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EFECTO DE LA ALIMENTACION SOBRE LOS
COMPONENTES DEL SISTEMA
LACTOPEROXIDASA EN VACAS LECHERAS

NAGEL, 0., ALTHAUS, R.L.!", CERUTTI, R.",

SCAGLIONE, M. C.! BOGGIO, J. C.' & MOLINA, M. P2

RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de la alimentacion sobre los componentes
del sistema lactoperoxidasa en leche de vaca. Para ello, se utilizaron muestras de leche proceden-
tes de 211 vacas lecheras clinicamente sanas con recuentos de células somaticas inferiores a las
300.000 cél ml'. Los animales fueron clasificados en tres grupos segln la alimentacion. Grupo I:
68 animales alimentados con pasturas naturales de alfalfa (Medicago sativa), granos de maiz (Zea
maiz) con afrechillo (Triticum aestivun), Grupo 1I: 74 vacas alimentadas con granos de maiz (Zea
maiz), alfalfa (Medicago sativa) y granos himedos de maiz (Zea maiz) y Grupo III: 69 animales
alimentados con pasturas naturales de alfalfa (Medicago sativa), maiz (Zea maiz) y sorgo (Sorgun
almun). Sobre cada muestra de leche se determiné la composicion quimica mediante espectrosco-
pia en el infrarrojo cercano, los recuentos de células somaticas por microscopia de fluorescencia y
los niveles de los componentes del sistema lactoperoxidasa por técnicas espectrofotométricas. La
media de los valores obtenidos fueron: 1.24 Ul ml"!' de lactoperoxidasa, 8.30 mg 1! de tiocianato y
2.45 mg 1! de peroxido de hidrdgeno. Se observo un efecto significativo de la alimentacion sobre
los tres componentes del sistema lactoperoxidasa (P< 0.0001). Las muestras de leche del Grupo I
presentaron mayor actividad de la enzima lactoperoxidasa (1.46 Ul ml') que las correspondientes a
los Grupos II (1.23 UI ml'!") y Grupo III (1.05 UI ml!), mientras que la concentracion de tiocianato
resultd superior en las muestras de leche de los Grupo I (8.98 mg 1) y Grupo III (9.50 mg 1'") en
comparacion con el Grupo II (6.57 mg ml'). Se concluye que los niveles de estos componentes
parecen ser insuficientes para activar el sistema lactoperoxidasa.

Palabras clave: lactoperoxidasa, tiocianato, peroxido de hidrégeno, alimentacion, vaca leche-
ra.

SUMMARY

Effect of the feeding on lactoperoxidase system components in milkimg
COWS.

The objective of the present work was to evaluate the effect of the feeding on the components
of the lactoperoxidase system in cow milk. For it, milk samples coming from 211 milking cows
clinically healthy, with somatic cell recounts inferior to the 300.000 cél ml! were used. The animals
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were classified in three groups according to the feeding treatment. Group I: 68 animals fed with
natural pastures of alfalfa (Medicago sativa), corn grains (Zea corn) with afrechillo (Triticum aesti-
vun), Group II: 74 cows fed with corn grains (Zea corn), alfalfa (Medicago sativa) and humid corn
grains (Zea corn) and Group III: 69 animals fed with natural pastures of alfalfa (Medicago sativa),
corn (Zea corn) and sorghum (Sorgun almun). On each sample, milk chemical composition was
determined by means of near infrared spectroscopy, somatic cell, counts for fluorescence microscopy
and levels of the lactoperoxidase system components for spectroscopic technique. The mean values
were: 1.24 Ul ml"! of lactoperoxidase, 8.30 mg 1" of thiocyanate and 2.45 mg I"! of hydrogen peroxi-
de. A significant effect (P <0.0001) of the feeding on the three lactoperoxidase system components
was observed. Group I milk samples showed lactoperoxidase enzyme activity (1.46 Ul ml!) bigger
than those corresponding to the Group II (1.23 UI ml") and Group III (1.05 UI ml!). Thiocyanate
concentration was higher in the milk samples of Group I (8.98 mg 1'") and Group III (9.50 mg 1)
than the corresponding for Group II (6.57 mg I'"). It is concluded that the levels of these components

seem to be insufficient to activate the lactoperoxidase system.

Key words: lactoperoxidase, thiocyanate, hydrogen peroxide, feeding, milking cow.

INTRODUCCION

La accion antimicrobiana del sistema
lactoperoxidasa (SLP) se produce cuando
estan presentes la enzima lactoperoxidasa
(LP), el i6n tiocianato (SCN) y el peroxi-
do de hidroégeno (H,0,), constituyendo un
inhibi-dor natural de la leche con accion
antimicro-biana sobre una gran variedad de
microorga-nismos Gram positivos (Kamau
etal., 1990; Mickelson, 1979; Zapico et al.,
1993, 1995) y Gram negativos (Bjorck et
al., 1975; Earnshaw et al., 1990; Santos et
al., 1994; Zapico et al., 1995).

Los productos de la reaccion de oxidacion
del tiocianato en presencia de peroxido de
hidrogeno, que es catalizada por la enzima
LP, son los iones hipocianato (OSCN"),
cianosulfuroso (O,SCN) y cianosulftrico
(O,SCN) y se consideran inhibidores del
desarrollo de los microorganismos (Bjorck
& Claesson, 1979).

La enzima LP es una de las mas abundan-
tes de la leche, representando aproximada-
mente el 1% de las proteinas que posee la
leche (Reiter, 1985; Mee, 1994). Esta enzima
es inactiva en su estado natural y requiere de

la presencia de SCN'y de H,O, para mani-
festar su poder inhibitorio.

El SCN- proviene de los glucosinolatos
y la detoxificacion de glicosidos cianogéni-
cos presentes en los alimentos. Numerosos
factores influyen sobre la concentracion de
los iones SCN-en la leche, entre los que se
destaca la alimentacion (Wolfson & Sum-
mer, 1993).

El tercer componente del SLP es el H,O,,
que puede formarse en forma endogena a
partir de los leucocitos polimorfonucleares
(Wit & Van Hooydonk, 1996) y por nume-
rosos microorganismos, tales como lactoba-
cilos, estreptococos y lactococos (Pruitt
et al., 1990). También, se puede originar
mediante los sistemas generadores de H,0,
como la oxidacion del acido ascorbico, la
oxidacion de la hipoxantina por accion de
la enzima xantina oxidasa, o la oxidacion
aero-bica manganeso - dependiente de los
nucled-tidos piridinicos reducidos por pe-
roxidasas (Wolfson & Summer, 1993).

En su estudio sobre la inhibicion del desa-
rrollo de microorganismos en la leche, Mee
(1994) indica que la adicion de peroxido de
hidrégeno y tiocianato hasta concentraciones
de 9 mg kg''(H,0,) y de 10 mg kg (SCN-
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) puede utilizarse para preservar la leche
cuando no se dispone de facilidades para
su almacenamiento en frio. Por su parte, la
Federacion Internacional de Lecheria (FIL,
1988) recomienda la adicion de SCN-para
obtener una concentracion final de 0.18 mM
y el agregado de percarbonato de sodio de
modo tal de alcanzar una concentracion final
de H,0,de 0.2-0.3 mM.

Los niveles de los componentes del SLP
se ven afectados por numerosos factores,
destacandose la especie animal (Pruitt &
Reiter, 1985; Wolfson & Summer, 1993),
la raza (Zapico et al., 1991), el periodo de
lactancia (Medina et al., 1989, Zapico et al.,
1991; Althaus ef al., 2001), la estacion del
afio (Nichol et al.,1995), la hora del ordefio
(El-Ghandi & Sayed, 1997), los recuentos
de células somaticas (Althaus et al., 2000)
y el tiempo transcurrido entre la recoleccion
de las muestras y su analisis (Martinez et
al., 1988, Stefano et al, 1995; Althaus et
al.,2001).

Los estudios tendientes a evaluar el efecto
de la alimentacion sobre los componentes del
SLP en leche son muy escasos (Moate et al.,
1996), motivo por el cual, el objetivo de este
trabajo fue determinar los niveles del SLP en
leche de vaca de raza Holstein sometidas a
diferentes dietas y poder establecer de este
modo su posible accion antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y CONDICIONES DEL
MUESTREO

En el disefio experimental se utiliz6 un
grupo de 211 vacas de la raza Holstein,
clinica-mente sanas que se encontraban en
su segunda o tercer lactancia, provenientes
del Departamento Las Colonias (Santa Fe,
Argentina) ubicada a los 31° 28’ de latitud
sur, y 60° 55" de longitud oeste, siendo el
clima de la regiéon semihimedo-humedo,

segun la clasificacion de Thournthwaite.
Las precipitaciones oscilan entre los 652 y
1272 mm anuales, y las temperaturas medias
se hallan comprendidas entre 17°Cy 19°C,
siendo los valores extremos de 6°C en in-
vierno y 40°C en verano.

Los animales fueron clasificados en tres
grupos, segun la dieta que recibieron:

Grupo I: 68 animales alimentados con
pasturas naturales de alfalfa (Medicago
sativa), granos de maiz (Zea maiz) partido
con afrechillo (Triticum aestivun).

Grupo II: 74 vacas alimentadas con gra-
nos de maiz partido (Zea maiz), rollos de
alfalfa (Medicago sativa) y granos humedo
(Zea maiz)

Grupo III: 69 animales alimentados con
pasturas naturales de alfalfa (Medicago
sativa), maiz (Zea maiz) y sorgo (sorgun
almun).

Las muestras de leche, una vez recolecta-
das, fueron conservadas a 4 °C en recipientes
plasticos descartables para evitar posibles
contaminaciones que pudieran causar erro-
res en los posteriores analisis.

PROCESAMIENTO Y ANALISIS
DE LAS MUESTRAS

Sobre las muestras de leche procedentes
del ordefio de la mafiana (6.00 horas a.m.)
de animales individuales se realizaron las
siguientes determinaciones:

- Actividad de la enzima LP: Segin el
método descrito por Pruitt & Kamau (1993),
utilizando diluciones 1:10 de las muestras
originales. Como reactivo cromodforo se
empled el &cido 2,2’ azino bis 3-etil benzil-
thiazonil-6-sulfénico (ABTS, Sigma Che-
mical Co. St. Louis, USA) a un pH = 6.0.
Las lecturas de absorbancias se efectuaron a
los 3 y 7 minutos con una longitud de onda
de 412 nm.

- Concentracion de iones SCN: Subse-
cuente a la desproteinizacion de la leche con
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acido tricloroacético (20% p/v) y extraccion
de la materia grasa con cloroformo, los ni-
veles del anidn tiocianato se determinaron
midiendo la absorbancia a 460 nm siguien-
do la técnica descripta por Banks & Board
(1985)

- Concentracion de H,0,: La concentra-
cion de H,0, fue determinada por medicion
de la absorbancia a 596 nm del producto
formado por la peroxidacion del leucocristal
violeta, (Sigma Chemical Co.), reaccion que
fue catalizada por la adicion de peroxidasa
(Hourseradish Peroxidase, Sigma Chemical
Co.) apH=4.5 enun buffer de acido acéti-
co-acetato de sodio (Mottola et al., 1970).

Para las determinaciones fotométricas
se utilizé un espectrofotometro UV-Visible
(Metrolab 330, Argentina).

- Composicion quimica: materia grasa
(MQ), proteinas (P), lactosa (L), s6lidos
no grasos (SnoG) y solidos totales (ST)
mediante un equipo Bentley-2000 (Bentley
Instruments, Chaska, EEUU) cuyo principio
se basa en la espectroscopia de infrarrojo.

- Recuentos de células somdticas (RCS).
El recuento de células somaticas se realizd
con un instrumento Fossomatic 90 (Foss
Electric, Dinamarca).

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE
LOS DATOS

Con el proposito de analizar el efecto de
la alimentacion (A) sobre los niveles del SLP
se aplico el analisis de la varianza (ANOVA)
segun el siguiente modelo estadistico:

Yij =u+ A+ Eij

Donde: Y, = variable dependiente, A, =
efecto de la alimentacion (i=3) y e, = error
residual del modelo. '

RESULTADOS Y DISCUSION

Los principales parametros estadisticos
de la composicion quimica, descenso crios-
copico y recuentos de células somaticas de-
terminados en las muestras de leche de vacas
Hosltein se muestran en el Cuadro 1.

De igual forma, en el Cuadro 2 se mues-
tran los principales parametros estadisticos
de los niveles de los componentes del SLP.
Se aprecia que tanto el H,0, (88.00 %) como
los iones SCN"(47.11 %) presentaron mayo-
res coeficientes de variacion que la enzima
LP (29.84 %).

La gran variabilidad observada en la
concentracion de H,O, se puede atribuir a
las numerosas fuentes generadoras de este
componente (Pruitt et al., 1990), mientras
que las variaciones en los niveles de SCN-se
deben, especialmente, a la diferente alimen-
tacion del ganado (Wolfson & Sumner, 1993;
Fennema, 1994).

La actividad media de la enzima LP en
leche de vaca se encuentra dentro del rango
0.25-3.01 UI ml' con una media de 1.24
UI ml"! (Shindler et al., 1976, Stephens et
al., 1979). En leche de oveja, Medina et
al. (1989) y Althaus et al. (2001) obtienen
actividades de la enzima LP similares a
los determinados en el presente trabajo
(0.140-2.380 UI ml' y 0.77-12.51 UI ml",
respectivamente).

Igualmente numerosos autores determi-
nan concentraciones de SCN-en leche de
vaca que se hallan dentro del amplio rango
calculado en el presente trabajo. Asi, Bjorck
& Claesson (1979), Stephens ef al. (1979),
Moate et al. (1996) y Bibi & Bachmann
(1997) informan rangos de 3.2-4.6 mg 1,
1.0-10.0mg1',10.3-11.3 mg 1"y 6.24-11.80
mg I'!, respectivamente, que comparados con
los valores obtenidos en este trabajo indican
la validez de nuestros resultados.

La concentracion media del H,O, (2.45
mg I, Cuadro 2) se halla dentro del rango
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Cuadro 1: Composicion quimica, descenso crioscopico y recuentos de células somaticas

en leche de vaca de raza Holstein.

Parametro Media’ D.S. CV. Rango
Descenso Crioscopico. (2 K) 0.552 0.040 7.25 0.288-0.643
Materia Grasa (g %) 3.35 0.82 24.47 1.25-5.72
Proteinas (g %) 3.27 0.33 10.09 2.45-4.29
Lactosa (g %) 4.93 0.26 5.27 3.29-5.49
Sélidos no grasos (g %) 9.01 0.42 4.66 7.92-10.18
Salidos totales (g %) 12.35 0.95 7.69 9.87-15.03
RCS 112500 82000 72.88 20000-300000
Log RCS 5.0501 4814 97.30 4.301-5.477

D.S.: desviacion standard, C.V.: coeficiente de variacion

“Valores medios de las determinaciones realizadas por duplicado de 211 muestras de leche

Cuadro 2: Niveles de los componentes del SLP en leche de vaca de raza Holstein.

Componente Media’ D.S. C.V. Rango

LP (Ul ml') 1.24 0.37 29.84 0.25-3.01
SCN (mg 1) 8.30 3.91 4711 0.97-31.28
H20, (mg M) 2.45 3.08 88 0.44-8.57

D.S.: desviacion standard, C.V.: coeficiente de variacion
* Valores medios de las determinaciones realizadas por duplicado de 211 muestras de leche

2.0-4.0 mg I'! determinado por Schiffmann
et al. (1992). Aunque Althaus ef al. (2001)
obtienen niveles mas bajos de peroxido de
hidrégeno en leche de oveja de raza Man-
chega (0.39 mg 1'").

El efecto de la alimentacion sobre los ni-
veles de los componentes del SLP presentes
en la leche de vaca Holstein se presentan
en el Cuadro 3, donde se puede observar
ademas los resultados obtenidos mediante
la aplicacion del ANOVA.

Resulta dificil poder atribuir las diferen-
cias significativas en las actividades de la
enzima LP a los diferentes tipos de alimen-
tacion del ganado, ya que otros factores no
considerados, como por ejemplo, el periodo
de lactacion (Medina et al., 1989; Althaus
et al., 2001) o las diferencias individuales
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(Medina et al., 1989) podrian ser los res-
ponsables de las mismas.

Con respecto a los iones SCN, se debe
examinar su marcada dependencia con los
alimentos, ya que numerosas semillas tales
como la mostaza, el nabo o los rabanos
poseen moléculas precursoras que, al ser
metabolizadas en el organismo, originan
SCN- (Belitz & Grosch, 1992; Scheuer,
1992; Fennema, 1994).

Tanto la degradacion enzimatica de los
glucosinolatos presentes en algunas semillas,
como la detoxificacion de los glicosidos
cianogénicos de numerosos vegetales (sorgo,
mijo, frijoles, etc.) producen el ion SCN,
entre otros compuestos (Fennema, 1994).

Se puede observar en el Cuadro 3 que las
concentraciones de SCN- en leche de vaca
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Cuadro 3: Efecto de la alimentacion sobre los componentes del SLP en leche de vaca de raza

Holstein.
B Alimentacion . i
Componente “A" il “c" Valor “F” Valor "P*
(n=68) (n=74) (n=69)
LP (Ul mlI") 1.464 + 0.46 1.23y + 0.23 105 + 0.29 12.79 0.0001 |
| SCN (mg 1) 8.98, + 5.11 6.57b + 2.45 9.50 + 3.17 24.60 0.0001
Hz0z (mg ') 2.00, + 0.53 4.08y + 2.56 1.15: + 0.42 385.05 0.0001

A: Pasturas naturales de altalta y granos de maiz partido con atrechillo

B: Granos de maiz partido y rollos de alfalfa
C: Pasturas naturales de alfalfa, maiz y sorgo

b Diferentes subindices en una misma fila sefialan diferencias significativas

Hosltein para los diferentes tipos de alimen-
tacion se encuentran dentro del rango 6.24-
11.80 mg I'' SCN- determinado en leche de
vaca por Bibi & Bachmann (1997). En leche
de oveja, Medina et al. (1989) y Althaus et
al. (2001) obtienen rangos similares a los
observados en este trabajo (de 0.40-20.60 mg
1"y 4.71-10.30 mg 1!, respectivamente).

Los mayores niveles del ion SCN™ (9.50
mg I"!) se observaron en las muestras de
leche procedentes de animales alimentados
con granos de sorgo (grupo «C»). Hay que
destacar que este alimento significa un aporte
considerable de glicosidos cianogénicos,
moléculas precursoras de los iones tiocianato
presentes en la leche (Scheuer, 1992).

El amplio rango determinado para la
concentracion de H,O, (1.15-4.08 mg 1) en
leche de vacas Holstein no se puede atribuir
exclusivamente a la alimentacion, debido a
los diversos mecanismos generadores de este
componente, como la oxidacion del acido
ascorbico, la oxidacion de la hipoxantina por
accion de la xantina oxidasa, la oxidacion
de la glucosa mediante la glucosa oxidasa o
en forma aerodbica a partir de los nucleoti-
dos piridinicos reducidos por accion de las
peroxidasas (Wolfson & Summer, 1993).
Tampoco se puede dejar de mencionar la
generacion endogena de este componente a
partir de numerosos microorganismos, tales
como lactobacilos, estreptococos y lactoco-

cos (Pruitt ez al., 1990).

En resumen, los valores normales de
SCN y H,O, encontrados en la leche de
vacas Hosltein para los diferentes tipo ali-
mentacion (Cuadro 3) resultan insuficientes
para lograr un efecto antimicrobiano nece-
sario para la preservacion de la leche, ya que
la activacion del SLP se consigue cuando
la concentracién de SCN- estd comprendi-
daentre 10y 15 mg I'' y la de H,0, es de
aproximadamente 9 mg 1" (Medina et al.,
1989; Zapico et al., 1991; Mee, 1994; Santos
etal., 1994).

CONCLUSIONES

La concentracion de los componentes del
SLP- en leche de vaca de raza Holstein fue
1.24 +0.37 Ul ml"! para la enzima LP, 8.30
+3.91 mg I'! para el ion SCN"y 2.45 +3.08
mg 1" para el H,0,. La alimentacion afect6
en forma significativa (P < 0.0001) a los
niveles de LP, SCN"y H,O, en las muestras
de leche analizadas.

Sin embargo, se concluye que las con-
centraciones medias de H,0, (2.00 mg I,
4.08 mg 1"y 1.15 mg I'") y SCN- (8.98 mg
I, 6.57 mg 1" y 9.50 mg I"") determinadas
en leche de vaca sometidas a diferentes tipos
de alimentacion, resultan insuficientes para
activar al SLP, por lo que no podria ejercer su
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accion antimicrobiano en forma natural.
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