0 restante que permanece em contato com a pele penetra de forma gradual.
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A explicacdo fisioldgica da absorcéo de iodo pela pele é a transferéncia do iodo
pelo Symporter NIS para a glandula maméaria, e é translocado para o leite para
desempenhar o papel na sintese de hormdnio da tireoide da cria (Dohéan et al., 2003; Miot

etal., 2015; Ravera et al., 2017).

Tabela 2: Concentracdo de iodo no leite e na urina e concentracdo dos hormonios T3 e
T4 de vacas da raca Holandés submetidas a pré e pos-dipping com sanitizantes contendo
niveis diferentes de iodo.

Niveis de iodo no pré e pés-dipping Efeito P

Amostras 0% 0,5% 1% 2%  EPM Nivel Linear Quadratico

Leite (ug/L) 368,99 4005 4444 6042 0,312 0,013 0,002 0,353
Urina (ng/L) 5934 6344 660,1 5725 0,057 0,842 0,793 0,425
T3 (ng/dL) 69,93 66,65 71,75 64,31 3,187 0,843 0,623 0,721

2T4 (ug/dL) 3,60 3,40 3,64 3,20 0,241 0,637 0,373 0,664

! Triiodotironina total, 2 tiroxina total. Resultados P< 0,05 diferem pelo teste de Tukey a 0,05%.

O aumento de iodo no leite foi 35% superior quando se fez uso da solucdo
desinfetante de 1% comparado com a de 2%, pois variou de 444,4 para 604,2 ug/L de
iodo, (Tabela 2).

Essa mesma tendéncia de adesdo a pele foi observado por Castro et al. (2012)
quando avaliaram o uso de diferentes concentrac6es de iodo aplicado com copo e spray,
pois quando o teto foi imerso na solugdo 1% em copo (dip) os niveis de iodo foram (360
pg/kg) uma vez que quando utilizaram a solugdo em spray a concentragdo de iodo no leite
foi superior (409 pg/kg), os autores concluiram que a solugdo em spray abrange uma
maior area do Ubere e predispde a contaminacdo direta do leite, quando comparado com

0 Copo que tem contato somente com a pele do teto.
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Todavia, Rasmussen and Petersson (1991) também sugeriram que o residuo de
iodo no leite € pela contaminacdo com a superficie do teto e ndo da absorc¢éo da pele, pois
quando os tetos foram limpos com toalha 0 aumento de iodo no leite foi insignificante.
Entretanto, o manejo de pré-dipping incluindo o uso de toalhas se mostrou eficiente tanto
para a qualidade do leite, quanto para evitar contaminacéo direta por iodo.

Resultados semelhantes foram observados por French et al. (2016) que avaliaram
diferentes tipos de aplicadores (dip, barreira e spray) juntamente com o uso de
desinfetantes com diferentes concentra¢des de iodo (0, 0,25% e 0,50%) e concluiram que
houve aumento de 20+7 pg/L de iodo na concentracdo do leite quando usaram as
formulas, no mesmo trabalho a forma de aplicacdo da solucdo no teto, teve efeito na
concentracdo de iodo no leite pois a aplicacdo com spray aumentou a concentracdo em
relacdo ao procedimento realizado com o copo.

A concentracdo de iodo do pre-dipping influenciou a concentracdo de iodo do leite
neste trabalho, o mesmo foi observado por Flachowsky et al. (2007) que concluiram que
0 uso de iodo no pré-dipping contribui essencialmente para a concentracao deste elemento
no leite, sobretudo a transferéncia de iodo do desinfetante, para teta e para o leite, depende
do contetido do desinfetante, da producéo de leite e da frequéncia de imersao do teto.

A contaminacdo de leite por iodo relacionada com praticas de manejo alimentar
tem sido estudada em outros paises como o Canada e a Suica e 0s autores observaram que
as concentracOes de iodo nas amostras variaram de 54 a 1.902 pg/kg de leite (Castro et
al., 2010; Reijden et al., 2018).

A concentracdo de iodo na urina ndo foi afetada pelo pré e pds-dipping com
diferentes concentracdes de iodo (P >0,05) (Tabela 2). O iodo na urina tem sido utilizado

como indicador para monitorar o status de iodo dietético (Zaralis, 2015).
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A participacdo do iodo no organismo estd ligada a formagdo dos horménios
tireoidianos, e, por isso podem interferir na sintese metabolica do T3 e T4, contudo os as
concentracdes estudadas e a absorc¢do do iodo via cutanea nao influenciou a concentragédo
sanguinea de T3 e T4 (P = 0,843, P = 0,637), respectivamente. Resultados semelhantes
foram observados por Castro et al. (2012), em que ndo houve efeito do tratamento pré e
pos-dipping nos teores de tiroxina (T4) no dia 1 de tratamento e no dia 19.

Houve correlacédo positiva entre o iodo dos alimentos com o do leite 0,636x0,008
(Tabela 3). A excrec¢do de iodo no leite aumentou com o aumento de iodo na dieta, mas
ndo linearmente, pois a glandula mamaria atua como um regulador bioldgico. A
quantidade de iodo total na dieta experimental foi 69 mg/kg de MS. De acordo com NRC
(2001) a dieta estava com 13,8% de iodo acima das exigéncias. Com as demais variaveis
estudadas, ndo houve correlacéo.

Aproximadamente, 70-80% do iodo na dieta sdo absorvidos diretamente pelo
ramen e 10% no abomaso, 30% s&o excretados nas fezes e 40% s&o excretados na urina.
Estima-se também que a transferéncia de iodo da dieta para o leite € na ordem de 10 a
40%, dependendo da quantidade de iodo no alimento consumido pelo animal (Kaufmann,

1998).

Tabela 3: Correlagéo entre o iodo dos alimentos da dieta com o do leite, urina, T3 e T4

N Média DP Minimo Maximo Correlacdo de Pearson
Alimento (mg/kg MS) 16 36,97 8,13 30,85 50,39

Leite (ug/L) 16 05 0,14 025 0,88 AxL 0,636 x0,008
Urina (ug/L) 16 061 02 039 11 AxU -0,100 x 0,711
1T4 (ug/dL) 16 68,15 942 51,41 81,38 AxT4 -0,218x 0,415
2T3 (ng/dL) 16 346 053 258 4,66 AXT3 -0,273 x 0,305

1 Triiodotironina total, 2 tiroxina total.

Do mesmo modo, resultados observados por Weiss et al. (2015) quando

alimentaram vacas com farelo de canola mostraram que houve redugdo da concentragéo
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de iodo no leite, porém, a concentracdo serica de iodo aumentou linearmente.
Provavelmente, o aumento sérico foi causado pela transferéncia reduzida de iodo para o
leite e outros 6rgdos, como a tireoide, concluiram os autores.

Alguns alimentos causam esse efeito de transferéncia reduzida de iodo, pois
apresentam em sua composicdo substancias goitrogénicas que inibem a ligacdo de iodo
na proteina precursora dos horménios (tireoglobulina), reduzindo a concentracao
hormonal e de iodo no leite (Efsa, 2014).

Resultados semelhantes foram vistos por Antaya et al. (2015) que avaliaram
macroalgas (Ascophyllum nodosum) na dieta de vacas leiteiras e observaram que a
concentracdo de iodo no leite aumentou a ponto de ser toxicos para seres humanos.

Semelhante ao exposto neste trabalho, O’Brien and Jord (2013) avaliaram o0s
efeitos da suplementacdo com iodo na dieta de vacas leiteiras e da desinfeccdo dos tetos
com solugdes contendo diferentes concentracdes de iodo sobre a concentracédo de iodo no
leite. Foi observado que tanto a suplementacéo quanto a desinfeccao dos tetos influenciam
na concentracdo deste mineral no leite. Os autores relataram aumento consideravel na
concentracdo de iodo no leite passando de 217 pg/kg no grupo de animais que ndo houve
suplementacdo e desinfeccdo dos tetos para >1.000 pg/kg no grupo de animais
suplementados e com desinfeccao dos tetos com solucéo de iodo.

Limites de tolerancia mais altos foram propostos pelo Instituto de medicina para
criancas e adolescentes, entre de 200 a 600 pg/dia, adultos e gestantes 1,100 pg/dia
(Institute of Medicine, 2001; Flachowsky et al., 2007; EFSA, 2014). Dessa forma,
considerando a ingestdo de leite nas dietas normais dificilmente forneceriam mais de 1
mg de iodo por dia (Institute of Medicine, 2001).

Mediante ao exposto, os resultados deste trabalho contribuem para reforcar que

medidas de prevencdo de contaminacdo do leite no momento da ordenha devem ser



o1

tomadas. Assim, uma das recomendacgdes € manter os niveis de 0,5% de iodo no pés-
dipping tanto para efetiva desinfeccdo quanto para prevencdo de contaminagéo (Castro et
al., 2012). Ainda, deve-se manter a suplementacdo de acordo com as doses diarias (50
mg/kg de MS) recomendadas para que tenha menor efeito sobre o leite (NRC, 2001)
Para as variaveis: proteina, gordura, lactose, Nitrogénio ureico no leite e CCS néo

foi encontrado efeito significativo (P >0,05) com a concentracdo de iodo (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de proteina, gordura, lactose, nitrogénio ureico do leite,
contagem de células sométicas em amostras de leite de vacas da raga Holandés,
submetidas a pré e p6s-dipping com sanitizante contendo niveis diferente de iodo.

o Tratamentos
Variaveis P
0% 0,50% 1% 2%
Proteina (%) 3,3 4,1 4,1 3,0 0,29
Gordura (%) 3,3 3,4 3,6 3,2 0,45
Lactose (%) 4,8 4.4 4,3 4,5 0,11
Nitrogénio Ureico do leite (mg/dL) 12,1 13,4 12,2 13,2 0,77
CCS - Log10 (CS/mL) 2,07 2,39 2,76 2,27 0,71

*P >0,05 ndo apresenta diferenca significativa.

Observado que a utilizacdo de sanitizantes até a concentracdo de 2% de iodo no
pré e pos-dipping ndo influenciou a concentracdo de gordura, proteina, lactose, nitrogénio
ureico do leite (NUL) e a CCS do leite (P >0,05).

Os valores de gordura, proteina, lactose e CCS apresentaram resultados dentro do
padrdo exigido pela legislacdo vigente (Brasil, 2018) e os resultados de NUL, que
variaram de 12,1 a 13,2 mg/dL podem ser relacionados aos valores de proteinas, pois sao
correlacionados (Cabral et al., 2016). De acordo com Silva et al., (2019) valores de NUL

no leite entrel1l mg/dL e 18 mg/dL se mantém adequados.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Castro et al. (2012) que verificaram
que ndo houve efeito do uso de iodo do tratamento pré e pos-dipping nos niveis de
gordura, proteina (P = 0,76 e 0,99) e CCS do leite (P = 0,53). O mesmo resultado foi
obtido por Grace and Waghorn, (2004) que também, nao observaram diferenca (P >0,05)

na composicdo do leite, gordura e proteina com a suplementacdo com iodo injetavel.

CONCLUSAO
O uso de iodo na solucdo desinfetante empregado no pré e pos-dipping de vacas

da raga Holandés influenciou a concentracéo de iodo do leite. Mas, ndo afetou o nivel dos

hormdnios T3 e T4, a excrecdo de iodo pela urina e a composi¢do quimica do leite e CCS.
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V - Concentracéo de iodo no leite cru e seus indicadores em regides do Estado do
Parana

lodine concentration in raw milk and its indicators in regions of the Parana State

(Journal of Dairy Science)

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho quantificar a concentracéo de iodo, avaliar os compostos
antioxidantes e a concentragdo quimica em amostras de leite cru de propriedades de trés
mesorregides do Estado do Parand e determinar quais os fatores de manejo podem
contribuir com o conteudo de iodo no leite. As amostras de leite foram coletadas em
frascos tipo falcon de 50 mL nos tanques de 168 propriedades, junto com as informacdes
de producgdo, manejo de criacdo e de ordenha em um questionario previamente elaborado.
O iodo foi analisado pelo método de extracéo acida, seguido de oxirredugdo entre Ce*+ e
AS** e a leitura em leitor de microplaca - ELISA. Também foi analisado antioxidantes
por espectrofotometria, acidos graxos por cromatografia gasosa, composi¢do quimica do
leite por método ultrassénico e CCS por infravermelho. Para comparacdo dos dados
estatisticos foi realizada uma analise multivariada com modelo fatorial exploratorio
(AFE) usando como critério de extracdo dos fatores componentes principais, mais analise
ndo paramétrica dos dados quantitativos usando o teste de Kruskal-Wallis e analise de
QUI? para avaliar a frequéncia das variaveis na concentracdo de iodo. Os resultados
mostraram que houve diferenca (p > 0,05) entre as regides oeste, centro oriental e norte
central onde a maior concentracdo de iodo no leite foi observada nas propriedades da
mesorregido oeste (615,45 pg/L) e a menor na regido norte central (352,99 pg/L). A partir
da andlise fatorial e de cluster das concentracdes de iodo pode comparar quais das
variaveis indicadoras do questionario, contribuiram para a variacdo de iodo no leite. O
fator limpeza de ordenha apresentou diferenga (p>0,05), em dois grupos de iodo, o de
baixa 121 pg/L e de média 372 pg/L concentracdo, respectivamente, todavia, nota-se que
a limpeza da méaquina interfere na concentracdo de iodo do leite. A dieta também
influenciou. As propriedades que faziam uso de pastagem com adubagdo organica
apresentaram menor concentracdo de iodo no leite, deste modo apresentaram maior
frequéncia de animais criados em pastagem 97,30%. J& 55,70% das propriedades que
forneceram dieta total teve maior concentracdo de iodo no leite. No entanto, as
concentracdes de iodo sdo influenciadas por fatores que compdem o sistema de producao,
regides do estado, tipo de solo, dieta e manejo de higiene de ordenha, além desses fatores
os leites com maiores concentracdes de iodo apresentaram importantes caracteristicas
nutracéuticas, como aumento na capacidade antioxidante, maior concentragdo de CLA e
menor razdo 6mega 6 e 3.

Palavras-chave: compostos nutracéuticos, dieta, pré-dipping, qualidade do leite.

ABSTRACT
This study aimed to quantify the iodine concentration, evaluate the antioxidant
compounds and chemical concentration in samples of raw milk from properties in three
mesoregions of the Parand State and determine which management factors can
contribute with the iodine content in milk. The milk samples were collected in 50 ml falcon
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flasks in the tanks of 168 properties, together with production, breeding and milking
information in a previously prepared questionnaire.

The iodine was analyzed by the acid extraction method, followed by oxireduction between
Ce4 + and AS3 + and reading in a microplate reader - ELISA. Antioxidants were also
analyzed by spectrophotometry, fatty acids by gas chromatography, milk chemical
composition by ultrasonic method and CCS by infrared. To compare the statistical data,
a multivariate analysis with exploratory factorial model (AFE) was performed using the
main component factors as an extraction criterion, plus non-parametric analysis of the
quantitative data using the Kruskal-Wallis test and QUI2 analysis to assess the frequency
of iodine concentration. The results showed that there was a difference (p> 0.05) between
the west, eastern center and central north regions where the highest iodine concentration
in milk was observed in the properties of the western mesoregion (615.45 ug /L) and the
lowest in the north central region (352.99 ug / L). From the factor and cluster analysis
of iodine concentrations, it was possible to compare which of the questionnaire's
indicator variables contributed to the iodine variation in milk. The milking cleaning
factor showed a difference (p> 0.05), in two groups of iodine, the low 121 pg /L and the
average 372 ug / L concentration, respectively, however, it is noted that the machine
cleaning interferes in the milk iodine concentration. The diet also influenced. The
properties that used pasture with organic fertilization showed a lower iodine
concentration in milk, thus showing a higher frequency of animals raised on pasture
97.30%. 55.70% of the properties that provided a total diet had a higher concentration
of iodine in the milk. However, iodine concentrations are influenced by factors that make
up the production system, regions of the state, soil type, diet and milking hygiene
management. In addition to these factors, milk with a higher iodine concentration showed
important nutraceutical characteristics, such as increased in antioxidant capacity, higher
CLA concentration and lower omega 6 and omega 3 ratio.

Key words: diet, milk quality, nutraceutical compounds, pre-dipping

INTRODUCAO
A maior concentra¢do de iodo no organismo humano e animal se encontra na

glandula tireoide, como um componente necessario para a sintese dos hormonios
tireoidianos triiodotironina (T3) e tetraiodotironina ou tiroxina (T4), os quais tém
importante funcdo metabdlica e desempenha papel fundamental no metabolismo celular,
na regulacdo da taxa de oxidacdo dentro das células, no crescimento e desenvolvimento
do feto, no funcionamento do sistema nervoso central e dos tecidos musculares, na
atividade circulatéria e no metabolismo de todos nutrientes do recém-nascido (Tazebay,
2011; Goff, 2018).

Enquanto a maior parte do iodo é encontrada na glandula tireoide, parte do iodo
de origem ndo hormonal é encontrada em varios tecidos corporais, como glandulas

mamarias e salivares, olhos, mucosa gastrica e colo do utero (Ahad and Ganie, 2010). O
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acumulo do iodo nas glandulas mamarias esta relacionado com o desenvolvimento do
feto e neonatos e ocorre durante o final da gestacéo e inicio da lactacdo (Venturi, 2001,
Venturi and Venturi, 2014).

Leiterer and Franke (2001) relatam que a principal forma do iodo encontrado no
leite de vaca € o iodeto e também em tracos de iodato. Reijden and Galetti (2017) relatam
que a concentragcdo desse oligoelemento no leite de vacas varia entre 33 e 534 ug/L,
ficando préximo de 100 e 300 pg/L.

E recomendado que a ingestdo de iodo para criancas de 0-12 meses seja de 110-
130 pg/dia, de 1-8 anos de 90-120 pg/dia, acima de 14 anos 150-220 pg/dia e para
gravidas e lactantes 250-290 pg/dia, respectivamente, (Anvisa, 2013; Blasko et al., 2010;
Institute of Medicine, 2001; Unicef 2019).

Ja na nutricdo animal, a recomendacdo do consumo de iodo para vacas lactantes
é de 0,5 mg/kg/MS (NRC, 2001). Todavia, alguns fatores podem contribuir para a
variacdo na concentracdo de iodo no leite como a ingestdo de iodo, o consumo de
alimentos goitrogénicos e o uso de desinfetantes iodados (Van Der Reijden et al., 2017).

Borucki Castro et al. (2010) analisaram dados de propriedades leiteiras no Canada
e encontraram a concentracdo média de 265 pg de iodo/L. Considerando as
recomendacdes de ingestdo de leite pelo o Guia de alimentacdo do Canada, que sugere
ingestdo de 500 a 750 mL de leite por dia, a concentracdo de iodo teria que ser de
200 pg/L.

No Brasil, a concentracdo de iodo em férmulas infantis esta de acordo com a
recomendada pela ANVISA, no entanto, ndo ha estudos aprofundados para saber se de
fato as concentra¢Bes dos rotulos estdo em equidade com a concentragdo da formula

(Anvisa 2008; Campos and Ramos 2014).
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Macedo et al. (2012) avaliaram o status nutricional de criancas na regido de Minas
Gerais — Brasil através da excre¢do de iodo via urina, e evidenciaram que a ingestao de
iodo era deficiente, ou seja, a ingestdo diaria deste mineral ndo alcanca os limites
recomendado pelos érgédos de saude.

Objetivou-se neste estudo caracterizar algumas propriedades leiteiras no estado
do Parana, avaliar a concentracdo de iodo, antioxidantes e a concentragdo quimica em
amostras de leite cru e determinar se 0 manejo influencia a concentracdo de iodo no leite

avaliado.

MATERIAIS E METODOS

Amostragens — Area de abrangéncia do estudo

A pesquisa foi aprovada e protocolada na Comiss&o de Etica no uso de animais da
Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) n° 5899220217 e no Comité
Permanente de Etica em Pesquisa com Seres Humanos — (COPEP) n° 2.396.173/2017,
realizada em 168 propriedades leiteiras do Estado do Parana — Brasil, distribuidas em

trés mesorregides: regido centro-oriental, regido norte central e regido oeste (Figura 1).

ESTADO DO PARANA - MESORREGIOES

rte Contral
Noroeste ibahiyesig Norte Ploneiro
Paransonse

mmmmm {2 / Centro Oriental
{ A Paranaense

Oeste Paranaense

Metropolitana
do Curitiva

! Sudoeste Paranaense

Figura 1: Estado do Parana e Mesorregides Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia
Estatistica — IBGE 2018
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A delimitacdo geogréafica escolhida foi referente a representatividade da producéo
leiteira beneficiamento e heterogeneidade do sistema produtivo das mesorregides
(Bankuti et al., 2017; Zimpel et al., 2017; Casali et al., 2020). Juntas estas regides
representaram 39,86% da producdo de leite no Estado do Parana em 2018, com total de
4,37 bilhdes de litros, alcancando a segunda colocagdo do ranking nacional de producgéo
de leite (IBGE, 2019).

As visitas nas propriedades leiteiras ocorreram de forma aleatoria e as entrevistas
com os produtores foram realizadas através de um questionario previamente elaborado
com perguntas baseada em Castro et al. (2010) com o objetivo de caracterizar a producéo
leiteira, o rebanho, o sistema de criacéo, o tipo de solo, 0 manejo sanitario, 0 manejo de
ordenha e 0 manejo nutricional de cada propriedade.

No mesmo dia da aplicacdo do questionario, autorizado mediante assinatura de
termo de consentimento livre e esclarecido foram coletadas amostras de leite nos tanques
de expansdo, ap6s homogeneizacdo em frascos tipo falcon de 50 mL e acondicionadas
em caixa isotérmica com gelo seco. Em seguida foram estocadas em ultra freezer -80°C

para posterior analise.

Andlise das amostras de leite

Para a analise de iodo, as amostras de leite foram descongeladas em banho-maria
em temperatura de 36°C a 38°C. Em seguida, o iodo foi determinado por meio de extragédo
acida seguindo de reacéo de oxirreducdo entre Ce* e AS®* (Sandell and Kolthoff, 1937;
Vorlovéa et al., 2014) baseada na metodologia de Hedayati et al. (2007) com modificacdes,
e o acido nitrico (HNO3) foi utilizado na substituicdo da solucdo de digestdo e a

temperatura maxima do bloco foi de 150°C, como segue: uma aliquota de 50 pL de
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amostra de leite cru foi adicionada em tubos de digestdo com dimensdes de 25 x 250 mm,
juntamente com 2000 pL de HNOsa.

Apbs os tubos serem tampados e colocados no bloco digestor (Marconi
Equipamentos Para Laboratorios Ltda; Piracicaba/SP - Brasil), em que a temperatura foi
elevada 50°C a cada 30 minutos, permanecendo em aguecimento até completar 150°C,
deste modo totalizando 1 hora em digestdo. Ao finalizar o processo de digestdo, as
amostras ficaram arrefecendo na capela por seguranca.

Para a reacdo de oxirreducdo, 50 pL da solucdo digerida foram adicionados em
quadruplicata nos pogos de placas de poliestireno de 96 poc¢os. Logo, 100 pL de acido
arsenioso foram adicionados e com auxilio de uma pipeta multicanal mais 50 pL de
solucdo de amonio cério foi rapidamente adicionada.

As amostras foram mensuradas em um leitor de microplaca (Molecular devices —
Versa max, tunnable, LabCommerce, INC. ™; San Jose, CA - EUA) a 405 nm, apds 20
min de incubacdo. A curva de calibracdo foi preparada a partir de uma solugédo estoque
de 1000 pg/mL de iodeto de potéssio (IK) com concentragdes de zero; 0,05; 0,10; 0,25;
0,50; 0,75 e 1,00 pg/mL, respectivamente, em que o branco foi dgua ultrapura Milli-Q
(Hedayati et al., 2007; Benkhedda et al., 2009).

O coeficiente de linearidade para a regressdo das médias logaritmicas de
absorbancia entre o ponto zero e 1 pug/mL foi de Rz = 0,9941. E o limite de deteccéo
calculado pela equacdo LD = DP*3/inclinacdo da curva foi de 0,12 pg/mL (Sobrinho et
al., 2008).

A composi¢do quimica do leite foram determinadas por método ultrassénico

(Analisador de leite Ekomilk Total®, CapLab, Sdo Paulo, SP, Brasil) (Melo et al., 2018).
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A contagem de ceélulas somaticas (CS) foi realizada por infravermelho, pelo
equipamento (Ekomilk Scan®, CapLab, S&o Paulo, SP, Brasil) e o resultado foi expresso
em CS/mL.

As amostras de leite foram solubilizadas na proporcdo de 9 mL de metanol mais
1 mL de leite para realizar as analises da capacidade antioxidante total (CAT) e polifenois
totais. A mistura foi agitada em vortex durante 5 minutos e centrifugada a 3000 rpm / 10
minutos. O sobrenadante foi filtrado com filtro PTFE e utilizado nas analises.

O conteudo total de polifendis foi determinado usando o procedimento de Folin-
Ciocalteu como descrito por Singleton and Rossi, (1965) e wusando o
polyvinylpolypyrrolidone (PVPP) de acordo com Han et al. (2011). A leitura da
absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro (Thermo Scientific™ Evolution™ 350
UV-Vis) a 765 nm e o resultado foi expresso em equivalente acido galico (mg GAE /mL).

A CAT das amostras de leite foi determinada como descrito por Rufino et al.
(2007) com a adicdo do radical ABTS+- (2,2-azinobis-[3-etil-benzotiazolin-6-acido
sulfénico]) (Sigma, cédigo A188) ao extrato. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotobmetro UV-Vis a 734 nm apds 6 minutos de reacdo. A CAT foi expressa em
equivalente Trolox (UM Trolox/mL).

A analise de producdo de hidroperdxidos dieno conjugados foi realizada conforme
Kiokias et al. (2006), sendo adicionado 50 pL de leite a 2,5 mL de uma solugdo
isooctano/2-propanol (2:1, v/v) em um tubo e agitado por um minuto em vortex. A
mistura foi filtrada em filtro de membrana PTFE 0,22 pum e a absorbancia foi determinada
em espectrofotdbmetro UV-Vis a 232 nm (Thermo Scientific™ Evolution™ 350 UV-Vis),
sendo expressa em mmol/kg de gordura.

A andlise de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi realizada

segundo Vyncke (1970) com modificagoes, sendo adicionado 500 puL de leite a 2 mL de
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solug@o composta por acido tiobarbitdrico (10:990, v/v), acido tricloroacético (150:850,
v/v) e &cido cloridrico (0,05:999,95, v/v). A mistura foi agitada em vortex e submetida a
100°C durante 15 minutos, seguido por um banho frio durante 5 minutos, centrifugada a
3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para cubeta e a absorbancia
determinada  em  espectrofotbmetro  UV-Vis a 538 nm  (Thermo
Scientific™ Evolution™ 350 UV-Vis). Os valores foram expressos como mmol de
malonaldeido/kg de gordura.

Foram analisadas 135 amostras do total do leite das propriedades para acidos
graxos. Para extracdo e andlise do perfil de acidos graxos da matéria graxa de leite,
utilizou-se  a tecnica descrita por (Murphy et al., 1995) por congelamento-
descongelamento e centrifugacdo. Apds serem descongeladas, as amostras foram
transferidas para tubos apropriados e centrifugadas a 6000 mil RPM, por 15 minutos a
4°C.,

Os ésteres metilicos de acidos graxos foram obtidos através da transesterificacao
dos triacilgliceréis, conforme método 5509 da I1SO, (1978), em solu¢do de n-heptano e
KOH/metanol. Aproximadamente, 100 mg da matéria graxa foram transferidas para tubo
de ensaio com tampa rosqueavel com capacidade de 10 mL, adicionados 2,0 mL de n-
heptano e agitada até solubilizacdo total da matéria graxa, mais 2,0 mL de solucdo 2 mol/L
de KOH em metanol foi adicionada e agitada durante 5 minutos.

Apds separacdo das fases, a fase superior contendo os ésteres metilicos de acidos
graxos foi transferida para tubo eppendorff e analisada. Os ésteres metilicos de acidos
graxos foram separados por um cromatdgrafo a gas (Thermo, modelo Trace Ultra 3300),
equipado com coluna capilar de silica fundida (SP — 2560, Select FAME, 100 m x 0,25
mm d.i. e 0,25 pm de cianopropil) e detector de ionizacdo de chama (Martin et al., 2008).

O fluxo dos gases foi de 2 mL/min para o gas de arraste (H2), 30 mL/min para o gas
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auxiliar (N2) e 35 mL/min para o0 H2 e 350 mL/min para o gas sintético. O volume do
material injetado foi de 2,0 pL, usando o método split flow.

As temperaturas do injetor e do detector foram 240°C. A temperatura da coluna
foi de 50°C durante 4 minutos, seguida pela primeira rampa de aquecimento de
200°C/min, mantida por 15 minutos com 8 minutos de aquecimento, seguida pela segunda
rampa de aquecimento de 240°C/min, por 8 minuto, totalizando 35 minutos de analise.
As areas dos picos e 0s tempos de retencdo foram determinados através do software
ChromQuest 5.0. Os AG identificados baseados em comparagdes dos tempos de retengédo
com o padrdo 189-19 (Sigma- Aldrich, Sdo Paulo, Brasil).

Para a quantificacdo absoluta dos AG foi realizada a normalizacéo interna, sendo
utilizado como padréo o éster metilico do acido tricosanoico e o padrdo CLA (10E, 12Z)
(Sigma-Aldrich Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). Os calculos foram realizados conforme o
método de Joseph and Ackman, (1992) e os fatores correcdo tedricos Visentainer et al.
(2012) foram empregados para determinar as concentracdes. As quantidades de AG foram

calculadas em mg/g de lipidios totais (mg AG/g LT).

Andlise Estatistica

Para a definicdo do nimero de clusters foi utilizado o método Ward que obtém a
medida de distancia da minima variancia, usando o critério de variancia externa entre
clusters superior a 75% e variancia interna entre os SPL de cada cluster inferior a 25%
(Favero et al., 2009). As comparacgdes foram realizadas pelo teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis com 0,05% de significancia e foi aplicado por comparacdo entre trés ou
mais grupos independentes.

Foi realizada uma analise multivariada com um modelo fatorial exploratério (AFE)

usando como critério de extracdo dos fatores, componentes principais.
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O modelo de AFE que ¢ apresentado da seguinte forma (1):
X1 =all«F1+ al2+F2+---+alm*Fm+ep

X2 = a2l+F1+ a21%F2+---+a2m*Fm +ep

Xp = apl«Fl+ aplxF2+---+apm*Fm +ep (1)

Em que:

(Xp) representa p-ésimo escore da variavel padronizada (p =1, 2, ... m);
(Fm) séo os fatores extraidos;

(apm) as cargas fatoriais e

(ei) o erro.

A quantidade de fatores extraidos foi determinada pelo critério da raiz latente —
critério de Kaiser (Favero et al., 2009).

A AFE foi realizada sobre a matriz de correlacdo, esse critério correspondeu a
exclusdo de fatores com autovalores inferiores a um. O autovalor de cada fator extraido
foi dado pela soma dos quadrados das cargas fatoriais de todas as variaveis. Foram
descartadas variaveis com cargas fatoriais inferiores a 0,50 (Hair and Tatham, 2009).

Para melhor interpretacdo dos fatores extraidos foi realizado o procedimento de
rotacdo ortogonal VVarimax, que minimiza o nimero de varidveis que tém altas cargas em
um fator e maximiza a variacao entre os pesos de cada fator (Favero et al., 2009; Hair et
al., 2009).

A adequacdo da AFE foi observada considerando o teste de Kaiser-Meyer-Olkin
(KMO) esperando obter valor superior a 0,60 e a significancia menor ou igual a 0,05 para
o teste de esfericidade e de Bartlett (Favero, 2009; Bankuti et al., 2017; Casali et al.,

2020).
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As respostas do questionario foram dadas em diferentes escalas de classificacédo

(Field, 2009) e as variaveis e seus coeficientes de medidas estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Variaveis relativa ao questionario, niveis de medida e analise estatistica.

Variavel

Nivel de medida

Método de analise

V1-Qual o tipo de
aplicador de pré-
dipping é usado
V2 - Realiza pre-
dipping

V3 - Qual desin.
do pré-dipping
V4 - Usa
detergente
alcalino

V5 - Usa 4gua
quente

V6 - Usa
detergente acido
V7 - Qual o tipo
de aplicador de
pos-dipping €
usado

V8 - Realiza pos-
dipping

V9 - Faz uso de
pastagem

V10 - Qual o
género do capim
das pastagens
permanentes
V11- Realiza
adubacdo das
pastagens

V12 - Usa ragéo
[1* (FS, M, MM,
Vit)2

V13 - Aracdo
concentrada é
comercial ou
fabricagéo propria
V14 - De que
maneira a racao
concentrada é
fornecida aos
animais

Quialitativa ordinal

1 (Spray), 2 (Pano c/ desinfetante), 3

(Copo)
Nominal categorica
1(N&o), 2 (Sim)
Qualitativa ordinal

1 (lodo), 2 (Cloro), 3 (Acido Latico)

Nominal categorica
1(ndo), 2 (Sim)

Nominal categorica
1(Nao), 2 (Sim)
Nominal categorica
1(Nao), 2 (Sim)

Qualitativa ordinal

1 (Spray), 2 (Pano c/ desin.), 3 (Copo)

Nominal categorica
1(Nao), 2 (Sim)
Nominal categorica
1(Nao), 2 (Sim)

Qualitativa ordinal

1 (Brachiaria), 2 (Panicum), 3 (Cynodon)

Qualitativa ordinal

1 (Quimica), 2 (Organica), 3 (Q+0)

Nominal categorica
1(Nao), 2 (Sim)

Nominal categorica
1(N4o), 2 (Sim)

Categorica ordinal

1(Separada), 2 (Dieta total)

Andlise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Andlise fatorial comum

Andlise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Andlise fatorial comum

Andlise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Anélise fatorial comum

Andlise fatorial comum

Analise fatorial comum

Andlise fatorial comum

1 Concentrada; 2 Farelo de soja,

milho, mistura mineral, vitaminas; Desin. = desinfetante.
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Como procedimentos estatisticos foram utilizadas a Analise ndo paramétrica
(ANOVA) com o teste de Kruskal-Wallis e a analise de Qui? ao nivel de significancia de
5%. Os testes foram aplicados nas variaveis da AFE que contribuiram para a formacéo de

cada componente com o agrupamento de cada cluster.

RESULTADOS
Na Tabela 2 é apresentado a andlise de cluster que agrupou as 168 propriedades
em trés grupos referentes a concentragdo de iodo. Os valores agrupados foram: 1- baixa
= 121,02 (n=37); 2- média = 372,11 (n=52) e 3- alta concentracdo = 581,58 ug/L (n=79),
respectivamente, (Tabela 2).

Tabela 2: Andlise de Cluster — Agrupamento usando Método Ward com distancia

Euclidiana.
lodo L L
Cluster nt % DP EPM Minimo Maximo
Hg/L
1 37 22 121,02 71,57 11,77 5,64 241,12
2 52 31 372,11 43,27 6,00 289,57 438,53
3 79 47 581,58 89,37 10,05 450,04 798,47

1 nimero de propriedades; % = porcentagem; DP= desvio padrdo; EPM = erro padrdo da média

A partir da variacao de iodo entre os cluster de todas as propriedades foi realizado
um novo agrupamento entre trés mesorregides do estado do Parana: regido norte central,
centro oriental e oeste (Figura 1), onde concentra a grande parte dos produtores de leite
com caracteristica de producdo bastante heterogénea.

Pode ser observado em cada mesorregido estudada, que a concentracdo de iodo
variou e apresentou diferenca (P < 0,05) pelo teste de Kruskal-Wallis (Tabela 3). Houve
diferenca (P > 0,01) entre as regifes oeste, centro oriental e norte central onde a maior
concentracdo de iodo no leite foi observada nas propriedades da mesorregido oeste

(615,45 pg/L) e a menor na regido norte central (352,99 ug/L). Entre a regido centro
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oriental 406,33 ug/L e norte central 352,99 ug/L ndo houve diferenca significativa (P =
0,826) (Tabela 3).

Tabela 3: Concentracdo de iodo nas amostras de leite avaliado, oriundo das diferentes

regides do estado.

Regido n lodo(ug/L) DP  Minimo Maximo EPM P-valor

Oeste 34 61545a 9029 367,14 79847 1548 0,000
Centro Oriental 29  40633b 14040 564 656,17 26,07 0,000
Norte Central 105 352,99b 191,04 890 769,30 18,64 0,826

EPM= erro padrdo da media; n= nimero das propriedades; DP= Desvio padrdo. Nivel de significancia de
P <0,05.

Uma das caracteristicas observadas nas regides estudadas pelo questionéario foi a
texturas dos solos, sendo que, a textura que mais predominou foi a mista e argilosa. Na
regido norte central, 42% das propriedades apresentaram solo de textura mista, na regido
oeste predomina o tipo de solo argiloso 100% e na regido centro oriental, 0 maior
percentual foi da textura mista 51,72% (Grafico 1).

Como houve variacdo percentual na distribuicdo das propriedades em funcgédo da
textura do solo por regido, observou-se que a concentracdo de iodo do total de
propriedades estudadas variou conforme a textura, sendo que houve diferenca
significativa (P < 0,05), e que a maior concentracdo de iodo 506,67 pg/L foi observada
em propriedades que tinha o predominio do solo argiloso (Tabela 4).

Tabela 4: Textura do solo e concentracdo de iodo no leite.

Textura do solo x lodo no leite (ug/L)

Textura do solo Média n DP P-valor
Arenosa 286,76 b 39 196,28 0,86
Mista 393,80 b 60 172,42 0,00
Argilosa 506,67 a 69 168,13 0,00
Total 415,31 168 195,58

DP = Desvio Padrdo; n = nimero de propriedades.
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A partir do teste ndo paramétrico de comparacdo entre os cluster nas variaveis
métricas, observa-se que houve diferenca significativa (P < 0,05) para os componentes
quimicos do leite. Houve diferenca (P = 0,02) para os niveis de gordura que apresentou o
maior teor 3,55% no cluster 2 o qual apresentou concentracdo de iodo de 372 ug/L,
diferindo do cluster 1 com 121 pg iodo/L, ou seja, a medida que os niveis de iodo
aumentaram os de gordura tenderam aumentar também (Tabela 5).

Tabela 5: Comparaces entre cluster nas variaveis metricas.

Cluster 1 2 3 P-

lodo (pg/L) 121 372 581 DP Valor
Composicdo Quimica
Gordura (%) 3,33b 3,55a 342ab 0,52 0,02
Proteina (%) 3,40 3,35 3,30 0,30 0,59
Lactose (%) 4,40 a 417b 3,99¢ 0,37 0,00
1ESD (%) 8,8la 8,27b 787c 0,90 0,00
2CCS (x1000 cel/mL - Logo) 2,63a 2,63a 2,26 b 0,36 0,00
Antioxidantes
STBARS (mmol/kg gord.) 19,92 25,18 28,24 19,19 0,13
“DC (mmol/kg gordura) 45,80 41,97 47,44 19,15 0,36
SCAT (uM Trolox/mL) 239,76 b 269,73a 305,83a 79,98 0,00
°PFT (mg GAE/mL) 0,12 0,13 0,13 0,084 0,63
Conj. de &cidos graxos (mg/g LT)
'AGCC 574 a 549b 425ab 0,80 0,03
SAGCM 240,36 a 234,33a 194,99b 24,64 0,02
SAGCL 172,32 169,38 151,29 11,39 0,21
WAGS 318,75 310,66 273,01 24,41 0,08
UAGI 122,82 120,89 107,43 8,39 0,09
ZAGMI 112,45 110,62 98,11 7,80 0,08
BAGPI 10,37 10,27 9,31 0,58 0,42
14CLA - cot11 2,53 2,54 2,56 0,02 0,29
15CLA - t10c12 0,11b 0,12ab 0,14a 0,02 0,02
18CLA total 2,64 2,66 2,71 0,03 0,33
w3 0,70 0,69 0,66 0,02 0,36
Bwe 6,74 6,63 5,70 0,57 0,17
¥we/w3 9,67 9,55 7,33 4,15 0,33

1Extrato seco desengordurado; 2Contagem de células somaticas; 3 TBARS= substancias reativas ao acido tiobarbitirico;
4 DC= hidroperdxidos dienos conjugado;® CAT= capacidade antioxidante total;®Polifénois; Acidos graxos de cadeia
curta; 8 acido graxo de cadeia média; ° 4cido graxo de cadeia longa; 1° acido graxo saturado; ** Ac. Graxo insaturado;
12 3, graxo monoinsaturado, *3 a. graxo poli-insaturado, > CLA Totais, *° cla - cis9 trans 10, ¢ cla - trans 10 cis 9; ¥/
Omega 3; 18 6mega 6; 1° razdo dmega 6 e 9. Nivel de significancia de P <0,05.
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Ao contrario da gordura, a lactose diminuiu, conforme aumentou os niveis de iodo
no leite (121, 372, 581 ug/L), nota-se também que ocorreu o efeito de dilui¢cdo da gordura,
pois aumentou o teor de lactose diminuiu o de gordura (Tabela 5).

O mesmo acontece com o extrato seco desengordurado (ESD) (P < 0,01), a medida
que o iodo aumenta no leite = 121; 372 e 581 ug/L, diminui 0 ESD = 8,81; 8,27 e 7,87%
respectivamente (Tabela 5).

Quanto a contagem de células somaticas (CCS) houve diferenca significativa em
cada cluster (P = 0,00), a medida que a concentracdo de iodo aumenta o efeito inverso
ocorre com a CCS = 2,63; 2,63; 2,26 cel/mL.

Juntamente com a composicdo quimica foram avaliados os antioxidantes
presentes no leite das propriedades que compuseram cada cluster. Ndo houve diferenca
significativa para o status oxidativo do leite DC (P = 0,13) e TBARS (P = 0,36) conforme
aumentou a concentracdo de iodo Ja a capacidade antioxidante (CAT) diferiu (P = 0,00),
pois a medida que aumentou a concentracdo de iodo, aumentou a capacidade antioxidante
do leite 239,76, 269,73 e 305,83 (uM Trolox/mL). Quanto aos polifendis totais ndo houve
diferenca significativa (P = 0,63) em relacdo a concentracao de iodo dos cluster (Tabela
5).

As variaveis do questionario ligadas aos manejos de ordenha, nutricional, sanitario
e de criacdo foram avaliadas a partir da analise multivariada fatorial exploratoria em
relacdo aos niveis de iodo no leite cru, antes do processamento.

Para o perfil de &cidos graxos houve diferenca (P = 0,03) sendo que a maior
concentracdo de &cidos graxos de cadeia curta foi no cluster de menor concentragdo de
iodo 5,74; 5,49; 4,25 (mg/g LT). O resultado dos acidos graxos de cadeia média, foi
superior 234,33 no cluster de média concentragdo de iodo, diferindo (P < 0,01) do cluster

de baixa concentracdo de iodo 194,99 (mg/g LT). O CLA t10c12, foi proporcional a
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concentracdo de iodo dos cluster ( P = 0,02) a medida que o iodo aumentou o CLA
também aumentou (Tabela 5).

A Tabela 6 mostra que houve adequacdo da amostragem (0,74) para o teste de
Kaiser-Meyer-Olkin (KMO) com efeito significativo para o teste de Bartlett’s (P = 0,00),
que indica que a andlise fatorial é aceitavel para o conjunto de dados.

Tabela 6: Verificacdo da adequacéo da analise.
Teste de KMO e Bartlett's

Kaiser-Meyer-Olkin - Medida de Adequacdo da Amostragem. 0,74
Aproximagéo de Qui-quadrado 1509,00
Bartlett's — Teste de esferecidade | df 91
Significancia 0,00

Nivel de significancia p<0,05. Valores de KMO e Bartlett's acima de 0,5 indica que a analise fatorial é
aceitavel.

Assim, inicialmente 11 fatores foram formados e as varidveis que apresentaram
carga fatorial abaixo de 0,50 foram excluidas, e resultou em 5 fatores que apresentaram
variancia total explicada de 74%, satisfazendo desse modo o critério minimo 60% do teste
(Tabela 7).

Tabela 7: Autovalor e variancia explicada de cada fator.

Variancia Total
Soma de Rotacdo de Cargas Quadradas

Fatores Autovalor % de Variancia % Cumulativo
1 2,83 20,25 20,25
5 2.08 14,86 35,12
3 2,05 14,66 49,79
4 1,91 13,68 63,47
5 1,52 10,90 74,37

Método de Extracdo: Analise de Componentes Principais

A analise das cargas fatoriais realizada através de extracdo de componentes
principais resultou na caracterizacdo dos fatores que contribuiram com a variacéo de iodo
no leite. Houve seis interagcdes entre as variaveis, em que a comunalidade dos dados

extraidos explica a interagdo entre as variaveis (Tabela 8).
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A analise foi baseada no método de extracdo de componentes principais com o
auxilio da ferramenta do método de rotacdo varimax com normalizacdo de Kaiser para
melhor compreensdo dos componentes extraidos (Tabela 8).

Tabela 8: Resultados das Cargas fatoriais.

Componentes da Matriz Rotacionado

Fatores
F1. F2. F3. F4. Dieta F5. Dieta
Variaveis? Manejo Limpeza Manejo ~ Pastagem  Concentrado
de pré-  deordenha  de pds-
dipping dipping
1. Aplicador 0,923 0,141 0,218 -0,113 -0,055
2. Pré-dipping 0,918 0,119 0,251 -0,153 -0,026
3. Desinf. do 0,894 0,139 0,83  -0,135 0,011
pré-dipping
1. Detergente 0087 0809 0162  -0,026 0,034
alcalino
2. Agua quente 0,151 0,768 -0,230 -0,076 0,092
3. Detergente 0,121 0,758 0,192 0,076 0,135
acido
L. Tipo de 0,343 0,08 0,893 0,116 0,01
aplicador
2. P6s-dipping 0,356 0,065 0,889 -0,118 0,005
1. Usa pastagem -0,156 -0,272 -0,104 0,803 -0,042
2. Genero de 0,06 0012  -0166 0782 0,030
pastagens
3. Adubagdodas 551 0255 0061 0,680 0,073
pastagens
1. Ragdo
concentrada: FS, -0,035 0,210 0,079 0,071 0,808
M, MM, Vit
2. Racéo
comercial ou -0,018 -0,041 -0,234 0,009 0,680
propria
S Fomecimento o601 0128 0321  -031 0,610
de racéo

Método de Extracdo: Analise de componentes principais. Método de rotacdo: Varimax com normalizacdo de Kaiser.
@Rotagdo convergida em 6 iteragdes.
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Todos os fatores extraidos receberam nomes para melhor interpretacdo das
variaveis. O fator F1 foi: denominado de manejo de pre-dipping, seguido pelo F2:limpeza
de ordenha; F3: manejo de pds-dipping; F4: dieta (pastagem) e F5: dieta (concentrado)
(Tabela 8).

As variaveis que contribuiram para a formacdo do F1 foram: manejo de pré-
dipping foram: 1. o tipo de aplicador usado no manejo do pré-dipping; 2. Se, realizavam
a pratica de pré-dipping; e 3. Qual o tipo de desinfetante era utilizado no pré-dipping. O
F2 - Limpeza de ordenha foi composto por: 1. Se, usava detergente alcalino, 2. Agua
quente ou 3. Detergente &cido. Ja as variaveis que do F3 - manejo de pds-dipping, foram
0 1. Tipo de aplicador e 2. Se, realizava a pratica de pds-dipping. Quanto ao F4 — Dieta
(pastagem), as variaveis foram: 1. Usa pastagem; 2. Qual o género da pastagem; 3.
Realizava adubacdo das pastagens. E, por fim o F5 - Dieta (concentrado) foi composto
pelas varidveis 1. Racdo concentrada composta por (FS, M, MM, VIT.); 2. Racdo de
fabricacdo comercial ou prépria e 3. Tipo de fornecimento de racéo.

A partir da analise fatorial e de cluster das concentracdes de iodo, comparou-se
quais das variaveis indicadoras contribuiram para a variacdo de iodo no leite dos tanques
das propriedades leiteiras (Tabela 9). N&o foi observada diferenca para o manejo de pré-
dipping na concentracdo de iodo no leite (Tabela 9). No entanto, observou-se que para o
fator limpeza de ordenha houve diferenca (P < 0,05) em dois grupos de iodo, o de baixa
121 pg/L e de média 372 pg/L concentracao, e, notou-se que a limpeza da ordenhadeira
interferiu na concentracdo de iodo do leite.

Quanto ao manejo de pos-dipping ndo foi observado influéncia entre as
concentragcdes de iodo (P = 0,50). Para o fator 4 (dieta sob pastejo) foi observado
diferenga (P < 0,01) para o nivel de iodo de média concentracdo (372 pg/L), quando

comparado com os niveis de baixa e alta concentracéo.
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N&o houve diferenca entre dos niveis de iodo com o fator 5 (dieta a base de
concentrado).

Tabela 9: Valores médios dos indicadores de cada fator na concentracdo de iodo

lodo pg/L
Indicadores 121 372 581 P -valor
1 - Manejo de pré-dipping 0.05a 0,023 0,062 0,76
DP 1,02 0,92 1,02
_ -0,27 b 0,34 a 0,16 ab
2 — Limpeza de ordenha 0,00
DP 1,01 0,86 0,94
. e 0,04 a -0,19a 0,06 a
3 - Manejo de pos-dipping 0,50
DP 1,01 0,99 0,98
. -0,17b 0,66 a -0,21b
4 — Dieta (Pastagem) 0,00
DP 0,97 0,61 1,07
. -0,04 a 0,00 a 0,05a
5 — Dieta (Concentrado) 0,16
DP 1,314 0,524 0,656

DP = Desvio padrdo. Médias seguidas por letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa
(P <0,05), pelo teste de Kruskal-Wallis.

Para conhecimento e detalhamento da influéncia de cada variavel de cada fator na
concentracdo de iodo dos cluster, a analise de Qui2 e frequéncia foram realizadas (Tabela
10).

Como ja observado na analise de médias, ndo houve diferenca para a realizacao
de pré-dipping nas concentracdes de iodo. No entanto, nota-se que 51% das propriedades
do cluster 3— (581 pg/L de iodo) realizam a pratica contra 48,10% que nao realiza (Tabela
10). A maioria das propriedades que nao realizam a pratica de higienizacdo das tetas das
vacas sao dos cluster com menor concentracao de iodo (59,46% no cluster 1 - 121 pg/L
e 53,85% no cluster 2 — 372 ug/L), respectivamente.

No mesmo fator, constata-se que o tipo de aplicador mais comumente utilizado
pelos produtores rurais que praticavam o pré-dipping era o copo (dip), sendo que 40,51%,

38,46% e 35,14% das propriedades dos respectivos clusters utilizavam este método.
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Logo, o desinfetante que compde a pratica do pré-dipping em maior frequéncia é o iodo,

seguido do &cido latico.



Tabela 10: Anélise de frequéncia das varidveis do questionario em relacdo aos niveis de iodo em cada cluster.
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Fatores analisados

Cluster - lodo (pg/L)

1-121

2-372

3-581

Perguntas Respostas n=37 n=52 n=79 Analise
Fi % Fi % Fi % P-valor
1 — Manejo de pré-dipping
orédingin Realiza 15 40,54 24 46,15 1 51.9 051
PPINg NZo realiza 22 59 46 28 5385 38 481 !
NZo usa 21 4937 28 53,85 39 56.76
. . Spray 0 3.80 1 1.92 3 0
Tipo de aplicador Pano desinfetante 3 6,33 3 5,77 5 8,11 0,95
Copo (dip) 13 40,51 20 38.46 32 35,14
lodo 22 59 46 29 55 77 39 4937
Desinfetante do Pré-dipping Cloro 6 16,22 8 15,38 15 18,99 0,88
Acido Latico 9 24,32 15 28,85 25 31,65
2 — Limpeza de ordenha
. Usa 29 78.38 35 6731 42 53.16
Detergente alcalino N0 usa 8 2162 17 32.69 37 a684 002
) Usa 26 70.27 39 75 45 56 96
Agua quente N0 usa 11 2973 13 25 34 4304 008
N Usa 28 75 68 33 6346 38 481
Detergente acido N0 usa 9 24.32 19 36,54 41 519 0,01
3 - Manejo de pds-dipping
o6s-dingin Realiza 19 5135 35 6731 52 6582 ¢
PRINg NZo realiza 18 48,65 17 32.69 27 3418 !
Tipo de aplicador N&o usa 18 48,65 16 30,77 27 34,18 0,37
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Spray 0 0 1 1,92 1 1,27
Pano desinf 0 0 1 1,92 0 0
Copo (dip) 19 51,35 34 65,38 51 64,56
4 — Dieta (Pastagem)
Pasto Usa 36 97,3 37 71,15 66 83,54 0.00
N&o usa 1 2,70 15 28,85 13 16,46 ’
Usa Brachiaria 4 8,11 4 7,69 4 5,06 0.77
Nao usa Brachiaria 34 91,89 48 92,31 75 94,94 ’
Género das pastagens UEa Panicum 12 32,43 9 17,31 3 3,8 0.00
Nao usa Panicum 25 67,57 43 82,69 76 96,2 ’
Usa Cynodon 31 83,78 40 76,92 59 74,68 0.60
N&o usa Cynodon 6 16,22 12 23,08 20 25,32 ’
Nao realiza 2 541 15 28,85 19 24,05
n Quimica 5 13,51 15 28,85 21 26,58
Adubagdo das pastagens Organica 16 4324 8 1538 17 2152 000
Q+0 14 37,84 14 26,92 22 27,85
5 — Dieta (Concentrado)
RagAo Usa 37 100 52 100 75 94,64 0.14
Nao usa 0 0 0 0 4 5,06 ’
x Propria 7 18,92 14 26,92 17 21,52
Ragdo concentrada Comercial 30 8108 38 7308 62 7848 UO3
Fornecimento Sgparada 27 72,97 24 46,15 31 39,24 0
Dieta total 10 27,03 28 53,85 44 55,7

Fi = Frequéncia acumulada; (%) = Porcentagem; P= P-valor;
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Todas as variaveis do F2 — limpeza da ordenha apresentaram efeito significativo
(P <0,05) na concentracdo de iodo do leite. Deste modo, com este resultado se deduz que
a maioria das propriedades que faz uso de detergente alcalino, &gua quente e detergente
acido na higienizacédo da ordenhadeira contribuem para a variacdo de iodo, pois foi menor
quando a limpeza da ordenhadeira e utensilios foi completa.

A prética de pos-dipping néo teve efeito significativo (P > 0,05) e da mesma forma
que no pré-dipping, a maior porcentagem faz uso da préatica de higienizacao das tetas
utilizando o copo de imerséo (dip).

Quanto a alimentacédo do rebanho houve efeito significativo (P < 0,01) para o uso
de pastagem na dieta das vacas, sendo que foi relevante o uso de capim do género panicum
32,43%, 17,31%, 3,80% nas propriedades de cada nivel de iodo, respectivamente,
conforme aumentou o nivel de iodo no leite, menos propriedades faziam uso de pastagem
com capim do género panicum (Tabela 10).

Houve efeito para a adubacdo das pastagens, em gue as propriedades com o0 menor
de nivel de iodo 121 pg/L no leite, faziam uso de adubo organico (Tabela 10). N&do houve
diferenca para o uso de racdo concentrada nas propriedades (P = 0,14) e para a origem da
racao fornecida as vacas (P = 0,63).

Ja para a forma de fornecimento da racéao, separada do volumoso ou em forma de
dieta total houve diferenca (P = 0,00), sendo que no nivel de baixa concentracao de iodo
75% da racdo foi fornecida em comedouro separado do volumoso e nos niveis de média
e alta concentracdo de iodo, a ragdo concentrada foi fornecida como dieta total em 53,85%

e 55,70% das propriedades dos respectivos grupos.

DISCUSSAO
A principal observacédo do presente trabalho foi que a concentracéo de iodo variou

no leite produzido nas propriedades leiteiras do Estado do Parana avaliadas, estes
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resultados foram semelhantes aos encontrados por Castro et al. (2010) que observaram
médias de iodo no leite de 304 pg/kg com variacdo de 61,7% (54 a 1,902 pg/kg) em 501
propriedades do Canada.

Na Suica resultados diferentes foram encontrados, os autores obtiveram 87 ug/L de
iodo no leite, com variacdo de min—-max 5-371 pg/L no leite, decorrente do tipo de
producdo: organica vs convencional, estacdo do ano e uso de iodo na solucdo pré-dipping
(van Der Reijden et al., 2018). Resultados com médias abaixo das observadas foram
verificadas em cidades da Pol6nia, onde a concentracéo de iodo variou de 63 a192,0 pg/L
(Brzéskal and Zbigniew Szybinski, 2009). Na regido da Cracdvia a menor concentragao
de iodo encontrada no leite foi de 31,8 pg/L e a mais alta em Zielona Gora que foi de
3354 ng/L.

Dahl et al. (2003) verificaram que a concentracdo de iodo em leite com baixo teor
de gordura em diferentes regides da Noruega (norte, sul, leste, oeste e centro), ndo tiveram
diferenca significativa em relacdo a localizacdo geografica da amostra, entretanto, o leite
produzido no verdo e no inverno apresentaram diferenca (P < 0,01) sendo o leite do
inverno o de maior concentracdo de iodo média de 232 pg/L , essa relagdo ocorreu pelas
diferentes praticas agricolas nas cinco regides, explicada pelo acesso as pastagens por
mais tempo na regido sul e leste combinado com acesso a forragem enriquecida com iodo.
No presente trabalho, as regiGes do Parané - Brasil, o iodo variou de 352,99 pg/L na regido
norte central a 615,05 pg/L na regido oeste.

Pennington (1990) em um estudo sobre a concentracdo de iodo no leite nos Estados
Unidos verificou que existe uma variagdo na concentracdo de iodo, que é influenciada
pela sazonalidade e regionalidade da produgdo, e o que reflete essa variacdo € a
quantidade de alimentacdo interna concentrada isto €, alimentacdo suplementada com

iodo durante os meses mais frios versus alimentacdo de pastagem ao ar livre durante 0s
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meses mais quentes, e neste caso a proporcao de alimentacdo interna versus externa
depende do clima da area geografica especifica.

Rasmussen and Ovesen (2000) também observaram variacGes geograficas e
sazonais nas concentragdes de iodo no leite da Dinamarca.

Assim, 0 que se V€ no presente trabalho € que a diversidade da area geografica
contibuiu para a variacdo de iodo no leite, na regido oeste onde a concentracdo de iodo
no leite foi maior, ha presenca de solos que variam entre: neossolo litdlico, latossolo
vermelho etroférrico, nitossolo vermelho etroférrico e nitossolo latossélico, todos com
predominio de culturas temporarias como mandioca e feijdo (Mezzomo, 2008). Tipo de
solos que apresentam textura argilosa e muito argilosa (Domingos et al., 2009).

Observa-se que nos resultados (Tabela 4) ha predominio de solos argilosos na
regido oeste, diante disto, nota-se que a concentracdo de iodo no leite destas propriedades
foi maior do que no leite das propriedades gque a textura do solo era mista e arenosa. Os
solos tendem a apresentar niveis irregulares de iodo, sendo que os solos aluviais e
argilosos possuem maior concentracdo de iodo do que solos derivados de granito (Lima
and Navarro, 2018).

Além do solo argiloso, na regido oeste é muito comum o uso de produtos de
fecularias na alimentacdo de vacas lactantes. A mandioca possui um composto conhecido
como glicosidio cianogénico (Cereda and Mattos, 1996). E esses compostos sdo
antagbnicos ao iodo e afetam a exigéncia de iodo pelo organismo, pois disputam os sitios
de ligacdo de iodo na tireoglobulina, precursora da sintese de horménios e interferem na
captacdo de iodo pela tireoide, alimentos com estas substancias reduzem a eficiéncia de
captacéo e retencdo de iodeto pela glandula tireoide (Van der Reijden et al., 2017; Goff,

2018).
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Considerando esses aspectos, € compreensivel que o iodo varia conforme a
alimentacédo fornecida e outros fatores como clima, manejo, criacdo (Castro et al. 2012;
Kaufmann and Rambeck 1998), e 0 mesmo acontece com a composic¢ao quimica do leite
(Cabral et al. 2015; Giovannini et al. 2015). Visto que a composi¢do quimica do leite
variou a medida que o iodo aumentou (Tabela 5).

Em média 16% do iodo esta presente na porcdo do leite livre de gordura (Miller
1975), ou seja, o leite com menor teor de gordura tende a ter maiores concentracdes de
iodo, assim como nos resultados de (Dahl et al., 2003), que avaliando leite com baixo teor
de gordura em diferentes estacdes do ano (inverno e verdo) observaram que o leite com
pouca gordura na temporada de inverno apresentou 232 g / L de iodo, variando de 103
a 272 pg/ L, maior que no verdo que foi de 88 g/ L de iodo.

Essa tendéncia foi semelhante ao trabalho realizado na Espanha, onde a comparacao
foi entre o teor de iodo e o de gordura no leite pausterizado (desnatado, semi-desnatado e
integral), os resultado obtidos mostraram que a concentracdo de iodo no leite desnatado
foi maior (273 52 ug / L), do que no leite semidesnatado (254 57 pg / L) ou no leite
integral (251 61 ug / L) (P < 0,0001), contudo sem diferencas entre esses dois ultimos
(Soriguer et al., 2011). Ja Castro et al. (2012) ndo observaram diferenca com a
composicao do leite (gordura, proteina, lactose) e a concentracdo de iodo do leite.

A CCS (Tabela 5) teve varia¢do importante, pois a contagem diminiu conforme a
concentracdo de iodo aumentou (P < 0,05) podendo estar relacionado ao fato do iodo
desempenhar papel imunoldgico, uma vez que quando colocado num meio contendo
iodeto os leucdcitos (células do sistema imune) sintetizam tiroxina (hormonio
extratiroidiano), assim, o iodo/iodeto podem melhorar o sistema imunolégico e melhorar

a eliminacdo de infec¢des (Venturi and Venturi, 2014; Bilal et al., 2017). Além desse
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aspecto, o iodo tem acao desinfetante e € usado ha anos e mostra ser eficiente no pre e
pos-dipping (Matt et al., 2011).

Este resultado tem relacéo direta com a capacidade antioxidante do leite (P < 0,05)
com a concentracgdes de iodo (Tabela 5). Pois quanto maior o acimulo de iodo na glandula
mamaria, mais efetiva é a capacidade antioxidante deste mineral (Van der Reijden et al.,
2017) uma vez, que o iodo € um dos elementos mais ricos em elétrons na dieta de
organismos marinhos e terrestres, logo, na forma de iodeto (I-) este elemento atua como
um doador de elétrons atraves das enzimas peroxidase que € o antioxidante inorganico
mais primitivo em todas as células concentradoras de iodeto de algas marinhas primitivas
a vertebrados mais recentes (Venturi and Venturi, 2014) (Tabela 5).

Ou seja, o iodo na presenca do peroxido de hidrogénio e peroxidase diminui o
dano por radicais livres de oxigénio (Ahad and Ganie, 2010; Venturi and Venturi, 2014)
e dessa forma aumenta a capacidade antioxidante do leite.

Os acidos graxos de cadeia média e curta diferiram em relacdo a concentracao de
iodo no leite (P < 0,05). Vesely et al. (2018) incluiram colza na alimentacdo de vacas e
observaram que houve diminui¢do na concentracdo de iodo no leite por causa do contetdo
de glucosinolato, os autores verificaram também, que o perfil dos &cidos graxos
modificou, pois aumentou o teor de AGMI e diminuiu o teor de acido palmitico (C16: 0)
e AGPI em comparacdo com a alimenta¢do com soja extrusada com gordura total (P >
0,05) enquanto o contetdo total de AGS e AGI ndo foi influenciado (P > 0,05).

Como visto nos resultados anteriormente mencionados, a concentracdo de iodo no
leite sofre influéncia de diversos fatores, como manejos de producéo, de criacdo e de
ordenha (Tabela 9). Deste modo, propriedades que fazem uso de limpeza de ordenhadeira
completa, com uso de detergente neutro, &cido e agua quente (Tabela 10), tem menor

concentracdo de iodo no leite, essa variavel indica que manejo de limpeza realizado de
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forma completa e correta, diminui a probabilidade de contaminacdo ou até mesmo
adérencia de elementos externos ao leite.

Resultado diferente foi observado por Castro et al. (2010) que notaram niveis de
iodo mais alto em propriedades que utilizavam sistema de limpeza automatico do tanque
de expansdo. Os autores sugeriram que possivelmente, a causa pode ser residuos dos
desinfetantes presente na tubulacdo da maquina ordenhadeira que contaminam o leite

Outro aspecto que deve ser considerado é o fato da agua ser fonte natural de iodo,
assim a agua pode contribuir com o iodo no leite (Risher et al., 2001). A dgua é umas das
principais fontes de iodo no leite para os ruminantes Miller (2012) e apresenta formas
variadas desse mineral como iodo organico, iodeto e iodato (Rogerson, 2018).

Como no presente trabalho e no de Castro et al. (2010) o sistema de alimentagéo
teve associacdo com o aumento de iodo no leite, sendo o fornecimento da ra¢do como
dieta total superior ao de fornecimento de concentrado separado, os autores acreditam que
este resultado seja pela presenca de mineral na dieta total.

A pastagem na alimentacdo das vacas tem um peso importante na variacdo de iodo
no leite, pois segundo Miller et al. (1988) e Franciszek Brzoska et al. (2009) o iodo
contido no leite de vaca tem como sua principal origem a dieta do animal. Estima-se que
entre 80 e 90% do iodo ingerido pelas vacas é absorvido e a maioria do iodo que ndo €
captado pela glandula tireoide é excretada via urina e/ou leite.

O iodo nas forrageiras tem seu valor extremamente variavel, pois depende da
quantidade de iodo presente no solo. Comparando a pratica de consumo de concentrado
nestas mesmas propriedades é possivel observar que a porcentagem que usa concentrado
na forma de dieta total € maior (P = 0,00), ou seja, quanto maior o nivel de iodo, menor

0 consumo de pasto e maior é o de concentrado.
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Esse comportamento explica o aumento do iodo no leite, pois alguns alimentos
contém compostos goitrogénios cianogénicos que prejudicam a captacdo de iodo pela
tireoide e liberam hidrogénio cianeto no seu metabolismo que reage com os grupos sulfato
formando tiocianato, estes tém, aproximadamente, 0 mesmo tamanho do iodeto e compete
com iodeto por sitios de ligacdo na tireoglobulina, desse modo, reduz a eficiéncia de
captacdo e retencdo de iodeto pela glandula tireoide (Goff, 2018).

Os compostos glicosideos cianogénicos podem ser encontrados em diversos
vegetais, incluindo soja crua, milho, batata-doce, trevo branco, milheto, mandioca e
também o tiacianato na colza (Haldimann et al., 2005; Flachowsky et al., 2014).

Segundo Laurberg et al. (2002) a alimentacdo das vacas com colza, conhecida no
Brasil como canola, pode transferir tiocianato para o leite e consequentemente diminuir
o teor de iodo, provavelmente, por inibicdo competitiva do NIS na glandula mamaria,
desse modo, alteracdes na alimentacdo das vacas leiteiras podem alterar o contetdo de
iodo do leite do consumidor e isso pode influenciar o risco de doencas da tireoide na
populacgdo, por excesso ou caréncia desse mineral.

Resultados semelhantes ao do presente trabalho, também foram observados por
Pennington (1990), que corrobora as variacdes no teor de iodo do leite sdo geralmente
atribuida a proporcao de alimentacao das pastagens versus a racdo enriquecida com iodo.
A alimentacdo e o iodo se correlacionaram (Tabela 9 e 10) logo, 0 mesmo resultado foi
corroborado por Rogerson, (2018), que observou associacdo da dieta e o contetdo de iodo
do leite.

Segundo Firkins and Eastridge (1994) com o aumento do iodo presente na
alimentacédo a base de 6leos ou gorduras, a ingestdo de matéria seca e AGCM diminui,
resultado analogo pode ser observado na Tabela 9, que 0 aumento na concentragdo de

iodo diminuiu a ingestdo de pastagem e também a concentracdo de AGCM (Tabela 5).
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Resultados contrarios ao trabalho foram observados por Weiss et al. (2015), que
alimentaram vacas com farelo de canola, para que a substancias goitrogénicas inibisse a
transferéncia de iodo para o leite, no entanto, o resultado obtido foi aumento de iodo
sérico e diminuicdo de iodo no leite, sendo que o leite de vacas alimentadas com 0,5 mg
/ kg de I tinha 358,289 e 169 pg de I/ L para os tratamentos com farelo de canola 0; 3,9%
e 13,9%. Para vacas alimentadas com 2,0 mg / kg de 1, as concentracdes de leite | foram

733, 524 ¢ 408 ng / L, respectivamente.

CONCLUSAO
A concentracdo de iodo no leite dos tanques das propriedades leiteiras estudadas

foi diferente e permitiu agrupar em trés cluster: baixa, média e alta concentracao.

Nas mesorregides estudadas um novo agrupamento foi realizado e a maior
concentracdo de iodo obtida foi encontrada na regido oeste, seguido pela regido centro
oriental e centro norte. A regido oeste possui predominancia de solos argilosos, os quais
possuem concentragdes mais alta de iodo.

A diferenca de criacdo e manejo de ordenha nas propriedades contribuiram para a
variacdo da concentracdo de iodo no leite.

Algumas variaveis indicaram relacdo com a concentracdo de iodo no leite, dentre
elas a limpeza de ordenha, pois propriedades que fizeram uso de detergentes, acido ou
alcalino e agua quente apresentaram, menores concentracdes de iodo no leite, o que
remete que parte do iodo pode ser oriundo por contaminacao na ordenha, especialmente
no caso da maioria das propriedades que realizaram pré-dipping ter maior concentragao
de iodo.

A dieta também teve influéncia, ja que os animais criados em sistema de pastejo

com adubagdo organica apresentaram a menor concentracdo de iodo no leite quando
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comparados aos animais que se alimentam de dieta completa com concentrado, volumoso
e mineral.

Além desses aspectos, o leite com concentracdo maior de iodo, apresentou
elementos com caracteristicas nutracéuticas importantes, pois quanto maior a
concentracdo de iodo no leite maior foi a capacidade antioxidante e maior concentracdo

de CLA, e uma menor razdo 6mega 6 e 3.
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VI - Identificacdo e quantificacédo de residuos de antibidticos
(ceftiofur, cloxacilina, enrofloxacina) no leite da regido norte central do

estado do Parana — Brasil

Antibiotic residues (ceftiofur, cloxacillin, enrofloxacin) identification and quantification
in milk from the north central region of the Parana State- Brazil

(Food Control)

Resumo

Objetivou-se com este trabalho identificar e quantificar residuos de antibiéticos:
ceftiofur, cloxacilina, enrofloxacina, no leite cru de propriedades leiteiras da regido
norte do estado do Parana e a causa. A pesquisa foi realizada em 116 propriedades e
foram coletadas amostras de leite, junto com a arguicao sobre todo manejo da
propriedade em um questionario previamente elaborado. Os antibi6ticos foram extraidos
usando o método QUEChERS modificado, e detectado e quantificados no
UPLC-MS/MS. Das propriedades estudadas 10 (8,63%) apresentaram resultados de
leites contaminados com residuo de antibidtico. Houve diferenca (P< 0,05) entre o
tempo de descarte do leite e a presenca de antibi6ticos, e as propriedades com resultado
positivo faziam descarte com menos de 5 dias e dentro do periodo de caréncia. As
variaveis de manejo sanitario e de higiene durante ordenha ndo houve diferenca (P
>0,05). Contudo a contaminacéo do leite por antibidticos é proveniente do
armazenamento do leite de animais em fase de tratamento com substancias
antimicrobianas dentro do periodo de caréncia, as amostras do leite positivo apresentou
concentracdes dentro do limite méximo de residuo, portanto sendo préprio para o
consumo, o método de extracdo QUEChERS modificado e a quantificacdo por UPLC-
MS/MS foi eficiente na deteccdo de baixas concentragdes de residuos de antibidticos no
leite cru de tanques a granel.

Palavras-chave: leite de tanque, LMR, mastite, QUEChERS

Abstract

The study aimed to identify and quantify antibiotic residues: ceftiofur, cloxacillin,
enrofloxacin, in raw milk from dairy farms in the northern region of the Parana state
and its cause. The survey was carried out on 116 properties and milk samples were
collected, together with the question about all property management of the property in a
previously prepared questionnaire. Antibiotics were extracted using the modified
QUEChERS method, and detected and quantified in the UPLC MS / MS. From the
properties studied, 10 (8.63%) showed a result of milk contaminated with antibiotic
residue. There was a difference (P <0.05) between the time of milk disposal and the
antibiotics presence, where the properties with a positive result were discarded within 5
days and within the grace period. The variables of sanitary management and hygiene
during milking were not different (P> 0.05). However, the milk contamination by
antibiotics comes from the storage of milk from animals undergoing treatment with
antimicrobial substances within the grace period, the positive milk sample showed
concentrations within the maximum residue limit, therefore being suitable for
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consumption, the modified QUEChERS extraction method and UPLC-MS / MS
quantification was efficient in detecting low concentrations of antibiotic residues in raw
milk from bulk tanks.

Keywords: milk tank, mastitis, MRL, QUEChERS.

1 Introdugao

O leite de qualidade deve apresentar requisitos minimos dos componentes quimicos, ser
livre de contaminantes, isento de agentes inibidores de crescimento microbiano e deve
ser oriundo de animais sadios (Brasil, 2018) também como, ndo deve apresentar
residuos de produtos veterinarios e contaminantes acima do limite maximo previsto nos
orgaos reguladores da saude. (Anvisa, 2018; Who, 2018).

De acordo com as organizacdes de salde, alimentos contaminados com antimicrobianos
ou quaisquer medicamentos veterinarios, podem causar risco a satde publica (ANVISA,
2018; European Union, 2015; WHO, 2018). Dessa forma, conter o uso indiscriminado
de antimicrobianos na producédo animal visto a importancia, tem sido um plano de acao
global (WHO, 2018).

Na produgéo de leite, os antimicrobianos sdo usados em doencas das glandulas
mamarias (Scherpenzeel et al., 2016). Contudo, 0 uso excessivo em praticas com fins
profilaticos e terapéuticos tém causado o acumulo e residuos destes produtos no leite,
dessa forma colocando em risco a saude publica e causando prejuizos as industrias de
derivados lacteos (Nascimento et al., 2001; Martins et al., 2016).

Na producdo de leite, 0 antibiotico mais utilizados em tratamentos é o ceftiofur, uma
cefalosporina de terceira geragdo que em geral resulta em caréncia de 0 horas ap6s
aplicagéo para retirada do leite, contudo tem sido alvo de reclamacdes de resultados
positivos em testes de triagem nos laticinios quanto a presenca de residuos no tanque de
leite a granel (Durel et al., 2019).

A cloxacilina representante das penicilinas esta entre as drogas mais utilizadas como

agente profilatico na terapia da vaca seca ou na terapia contra a inflamacéao das
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glandulas mamarias (Burmanczuk et al., 2017). Este antibidtico da classe do B-
lactdmico € uma penicilina semissintética e € usada principalmente na terapia e
prevencdo da mastite induzida por Staphylococcus aureus (Drackova et al., 2009).
Outra droga veterinaria utilizada no tratamento de mastite subclinica e clinica causada
por Staphylococcus aureus, como também na prevencao da mastite é a enrofloxacina
(Martinez-Cortes et al., 2016) que pertence ao grupo das quinolonas e é umas das
drogas que esta no grupo de medicamento de alto risco quanto a resisténcia bacteriana
(Navrétilova et al., 2011).

Os limites maximos destes antibacterianos no leite (LMR) € de 100 pg/kg para o
ceftiofur, 30 pg/kg para cloxacilina e para enrofloxacina o LMR é de 100 pg/kg
(European Union, 2015; ANVISA, 2018; FAO/WHO, 2018).

Segundo Landers et al. (2012) o uso de antimicrobianos € uma preocupacao crescente
em funcéo da resisténcia bacteriana aos principios ativos e desenvolvimento de
organismos resistentes que resultam em infec¢cGes humanas. O controle eficiente do uso
de medicamentos veterinarios, especialmente os antibidticos, € muito importante para
garantir que nao haja residuos, a fim de que prevaleca a seguranca e a qualidade do leite
e seus derivados.

Neste contexto, objetivou-se com este estudo identificar se ha contaminacao por
residuos de antibidticos no leite cru de propriedades leiteiras localizadas na regido norte

do estado do Parana e sua causa.

2 Material e Métodos
2.1 Local

O estudo foi desenvolvido em propriedades da regido Norte Central do estado do Parana
— Brasil e abrangeu 16 cidades, num perimetro de 245 km com uma area de 3460 km?

aproximadamente (Figura 1), no periodo de marco de 2015 a setembro de 2016
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incluindo 116 propriedades que escolhidas aleatoriamente e sem aviso prévio para

visita.
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Figura 1: Imagem demarcada da area e perimetro da regido de coleta de dados. Fonte:
Google Earth (2020).

2.2 Amostras experimentais

Ap0s visita e explicacdo aos proprietarios e assinatura do termo de consentimento livre
e esclarecido foi aplicado um questionario previamente elaborado, baseado em Castro et
al. (2010) para coleta de dados sobre a produgéo de leite e o sistema de producéo.
Juntamente com o questionario, amostras de leite foram coletadas no tanque de
expansao apos homogeneizacdo de 10 minutos, em frascos de polietileno de 50 mL sem
adicdo de conservante e acondicionadas em caixas com gelo seco e depois armazenadas
em ultra freezer -80°C para posterior analise.

Ap0és a coleta, as amostras de leite foram submetidas a testes rapidos com Kkits
comerciais para diagnéstico de contaminagdo por residuos de antibidticos. Os testes
utilizados foram BetaStar® S Combo e 0 BetaStar® S da ©Neogen Corporation, que
detecta os grupos de antibioticos p-lactamicos, tetraciclinas e tem capacidade de

identificar a presenca de desfuroil-ceftiofur (um metabdlito do ceftiofur) que é o
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ingrediente ativo em tratamentos populares contra mastite. As amostras foram

analisadas no bloco aquecedor Tecnibra BA-75®.

2.3 Preparo das amostras

A extracdo dos antimicrobianos enrofloxacina, ceftiofur e cloxacilina do leite foi
realizada a partir do método QUEChERS com modificacdes segundo (Grabsk et al.,
2019).

Foi utilizado 10 mL de leite homogeneizado para extracao dos antibioticos, que foi
adicionado em tubo de centrifuga de 50 mL com 10 mL de acetonitrila (ACN) com 1%
de &cido acético (v:v), pH entre 3 e 4, mais 6 g de NaSO4 anidro e agitados em vortex
por 2 min. Na centrifuga o tubo permaneceu por 10 min na velocidade de 6000 rpm a
4°C, em seguida, apds a centrifugacao o sobrenadante foi transferido para um baldo de
25 mL.

Logo, no tubo de extracdo foi adicionado 10 mL de ACN com 1% de hidroxido de
amonio (v:v) seguido de agitacdo por 2 min em vortex.

Posteriormente, o conteido foi novamente centrifugado por 10 min a 6000 rpm a 4°C e
0 sobrenadante foi transferido para o baldo de 25 mL, adicionado juntamente com o
sobrenadante da extracdo anterior e diluido com ACN até completar o volume do baléo.
Na etapa de clean-up, em um tubo contendo 100 mg de C18, 50 mg de PSA e 1 g de
NaAc anidro foi adicionado 5 mL do extrato e agitados em vortex por 2 min. Em
seguida o tubo foi centrifugado durante 10 min a 6000 rpm a 4°C.

Depois, para a concentragdo, o sobrenadante foi transferido para um baldo de 50 mL e
rotaevaporado até a secura. Logo o extrato foi reconstituido com 2,0 mL de &gua/ACN
(95:5; v:v) com 0,1% de acido acético (v:v). Em seguida, para analise o extrato foi
filtrado em filtro de seringa de nailon (porosidade de 0,20 pum) e 1000 pL do extrato foi

transferido para um vial e analisado por UPLC-MS/MS.
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2.4 Andlise de antimicrobianos
Para a identificacdo e quantificagdo dos antibacterianos foi utilizado um cromatdgrafo a
liquido de ultraperformance ACQUITY UPLC System da Waters (Massachusetts,
EUA) acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo ACQUITY TQD da
Waters (Massachusetts, EUA) com ESI utilizado no modo positivo.
A separacdo cromatografica foi realizada utilizando a coluna ACQUITY UPLC® BEH
C18 (1,7 um, 50 mm x 2,1 mm) a 30°C. A fase movel foi composta por: dgua (A) e
ACN (B), ambas fases com 0,1% de &cido férmico para a elui¢do dos antibacterianos
extraidos pelo método. O perfil do gradiente utilizado: 0-0,50 min, 98% A; 2,00 min,
70% A; 3,00 min, 50% A; 4,00 min, 30% A; 5,00-9,00 min, 2% A; 9,01-10,00 min,
98% A, com fluxo de 250 pL min-1 e o volume de injecéo foi de 10 pL.
Foram otimizadas a ionizacao e as condi¢des para cada antibacteriano estudado por
infusdo a vazdo de 5 uL min™ em uma concentragdo adequada preparada em
metanol:agua (50:50, v:v) contendo 0,1% de acido férmico (v:v). Foram observadas
para os analitos ceftiofur, cloxacilina e enrofloxacina, duas transi¢des de fragmentacao,
uma para quantificagdo e outra para identificacdo. Os seguintes parametros do
espectrometro foram semelhantes para os trés analitos: temperatura da fonte a 150°C,
tensdo capilar de 2,0 KV, nitrogénio como gas de dessolvatacio a taxa de 600 L h,
nitrogénio como gas nebulizador a vazdo de 50 L h, temperatura de dessolvatagéo a

350°C e argbnio foi usado como gés de colisao.

2.5 Curva de calibragéo
Foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) os padrdes dos

antibacterianos ceftiofur (CEFT); cloxacilina (CLOX); enrofloxacina (ENRO). As

solugdes estoque foram preparadas com concentragdo igual a 1,0 mg / mL™ e as curvas
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de calibracéo para ambas foram preparadas em agua ultrapura variando as
concentragdes de 1 a 10 pg mL™. Todas as solucdes foram armazenadas a -20°C

(Grabsk et al., 2019).

2.6 Andlise Estatistica

A analise de dados foi realizada no SPSS Statistics 1.8 versdo 20. O teste de Qui-
quadrado de Pearson foi utilizado como procedimentos estatisticos. Foi aplicado o teste
de qui-quadrado de aderéncia para testar a distribuicdo de frequéncias do uso de
antibidtico nas propriedades estudadas. E o teste de Qui-quadrado de independéncia
para comparacao do tipo de antibidtico usado nas propriedades e o tempo de descarte do
leite, de acordo com os respectivos modelos:
Modelo 1: Teste de aderéncia:

xzzznzzl 0; — Ei): Zn:zl (o; /N — Pi)zz_

Ei pi ’

i i

Modelo 2: Teste de independéncia

. ,((Oij/N)—pi-pj)z
= NZPlPJ =
) Di- Dj

Em que,

x2= Estatistica de teste cumulativa de Pearson, que assintoticamente se aproxima da
distribuicdo Qui-quadrado;

0;= Numero de observagdes do tipo i;

N = Nuamero total de observacdes;
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E; = Np; = A frequéncia esperada (tedrica) do tipo i, avaliada sob a hipotese nula de
que a fracdo do tipo i na populacéo p;;

n = O numero de células na tabela. O limiar para significancia estatistica foi 5%.

3 Resultados

O teste de Qui-quadrado de aderéncia mostrou que os dados obtidos sdo consistentes
com a distribuicdo proposta:

[x2 (115) = 0,456; p > 0,05].

Os leites das propriedades foram analisados com dois testes, primeiramente, com os kits
comerciais BetaStar® S Combo e 0 BetaStar® S e em seguida com o0 método de
extracdo QUEChERS com modificagdes no UPLC-MS/MS. Os resultados de deteccédo
de antibiotico usando os kits em todas as amostras foram negativos. Ja pelo método
laboratorial com 0 QUEChERS maodificado, residuos de antibidticos foram detectados
no leite, sendo que de 116 amostras das propriedades estudadas, 10 (8,63%) estavam
contaminadas.

Né&o houve diferenca significativa (P = 0,45) para as trés categorias de residuos de
antibioticos no leite, entretanto, o antibidtico de menor ocorréncia no leite foi a
Cloxacilina, apenas uma amostra de leite de uma propriedade (0,9%) estava
contaminada com residuo desse antibiotico (Tabela 1). Para o Ceftiofur houve dois
casos de detecgéo positiva com o percentual de 2,6% (Tabela 1). A ocorréncia de
contaminacéo do leite mais comumente entre as propriedades foi por enrofloxacina
5,2% das propriedades leiteiras, sendo seis resultados positivos para a presenca desse

farmaco no leite.
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Tabela 1: Frequéncia de propriedades leiteiras com presenca de residuo de diferentes

antibidticos no leite.

Residuo de trés classe de antibioticos no leite

Resultado Ceftiofur Cloxacilina Enrofloxacina P-valor
POSitivo Frequéncia (N = 116) 3 1 6 0.45
(%) 2,6 0,9 5,2

N: namero de propriedades; (%) porcentagem; P > 0,05 ndo apresenta diferenca significativa.

O resultado da quantificacdo dos antibioticos no leite, resultou em apenas uma amostra
com valor acima do limite de quantificacdo, sendo detectado 5,59 ng/mL de ceftiofur.
As demais amostras analisadas tiveram presenca de ceftiofur, cloxacilina e
enrofloxacina contudo os valores encontrados estavam abaixo do limite de quantificacdo
do método que é foi 1,5 ng/mL para ceftiofur, 5,3 ng/mL para cloxacilina e 8,7 ng/mL

enrofloxacina (Tabela 2).

Tabela 2: Resultado das quantificacdes dos residuos de antibiotico no leite.

Amostras Ceftiofur Cloxacilina Enrofloxacina

1 <LQ nd nd

2 <LQ nd nd

3 nd <LQ nd

4 nd nd <LQ
5 5,59* nd <LQ
6 nd nd <LQ
7 nd nd <LQ
8 nd nd <LQ
9 nd nd <LQ

<LQ: abaixo do limite de quantificacdo; nd: ndo detectado. *concentracdo em ng/mL (ppb).

De acordo com os resultados listado abaixo houve diferenca significativa (P = 0,00)
para o tempo de descarte do leite em relacéo a presenca de antibioticos (Tabela 3).

Sendo que o maior percentual de propriedades estudadas que apresentaram resultado
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negativo para presenca de antibiotico fazia o descarte por 9 dias. Logo, o descarte do

leite com presenca de antibiotico (5,1%) foi inferior a 3 dias (Tabela 3).

Tabela 3: Comparacéo entre o tempo de descarte e a presenca de residuo de antibiotico

Presenca de antibidtico

_ _ Positivo
Descarte do leite (dias)

Negativo

N (%)

N (%)

P-valor

2(1,7)
2(1,7)
6 (5,1)

© 00 N oo o1 A W N -, O

10 -

1(0,9)
3(2,6)
20 (17,2)
9(7,8)
16 (13,8)
6(5,2)
12 (10,3)
3(2,6)
35 (30,2)
1(0,9)

0,00

N: nimero de propriedades; (%) porcentagem; p > 0,05 ndo apresenta diferenca significativa.

O leite das propriedades do estudo tinha dois destinos de descarte, 90,4% do efetivo

total jogava fora o leite com residuo e 9,6% forneciam o leite para bezerros machos ou

outros animais de criacdo da propriedade, como suinos e cées (P > 0,05).

N&o houve relacdo (P > 0,05) entre as variaveis de manejo de ordenha estudadas pelo

questionario em comparagdo com a presenga de antibidticos no leite (Tabela 4).
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Tabela 4: Comparacéo entre as variaveis do manejo de ordenha do questionario com 0s

resultados de residuos de antibidtico no leite.

Fatores analisados

Resultado de antibiéticos

Positivo  Negativo

Perguntas Respostas p - valor
N (%) N (%)
Manejo de pré-dipping
. Realiza 5(4,3) 39(33,6)
Pré- dipping y ] 0,25
N&o realiza 4 (3,4) 68(58,6)
Manejo de p6s- dipping
o Realiza 4(3,5) 56(48,7)
Pos-dipping y ) 0,62
N&o realiza 5(4,3) 50 (43,5)
Teste de Mastite
N&o Realiza N&o usa 4 (3,4) 65 (56)
Caneca Usa 3(2,6) 23(19,8) 0,91
CMT (Califérnia mastite teste) Usa 2(4,7) 19(16,4)

N: nimero de propriedades; p > 0,05 ndo apresenta diferenca significativa.

Né&o houve diferenca significativa (P > 0,05) para as variaveis de manejo sanitario

arguidas aos proprietarios em relagdo ao residuo de antibiético no leite e prevaléncia de

enfermidades no rebanho (Tabela 5).
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Tabela 5: Frequéncia das variaveis dos questionarios, referentes ao manejo sanitario em

relacdo a presenca de antibidtico no leite da regido norte do Parana.

Fatores analisados Resultado de antibiéticos

Positivo  Negativo
Perguntas Respostas P- valor
N (%) N (%)

Doengas que acometem o rebanho

Sim 0,0 (0,00 18(15,5)
Casco 0,10
Nao 9,0(7,8) 89(76,7)
) Sim 3,0(2,6) 54(46,6)
Mastite 0,32
Néao 6,0 (5,2) 53(45,7)
Sim 0,0 (0,00 17(14,7)
Aborto 0,57
Néo 9,0(7,8) 90 (77,6)
Sim 7,0(6,0) 88(77,9)
Carrapato 0,73
Néao 2,0(1,7) 19(16,4)
o Sim 7,0(6,0) 97 (83,6)
Faz uso de antibioticos 0,22
Néo 2,0(1,7) 10(8,6)
o Sim 3,0(2,6) 22(19,0)
Penicilina 0,37
Néao 6,0 (5,2) 85(73,3)
_ o Sim 4,0(3,4) 58 (50,0)
Oxitetraciclina 0,57
Néo 50(4,3) 49 (42,2
o Sim 1,0(0,9 9,0(7,8)
Tetraciclina 0,78
Néo 8,0 (6,9) 98(84,5),2
) Sim 1,0(0,9) 5,0(4,3)
Enrofloxacina 0,40
Néao 8,0 (6,9) 102 (87,9)
- Sim 1,009 2,0(1,7)
Cloxacilina
Néo 8,0 (6,9) 105 (90,5)
) Sim 1,0(0,9) 16 (13,8)
Varios 0,75
Néao 8,0(7,9 91(78,4)

N: nimero de propriedades; valores entre parénteses sdo referentes a porcentagem (%); P > 0,05 ndo
apresenta diferenca significativa.
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4 Discussao

O uso do ceftiofur é eficaz no tratamento de mastite subclinica tendo altas taxas de cura
com o uso prolongado (Oliver et al., 2004). O uso deste farmaco tem sido recorrente no
tratamento de mastite nas propriedades leiteiras, principalmente por ser conhecido como
antibiotico de descarte zero (Alves et al., 2019).

O resultado da analise de ceftiofur no leite positivo, com valor acima do limite de
deteccdo 5,59 ng/mL (Tabela 3), esta abaixo do limite maximo de residuo determinado
pelos 6rgdos de saude (ANVISA, 2018; FAO/WHO, 2018).

Resultados diferentes foram obtidos por Durel et al. (2019) que analisaram, com Kits
comerciais amostras de leite de tanque na industria para ceftiofur, e ndo encontraram
resultados positivos em aliquotas com dilui¢do 1:10, no entanto, no mesmo trabalho,
utilizando outras marcas de teste, alguns resultados foram positivo, neste caso, 0s
autores concluiram que se tratava de um resultado duvidoso falso-positivo e reforgaram
que se utilizar o produto de forma recomendada pelo fabricante, os produtos injetaveis
de ceftiofur sdo seguros e o leite deve estar livre de residuos.

Alves et al. (2019) também encontraram resultados positivos de antibidticos no leite. Os
autores avaliaram o periodo residual no leite de vacas tratadas com Ceftiofur utilizando
Kit comercial (SNAP ST PLUS Test®) e observaram que em 100% das amostras
analisadas, o resultado para antibidtico foram positivos no primeiro e segundo dia de
uso do medicamento, 66% no terceiro e 0% no quarto dia de uso, respectivamente.
Cristina et al. (2010) detectaram presenca de residuo de ceftiofur com kit comercial no
leite em até 12 horas apds o uso do antibidtico.

Existe uma preocupagdo com o uso de 3-lactdmicos, por desenvolver resisténcia em
cepas bacterianas, como a E. coli., principalmente o ceftiofur que esta relacionado ao

antimicrobiano ceftriaxona, que é uma droga usada na satde humana (Gorden, 2017).
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Outro aspecto relevante é o uso continuo de antibioticos na profilaxia para infecgdes
mamarias e na terapia de vaca seca para evitar novos casos de mastite, a cloxacilina é
uma alternativa de uso nesse tipo de prevencao (Bhutto et al., 2011). Na Tabela 3, é
possivel observar que o leite de uma das propriedades estava com presenca de residuo
desse antibiotico, entretanto, a concentracdo foi abaixo do limite de deteccao.
Atualmente, existem diversas ferramentas para diagndstico de mastite com resultados
instantaneos, que otimizam o uso de antibioticos, contudo, o que se observa é que
quando perguntado aos produtores sobre 0 uso dessas técnicas, a maioria (56%) nédo
realiza teste de mastite, 19,8% néo usa a caneca de fundo preto e 16,4% ndo realiza o
teste de CMT, como também néo utiliza manejos de prevencdo o pré-dipping e pds-
dipping (Tabela 5). No entanto, quando séo questionados sobre o uso de antibidticos
97% relatam que sim, fazem o uso (Tabela 6).

O mesmo foi observado por Griffioen et al. (2016), quando utilizaram um questionario
para entrevistar 195 produtores de leite, com o objetivo de determinar a necessidade de
diagnostico microbioldgico para mastite clinica, subclinica e tratamento de vaca seca,
para otimizar o uso de antibiotico. A resposta dos produtores foi que o teste é
importante, no entanto, se 0 nimero de produtores que utilizam essa ferramenta fosse
maior, o uso indevido de antibidticos para fins terapéuticos seria menor.

Como no presente trabalho Alves et al. (2019), também detectaram presenca de
penicilina (grupo da cloxacilina) no leite, s6 que, em periodo mais prolongado de uso,
apos 13,5 dias.

Residuo de enrofloxacina ndo foi detectado no leite quando analisados com os Kits
comerciais, no entanto, quando o leite foi analisado por UPLC/MS-MS observou-se que
este antibidtico é o mais presente nas amostras de leite de propriedades estudadas,

contudo abaixo do LMR (Tabela 2).
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J& Moharana et al. (2015) em Chennai, Tamilnadu na india, também observaram que
das 125 amostras de leite analisadas, 16,8% deram resultado positivo para
enrofloxacina, e 8% tinham valores acima do LMR. Os autores apontaram que a falta de
descarte do leite de animais em tratamento tem contribuido para a contaminagdo com
residuo de antibioticos. O mesmo, foi observado nos resultados da Tabela 4, em que o
tempo de descarte do leite com residuo de antibiotico foi muito curto, pouco mais de
5% fizeram descarte maior que 2 dias.

Martinez-Cortés et al. (2016) também detectaram residuo de enrofloxacina no leite apds
tratamento intramamario em vacas saudaveis e mastisticas, e a concentracao residual foi
elevada e variou de 18,5a 19,8 ug / mL no dia 1 e de 20,2 a 22 pug / mL no 8° dia de
uso.

Residuo de enrofloxacina também foi detectado no leite de tanques a granel por
Mohammed et al. (2016), os autores encontraram, média de 2,94 ng/mL do antibidtico

no leite.

5 Conclusao

A contaminacdo do leite por residuos de antibiético se da pelo armazenamento do leite
no tanque de expansao, antes do prazo final de caréncia dos antibi6ticos.

Os antibidticos que apresentaram maior prevaléncia no leite das propriedades estudadas
foram a enrofloxacina e ceftiofur, no entanto, os valores quantificados ficaram abaixo
do limite méximo recomendado pelos 6rgaos de saude, sendo, portanto, considerados
proprios para consumo. O método utilizado para a extracdo, identificacéo e
quantificacdo de residuos de antibioticos no leite ¢ eficiente para deteccéo de baixas

concentracgdes, de diferentes classes de antibioticos.
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