Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., v.59, n.4, p.832-836, 2007
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RESUMO

Estimou-se a origem da atividade lipolitica do leite com contagens de células somaticas (CCS) ajustadas
para diferentes niveis. A partir de lotes de leite cru com baixa (100.000 cel/ml) e alta (1.000.000 cel/ml)
CCS, formaram-se trés tratamentos: A) leite com baixa CCS; B) leite com alta CCS; C) leite
originalmente com baixa CCS e com adi¢do de células somaticas. O leite foi submetido a pasteurizagdo e
armazenado por 21 dias sob refrigeracdo a 6°C. Durante o periodo de armazenamento, foram coletadas
amostras nos dias 1, 7, 14 e 21 para avalia¢do da concentragdo de acidos graxos livres (AGL). Nao foi
observado efeito de tratamento sobre a concentragdo de AGL, durante todo o periodo de armazenamento
e nem em cada dia de coleta isoladamente, cujas médias de AGL, apos 21 dias, foram de 0,181; 0,159 e
0,153meq/kg, respectivamente, para os tratamentos A, B e C. Observou-se efeito do tempo de
armazenamento sobre a concentracdo de AGL do leite, independentemente dos tratamentos, com teores
de AGL de 0,121meq/kg para o dia 1 e de 0,219 para o dia 21. Pode-se concluir que, independentemente
da contagem de células somaticas do leite cru, ocorre aumento da lipdlise do leite pasteurizado durante o
periodo de armazenamento. A adigdo de células somaticas ao leite, originalmente com baixa CCS, néo
aumentou a taxa de lipdlise durante o armazenamento refrigerado.
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ABSTRACT

The lipolytic activity of milk with different somatic cell counts (SCC) was investigated in samples with
low (100,000 cells.ml) and high (1,000,000 cells.ml') SCC in order to obtain the following treatments:
A) low SCC milk; B) high SCC milk; C) low SCC milk with somatic cells added, taken from high SCC
milk. All samples were pasteurized and kept refrigerated at 6°C for 21 days. Repeated measures during
storage time were performed from pasteurized milk at days 1, 7, 14 and 21 to evaluate free fatty acid
(FFA) concentrations. No effect of treatments was observed on milk FFA concentration during storage
period, nor during each day of sampling, with FFA averaging 0.181; 0.159 and 0.153meqg/kg for
treatments A, B and C, respectively. FFA concentration in pasteurized milk increased during the storage
period, independently of the milk SCC, as the level of FFA was 0.121 meq/kg on day 1 and 0.219 on day
21. Addition of somatic cells to low somatic cell milk did not increase lipolysis rate of milk during
refrigerated storage. It can be concluded that pasteurized milk fat breakdown during refrigerated storage
is not related to enzymes from somatic cells.
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INTRODUCAO

O aumento da contagem de células somaticas
(CCS) no leite afeta negativamente a sua
composicdo e o tempo de prateleira dos
derivados lacteos, causando prejuizos para
produtores e industria de laticinios.

A elevada CCS resulta em diminui¢do da vida de
prateleira do leite pasteurizado, afetando
negativamente a sua qualidade sensorial (Santos
et al., 2003a; Santos et al., 2003b). Isso ocorre,
parcialmente, pela agdo das lipases sobre os
triacilglicerideos, resultando no aparecimento de
defeitos sensoriais, como a rancidez. O leite com
alta CCS, mesmo apds a pasteurizagdo, apresenta
aumento da atividade lipolitica. Contudo, as
causas dessa atividade lipolitica, durante a
mastite, ndo estdo esclarecidas, visto que esse
aumento poderia ter origem nas proprias células
somaticas, do sangue e da lipase lipoprotéica
presente no leite.

A lipdlise - hidrdlise enzimatica da gordura do
leite - apresenta efeito negativo sobre o sabor
conhecido como rancidez ou rancidez hidrolitica
(Collins et al., 2003). Quando submetido a
agitagdo ou turbuléncia em excesso, a membrana
dos glébulos de gordura do leite pode-se romper,
permitindo que enzimas lipoliticas, em especial a
lipase lipoprotéica (LLP), atuem sobre os
triacilglicerideos, os quais sdo hidrolisados.
Outras possiveis causas de lipolise espontianea no
leite sdo: elevadas concentragdes de constituintes
do sangue no leite, final da lactacdo, nutricdo
inadequada e mastite (Cartier ¢ Chilliard, 1990).

Os neutrofilos e macrofagos sdo células
fagociticas, cuja fungdo ¢é a fagocitose de
bactérias e outros antigenos durante a resposta
imune do animal. Essas células apresentam
grande variedade de enzimas proteoliticas e
lipoliticas, que sdo liberadas durante o
mecanismo de  morte intracelular de
microrganismos, ¢ podem contribuir de forma
significativa para a proteodlise e lipdlise dos
constituintes do leite (Santos et al., 2003a).
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
estimar a origem da atividade lipolitica do leite
com células somaticas ajustadas para diferentes
niveis.
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MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental utilizado foi o de
blocos ao acaso, no qual se consideram as
repetigoes (n=3) como blocos. Utilizou-se um
arranjo de tratamentos constituido por: dois
niveis de células somaticas (baixa e alta CCS) e
pela adicao de células somaticas ao leite de baixa
CCS. Realizaram-se, ainda, medidas repetidas no
tempo, as quais corresponderam as avaliacdes do
leite pasteurizado durante o periodo de
armazenamento (1, 7, 14 ¢ 21 dias).

Para a escolha das vacas do experimento,
coletaram-se previamente amostras individuais
de leite apds a ordenha de todas as vacas de um
rebanho leiteiro, as quais foram analisadas
quanto a CCS e a composigdo - gordura, lactose
e solidos totais. A analise da CCS foi realizada
por citometria fluxométrica utilizando-se o
equipamento Bentley Somacount 500', e as
analises de composicdo foram baseadas em
metodologia por absorcdo infravermelha no
equipamento Bentley 2000°. Entre 40 vacas
leiteiras em lactacdo, selecionaram-se, em média,
quatro vacas com baixa CCS e quatro vacas com
alta CCS, de forma a manter similares os niveis
de gordura e proteina.

O leite cru de cada vaca escolhida foi coletado na
ordenha e imediatamente resfriado a 4°C.
Partindo-se de lotes de leite cru com baixa
(aproximadamente ~ 100.000cel/ml) e alta
(aproximadamente 1.000.000cel/ml)  CCS,
obtiveram-se 0s seguintes tratamentos: A) leite
com baixa CCS; B) leite com alta CCS e C) leite
originalmente com baixa CCS, adicionado de
células somaticas de origem de leite de alta CCS
(>800.000cel/ml) - indica a atividade lipolitica
decorrente da adicdo de células somaticas ao
leite.

O leite do tratamento C foi obtido pela adigdo de
c¢lulas somaticas separadas a partir do leite de
alta CCS (tratamento B). Para tanto, o leite cru
de alta CCS foi centrifugado em frascos plasticos
coOnicos de 50ml, a 3500 rotagdes por minuto?,
durante 15 minutos. Apds a centrifugagdo, o
sobrenadante foi desprezado, e o pellet de células

! Bentley Instruments Inc. Chasca, MN, USA
2 Centrifuga modelo Excelsa II 206 MP, Fanen, Sao Paulo,
Brasil
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formado foi ressuspendido em igual volume de
leite cru com baixa CCS.

O leite de todos os tratamentos foi submetido a
pasteurizagdo lenta (65°C, 30 minutos), resfriado
e armazenado por 21 dias sob refrigeragdo (6°C).
Adicionou-se, em todos os tratamentos, o
conservante  dicromato de potassio, na
concentragdo final no leite de 0,Img/kg. Tal
procedimento foi realizado para evitar a
multiplicagido microbiana durante 0
armazenamento por 21 dias e, dessa forma,
impedir a lipdlise de origem microbiana.

Coletaram-se amostras de leite cru para
realizag@o das analises de composicao - proteina
bruta, proteina verdadeira, caseina e nitrogénio
nao-protéico, gordura, lactose e solidos totais -,
CCS. Apds a pasteurizacdo, coletaram-se
amostras de leite para determinagdo da
concentragdo de 4cidos graxos livres no leite
(AGL) nos dias 1, 7, 14 ¢ 21. A mudanca na
concentragdo de AGL no leite foi utilizada como
medida da lipolise do leite. A concentragdo de
AGL do leite foi determinada utilizando-se o
método de sabdo de cobre, de acordo com
recomendagdo de Ma et al. (2003), sendo os
resultados expressos em meq de AGL/kg de leite.

No 21° dia de armazenamento, coletaram-se
amostras de todos os tratamentos para realizagao
de analises microbioldgicas, contagem bacteriana
total e contagem de coliformes totais e fecais.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia e adicionados do fator medidas
repetidas, utilizando o pacote estatistico SAS
referente aos quatro diferentes tempos de
armazenamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias da composicio e da CCS do leite cru
sdo apresentadas na Tab. 1. O tratamento A
(baixa CCS) apresentou menor CCS que os
tratamentos B e C. A adi¢do de células somaticas
ao leite no tratamento C foi eficaz em aumentar a
CCS, visto que os niveis desse tratamento C
foram estatisticamente similares ao do leite de
alta CCS. Nao se identificou diferenga nos teores
de proteina bruta, sélidos totais, gordura e acidos
graxos livres entre os tratamentos. A
concentragdo de lactose sofreu efeito
significativo da CCS, com o tratamento B
apresentando menor teor, 3,9%, que os
tratamentos A e C, 4,4 e 4,4%, respectivamente.

Tabela 1. Composi¢do quimica do leite cru de acordo com a contagem de células somaticas do leite

(CCS)!
Tratamento Baixa CCS Alta CCS GG t%e. eclizles
somaticas P
CCS (x1000 cel/ml) 126b 1150a 480a 0,002
Proteina bruta (%) 2,917 2,990 2,930 NS
Lactose (%) 4,383a 3,870b 4,360a 0,001
Soélidos totais (%) 11,180 10,567 10,930 NS
Gordura (%) 2,877 3,003 2,663 NS
Acidos graxos livres (meq/kg) 0,1810 0,1599 0,1537 NS

' Analisados por absorgdo infravermelha. NS: nio significativo.
Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05).

O tempo de armazenamento do leite teve efeito
significativo (P=0,001) sobre a concentragdo de
AGL, conforme Tab. 2, o que possibilitou
estimar a seguinte equagdo de regressao:

Equacdo 1:

AGL = 0,00483(Dia) + 0,102 (R>=0,707)
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Nio se observou efeito dos tratamentos sobre a
concentragdo de AGL durante todo o periodo de
armazenamento ¢ nem em cada dia de coleta
isoladamente. Quanto ao tempo de
armazenamento para o tratamento C, foi
identificado efeito do dia, sendo que as maiores
concentragdes de AGL foram registradas no dia
21 em comparagdo com os demais.
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Tabela 2. Valores de lipdlise (acidos graxos livres, meq/kg), de acordo com a contagem de células
somaticas do leite e do tempo de armazenamento do leite

Armazenamento (dias)

Tratamentos 1 7 12 1 Média P
Baixa CCS 0,135 0,160 0,188 0,239 0,181 NS
Alta CCS 0,116 0,152 0,170 0,201 0,159 0,085
Adigdo de células somaticas* 0,113b 0,139b 0,142b  0,219a 0,153 0,0006
Média* 0,121b  0,150b 0,166b 0,219a 0,121 0,0001
Desvio padrdo 0,025 0,037 0,065 0,074 0,025

P NS NS NS NS NS

*Médias seguidas por letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste Tukey (P<0,05). NS: ndo

significativo.

A concentragdo de AGL do leite pasteurizado
aumentou durante o periodo de armazenamento
refrigerado, independentemente da CCS. Esse
resultado indica que a adigdo de células ao leite
de baixa CCS nio apresentou efeito significativo
sobre a taxa de lipdlise do leite, o que sugere que
as enzimas responsaveis pela degradagdo da
gordura ndo estdo necessariamente associadas a
presenga de células somaticas.

Apbds a pasteurizacdo do leite, quantidade
suficiente de atividade lipolitica pode ser
mantida, o que pode induzir a rancidez durante o
armazenamento refrigerado do leite (Shipe e
Senyk, 1981). Esses autores sugeriram que, para
ocorrer a inativagdo completa da atividade de
lipase lipoprotéica (LLP), a pasteurizagdo do
leite deveria ser um procedimento mais severo
que o normalmente empregado. A LLP ¢
altamente resistente ao tratamento térmico, sendo
que, apos a pasteurizagdo do leite, esta enzima
ainda apresentou 3% de atividade residual e
somente foi totalmente inativada a temperatura
de 75°C por 15 seg (Andrews et al., 1987).

Segundo Santos et al. (2003a), para o leite com
baixa CCS (20.250cel/ml) aos 61 dias de
armazenamento, a média de concentracdo de
AGL para as temperaturas de 6°C foi de
0,196meq/kg, o que representou aumento de
70,0% em relagdo ao dia 1 (0,132meq/kg). De
forma semelhante, o leite do tratamento de alta
CCS (741.250cel/ml) apresentou, apos 61 dias de
armazenamento, média de concentracdo de AGL
de 0,355meq/kg para as temperaturas de 6,0°C, o
que representa aumento de 176,89% em relagdo
ao dia 1 (0,1284meq/kg). Dessa forma, a taxa de
lipdlise do leite com alta CCS foi maior que a
observada no tratamento com baixa CCS, sendo
que esse nivel elevado de AGL pode estar
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associado ao desenvolvimento de rancidez (Ma
et al., 2000).

O leite normal apresenta a LLP como principal
enzima lipolitica, responsavel pela degradagdo
dos triacilglicerideos em AGL (Olivecrona et al.,
1992). No leite pasteurizado com alta CCS, as
lipases de origem das células somaticas podem
contribuir de forma significativa para a lipolise
durante o armazenamento do leite (Azzara e
Dimick, 1985a; Azzara e Dimick, 1985b).

De acordo com Azzara ¢ Dimick (1985a), os
macrofagos isolados de amostras de leite da
glandula mamaria com mastite podem secretar
enzimas lipoliticas, as quais atuam rompendo a
membrana do glébulo de gordura, o que resulta
em maior contato entre os triacilglicerideos ¢ a
LLP e, conseqiientemente, pode ocorrer maior
taxa de lipdlise. Quando as concentragdes de
AGL no leite sdo superiores a 1,0meq/100g de
gordura (Bodyfelt et al., 1988) ou 0,200meq/kg
de leite (Santos et al., 2003b), a ocorréncia de
rancidez pode ser identificada em testes de
analise sensorial do leite. A rancidez do leite ¢
considerada um dos principais defeitos sensoriais
de qualidade apresentados pelo leite.

O efeito da CCS sobre a ocorréncia de alteragdes
organolépticas no leite foi estudado por meio da
técnica de degustacdo em painel realizada por
Ma et al., (2000). Esses autores relataram que o
leite pasteurizado com alta CCS (849.000cel/ml)
apresentou, aos 21 dias de armazenagem, maior
ocorréncia de rancidez e de sabor amargo quando
comparado com leite pasteurizado com baixa
CCS (45.000cel/ml). Esses defeitos foram
relacionados com maior taxa de lipolise e
protedlise do leite com alta CCS,
respectivamente. Os resultados obtidos por Ma et
al. (2000) sugerem que, quando se utiliza leite
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com baixa CCS associado com cuidados durante
0 manuseio e refrigeragdo, é possivel aumentar a
vida de prateleira do leite pasteurizado
refrigerado, evitando-se o desenvolvimento de
rancidez. Esses mesmos autores relataram que o
leite de alta CCS, ap6és a pasteurizacdo,
apresentou baixa concentracio inicial de AGL,
no entanto, a maior taxa de lip6lise, durante o
periodo de armazenagem resultou em aumento
da concentracdo de AGL.

CONCLUSOES

Independentemente da contagem de células
somaticas, ocorre aumento da lipdlise do leite
pasteurizado durante o periodo de
armazenamento. A adicdo de células somaticas
ao leite de baixa CCS ndo aumenta a taxa de
lipolise durante o armazenamento refrigerado.
Dessa forma, os resultados sugerem que a
degradagdo da gordura do leite pasteurizado,
durante o armazenamento refrigerado, ndo ocorre
pela acdo de enzimas associadas as células
somaticas.
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