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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos estudanflaéncia de varios parédmetros nos
resultados das andlises eletronicas da qualidadigtdaru, como: o tempo e a temperatura de
armazenamento das amostras, o0 emprego do congeaziahitl na forma de comprimido, o uso
do azidiol em amostras destinadas as analisesmijgoszdo e contagem de células somaticas e
o uso do bronopol em amostras destinadas a conthgeteriana total. Foram coletadas seis
amostras, que foram subdivididas, adicionadas dosetvantes e armazenadas a 30°C por até
oito dias e sob refrigeragdo (4, 7 e 10°C) pod@atdias. As analises de composi¢cao e contagem
de células somaticas foram efetuadas em equiparaitténico Bentley Combi System 2500

e a avaliagdo da contagem bacteriana total foizesll em equipamento eletrdnico IBC
BactoCount (Bentley Instruments Incorpordte@haska, Estados Unidos da América) e por
contagem de microrganismos aerobios mesofilos ewapl O delineamento adotado foi em
parcelas subdivididas, tendo sido realizadas asandé variancia e a comparacdo das médias
usando-se o teste de Duncan. Concluiu-se que asoatmazenadas a 30°C podem ser
analisadas, quanto a contagem de células somé&tieaglise de composicao centesimal até o
quinto e quarto dia, respectivamente, apds a coltaostras destinadas as analises de
contagem de células somaticas e composicdo cealesimazenadas sob refrigeracdo, podem
ser analisadas em até dez dias ap0s a coleta dasasmeAmostras destinadas a contagem
bacteriana ndo podem ser armazenadas em temperatoiente, sendo que, em temperatura de
refrigeracdo podem ser mantidas por até dez diaso@o conservante azidiol em amostras de
leite cru destinadas as analises de composicéesiera e contagem de células somaticas néo €
recomendado, por ter apresentado resultados @statiente diferentes nos teores de lactose
pesquisados, assim como na contagem de célulasisasn& néo é indicado o uso do bronopol
em amostras destinadas a contagem bacterianagotasubestimar a populagdo microbiana.
Em relacdo ao uso do azidiol na forma de comprimidmcluiu-se que este pode ser usado
como conservante de amostras de leite cru, emitsud ao azidiol na forma liquida, sem que
haja qualquer prejuizo nos resultados das andlises.

Palavras-chave: azidiol liquido, azidiol comprimideronopol, contagem bacteriana total,

citometria de fluxo, temperatura de armazenamemmpo de armazenamento, leite cru,
gualidade de leite.
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ABSTRACT

The objective of the present work was to evalubeeibfluence of several parameters on the
results of electronic analyses of total bacteriantd TBC), the somatic cell count (SCC) and
composition used to determine raw milk quality. Tjp@&rameters were: storage time and
temperature, azidiol (liquid and tablets) and bpmioEach other analysis of SCC, composition
and TBC. Six samples were collected, subdividedleddpreservative and stored at room
temperature for up to until eight days and incuthateder three different temperatures (4, 7 e
10°C) for until ten days. An electronic equipmedgntley Combi System 2380Qvas used for
the composition and SCC analyses. The total batteaunting (TBC) was done using an
electronic equipment Bactocount IBC - Benflegnd standard plate counting for mesophilic
aerobic microorganisms. The design was split-spliot] the results were evaluated by Analysis
of Variance with analysis of minimal significanffédrence by Duncan TesIhe results showed
that samples kept at 30°C can be analyzed, for esiin and SCC until the fourth and fifth
day, respectively, after collection. Cooled samgas be analyzed for composition, SCC and
TBC until 10 days after collection. However the géam can not be stored at room temperature
for TBC. There was significant statistical diffecenon the levels of lactose and SCC between
samples using azidiol. Therefore azidiol is notatale for samples preservation analyzed for
composition and SCC. Sample preserved with brongpolot indicated for TBC because it
underestimates the bacterial population. The resntticated that the tablet of azidiol can be
used to replace the liquid presentation of thegukegive in raw milk samples.

Keywords: azidiol liquid, azidiol tablet, bronopdital bacterial counting, flow cytometry,
temperature of storage, time of storage, raw miilkg quality
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1. INTRODUCAO mantidas em caixas isotérmicas contendo
gelo reciclavel durante o transporte até a
Visando a insercdo do setor laticinista industria. Durante a coleta do leite, uma das
brasileiro na economia internacional, com principais dificuldades do carreteiro é a
aumento de competitividade, qualidade e necessidade de adicionar os conservantes as
maior producdo, o Ministério da Agricultura amostras, em especial o azidiol, que em
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) publicou funcdo de se apresentar na forma liquida,
a Instrucdo Normativa®dl (IN 51) (Brasil, muitas vezes é adicionado em quantidade
2002), preconizando limites legais de hao padronizada e diferente  da

contagem padrdo em placas, contagem derecomendada,. ocasionando erros de
células somaticas e padrdes fisicos e concentracao final na amostra. Apos chegar

quimicos para o leite cru refrigerado. A a industria processadora do leite, as amostras

melhoria da qualidade higiénico-sanitaria do S&0 enviadas por empresas transportadoras
leite cru € considerada o principal vetor Ou pelo correio a um dos laboratorios

deste processo de modernizacdo do setorpertencentes a Rede Brasileira de
produtivo laticinista no Brasil. Laboratérios de Controle da Qualidade do

Leite (RBQL). Eventualmente, ocorrem
De acordo com a IN 51, oficialmente em atrasos no envio das amostras, prejudicando

vigor desde julho de 2005, é compulséria a @ temperatura ideal das amostras no
andlise mensal de uma amostra de leite cru, momento da recepcdo no laboratorio, assim
proveniente de cada uma das propriedades COmo o tempo estabelecido para se efetuar
rurais que enviam o produto para @as analises. Finalmente, no laboratdrio, as
estabelecimentos sob Inspecdo Federal. amostras precisam ser analisadas com
Estdo previstas a contagem de células rapidez e precisao, fornecendo resultados
somaticas; a determinacdo dos teores de que retratem a qualidade do leite no
gordura, proteina, lactose, sélidos totais e momento de sua coleta na fazenda
sélidos ndo gordurosos; a pesquisa de produtora.

residuos de antimicrobianos; a determinacao

da crioscopia e contagem bacteriana total. A Ainda existem duvidas sobre qual seria o
logistica de coleta, envio aos laboratérios tempo maximo de armazenamento das
oficiais e a anélise laboratorial propriamente amostras de leite sem a ocorréncia de
dita das amostras de leite, consiste de varias alteracdo dos resultados. Segundo Cassoli
etapas, sendo gue as mesmas devem Chega|(2005), amostras adicionadas de azidiol,
aos laboratorios com temperatura inferior a conservadas por até sete dias a 7°C, podem
10°C e serem analisadas no prazo de quatroSer usadas na contagem bacteriana total
dias (Gonzalcet al, 2003). Recentemente, (CBT) sem que ocorram diferencas
com o aumento da demanda de andlises, ésignificativas nos resultados encontrados.
comum a ocorréncia de situagbes de ndo Souzaet al.(2005) determinaram que, para a
conformidade, que podem acontecer desde a contagem de células somaticas, as amostras
coleta das amostras até sua andlise nosdevem ser armazenadas sob refrigeracdo e
laboratérios credenciados pelo MAPA analisadas em até sete dias ap6s a coleta.

podendo prejudicar a execucdo dos exames o
nas condicées preconizadas. O presente trabalho teve como objetivos

estudar a influéncia de varios parametros
Inicialmente, as amostras sdo coletadas, em Nos resultados das analises eletronicas da
geral, pelos transportadores de leite cru qualidade do leite cru, como: o tempo e a
refrigerado na propriedade rural. Logo apés, temperatura de armazenamento  das
as mesmas s&o acondicionadas em frascosamostras, o emprego do conservante azidiol
proprios, adicionadas de conservantes e na forma de comprimido, o uso do azidiol
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em amostras destinadas as andlises de As perspectivas do mercado internacional
composicdo e contagem de células somaticas para o Brasil sdo positivas, pois nos paises
e 0 uso do bronopol em amostras destinadas desenvolvidos a produgdo de leite esta
a contagem bacteriana total. estabilizada ou em declinio (Figura 2.1),
enquanto no Brasil, tanto a producdo como a
produtividade tém melhorado a cada ano
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA (Empresa..., 2006b). No Brasil, a
produtividade do leite, aumentou em quase
2.1. Producio de leite no Brasil e no 80% nos ultimos 15 anos, em decorréncia de
mundo investimentos e pesquisas efetuadas na area
(Tabela 2.2). Apesar deste aumento
Atualmente, o Brasil é o sétimo maior Significativo, o Brasil ndo atingiu a
produtor de leite do mundo, tendo produzido €xPressividade de paises como os Estados
mais de 23.320 mil toneladas de litros no Unidos e Canada, que tém produtividade de

ano de 2005 (Tabela 2.1), 0 que representa 8:226 € 1.472 litros/vaca/ano,

grande potencial de crescimento de

Tabela 2.1. Classificagdo mundial dos Producdo e produtividade de leite
principais paises produtores de leite em (Empresa..., 2006a).

2005
Existe uma expectativa de crescimento da
. ) demanda no mercado internacional de leite e
) Produggo de leite seus derivados, em funcdo do aumento de
Paises  (mil toggi)agas) em consumo na China. Os chineses, por
tradicdo, consomem pouco leite, no entanto
10 Estados nos ultimos anos houve um significativo
Unidos 80.150 incremento no consumo de produtos lacteos
passando de trés kg/pessoa/ano em 2000
2° india 38.500 para 9,9 kg/pessoa/ano em 2005 (Empresa...,
2006b). Em um mercado com mais de um
30 RUssia 30.600 bilhdo de pessoas,”qualquer aumento no
consumo reflete positivamente na economia
40 Alemanha 27600 dos paises exportadores (Empresa..., 2006b).
5o Em relacdo a producédo de leite por Estados
Franca 25.282 (Figura 2.2), Minas Gerais se apresenta
. . como o maior produtor, sendo responsavel
6 China 24.530 por quase 30% da producdo nacional,
seguido de Goias, Parang, Rio Grande do
I Brasil 23.320 Sul, Sdo Paulo e Santa Catarina (Instituto...,
2006).
8° Nova
Zelandia 14.625
9° Reino Unido 14.577
10 Ucréania 14.000

Fonte: Empresa... (2006a)
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B Produg&o em 1995

O Produg&o em 2004

. 140.000

Brasil
EUA
India
Russia
Alemanha
Franca
China
Nova Zelandia
Reino Unido
Ucrania

Paises produtores

Figura 2.1. Producéo de leite no mundo, em milhdeg®neladas, nos anos de 1995 e 2004.
Fonte: Empresa...(2006a).

Tabela 2.2. Producéo de leite, vacas ordenhadexdatjvidade animal no Brasil no periodo de
1980 a 2003

Ano Pr_odugéo de Leite = Vacas Ordenhadas (m Produtividade
(mil toneladas /ano) cabecas) (litros/vaca/ano)

1980 11.162 16.513 676
1990 14.484 19.072 760
2000 19.767 17.885 1.105
2001 20.510 18.194 1.127
2002 21.643 19.005 1.139
2003 22.595 19.195 1.177

Fonte: Instituto...(2006).
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Figura 2.2. Distribuicdo da producéao brasileir&28et75 mil toneladas de litros de leite no ano
de 2004 por Unidades da Federacéo.
Fonte: Instituto...(2006).

2.2. Mudancas na legislacao de leite A conseqiéncia do PNMQL foi a

ocorridas nos ultimos anos no Brasil atualizagdo da legislacéo federal, de forma a
possibilitar o desenvolvimento e a

No Brasil, em 1952, foi publicado o modernizagdo do setor laticinista brasileiro

Regu|ament0 de |nspe9§o Industrial e (OIiveiraet al, 2000; Pinto, 2004) Assim, o
Sanitaria de Produtos de Origem Animal Ministério da Agricultura, Pecuaria e
(Brasil, 1980) que estabeleceu parametros de Abastecimento (MAPA), em abril de 2002,
qualidade para produtos de origem animal, Por meio da Instrucdo Normativa n°37 (IN
entre eles o leite e seus derivados. Em 1996, 37), instituiu a Rede Brasileira de
por iniciativa do Ministério da Agricultura, Laboratdrios de Controle da Qualidade do
Pecuéaria e Abastecimento, da Empresa Leite (RBQL), com o objetivo de realizar
Brasileira de Pesquisa Agropecudria andlises laboratoriais para a fiscalizacdo de
(Embrapa) — Centro Nacional de Pesquisa de amostras de leite cru, coletadas em
Gado de Leite e de representantes da Propriedades rurais e em estabelecimentos
comunidade cientifica, foi criado o de laticinios. A RBQL é composta por um
“Programa Nacional de Melhoria da laboratério de referéncia em Pedro
Qualidade do Leite” — PNMQL (Oliveirat Leopoldo, MG e por sete laboratdrios
al., 2000). Este programa teve inicio em estrategicamente localizados nos Estados do
funcdo de resultados encontrados em Rio Grande do Sul, Parana, Sé&o Paulo,
diversos eStUdOS, gue comprovaram as GOié.S, Pernambuco e dois em Minas Gerais.
perdas econdmicas significativas pelas Nestes  Laboratérios sdo  utilizados
quais, sistematicamente, a cadeia produtiva equipamentos capazes de realizar analises de
do leite tinha, em  decorréncia, Composicdo centesimal, contagem de células
principalmente, de elevada acidez do leite e somaticas (CCS) e contagem bacteriana total
do alto indice de incidéncia de mastite nos (CBT) (Fonseca, 2005). Em setembro de
rebanhos brasileiros. Além destes fatores, 2002, por meio da publicacdo da Instrucao
podem, também, ser citadas as perdas no Normativa 151 (IN 51) (Brasil, 2002), o
transporte, na transformacio da matéria- MAPA definiu novos parametros de
prima e a rapida deterioracdo dos produtos qualidade e estabeleceu critérios de

acabados devido a baixa qualidade da avaliagao para o leite cru refrigerado. De
matéria-prima (Oliveirat al, 2000). acordo com a IN 51, desde julho de 2005, €
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compulséria a analise mensal de uma 2.3.1. Contagem padrdo em placas
amostra de leite, proveniente de cada uma

das propriedades rurais que destinam 0 Um dos importantes aspectos avaliados no
produto para estabelecimento sob Inspecao |eite é a qualidade microbiolégica. Nesta
Federal. Estdo previstas a contagem de andlise, a sua populacdo microbiana é
células sométicas, a determinacdo dos teorescontada ou estimada e usada como

de gordura protelna Iactose sélidos totais e parametro para se avaliar a saude do ubere

sélidos ndo gordurosos, pesquisa de residuos pem

de antimicrobianos, determinacdo da

crioscopia e contagem bacteriana total.

A IN 51 (Brasil, 2002) estabelece que o leite
cru refrigerado deva conter no minimo 2,9%
de proteina, 3,0% de gordura e 8,4 % de
Extrato Seco Desengordurado (ESD). Em

como o0s cuidados higiénicos
relacionados as etapas de obtengéo,
transporte e armazenamento do leite cru. A
higiene durante a ordenha constitui o
principal recurso na fonte de producédo
relacionado ao periodo de conservacdo do
leite, devido & impossibilidade de se reverter
a sua qualidade de ruim para boa. A

relacdo a contagem de células somaticas, o manutencdo dessa qualidade depende das

valor maximo permitido, nas Regifes Sul,

condicbes adequadas de armazenamento do

Sudeste e Centro-Oeste, € de 1.000.000 |ejte na propriedade e de seu transporte até a

céls./mL. A partir de julho de 2008 este
valor maximo seréa reduzido para 750.000 e,
em julho de 2011, sera de 400.000 céls./mL.
Na contagem bacteriana total os valores
maximos permitidos, nas mesmas regioes,

industria (Cerqueirat al, 1999a).

A contagem de microrganismos mesofilos
em leite cru era exigida apenas para leite
tipo A e B, antes da publicacdo da IN 51,

também passardo por alteragdes no decorrer sendo os limites estabelecidos em 1,0%el0

dos anos: 1.000.000 desde julho de 2005;
750.000 a partir de julho de 2008 e 100.000
a partir de julho de 2011. Estes padrbes
visam compatibilizar a qualidade do leite e
derivados produzidos no Brasil com os
padrbes estabelecidos mundialmente.

2.3. Parametros importantes
caracterizagcao da qualidade de leite

na

5,0 x 16 UFC/mL, respectivamente (Brasil,
1980). No caso do leite C, o RIISPOA
somente estabelecia padrédo para o leite
pasteurizado. Atualmente, com a entrada em
vigor da IN 51, o leite tipo C nao existe
mais, sendo aceitos apenas os leites tipos A,
B e cru refrigerado. Os padrdes para os tipos
A e B permanecem os mesmos estabelecidos
anteriormente. No caso do leite cru
refrigerado foi estabelecido o limite maximo
de 1,0 x 16 UFC/mL entre julho de 2005 e

A demanda nacional por grandes volumes de junho de 2008, 7,5 x f0UFC/mL entre

leite de boa qualidade tem tornado a
producédo de leite uma atividade bastante
competitiva. Assim, torna-se necessario
conhecer e quantificar os parametros que
podem interferir nos resultados obtidos na
andlise da qualidade do leite, visando
diagnosticar os pontos que devem ser
corrigidos, de modo a gerar ganhos efetivos
nessa atividade econémica.

julho de 2008 e junho de 2011, sendo que a
partir de julho de 2011, o limite seréa de 1,0 x
10° UFC/mL. Desta forma, segundo 0s
padrdes legais do MAPA, a partir desta data,
todo o leite produzido nas regides Sul,
Sudeste e Centro-Oeste do Brasil, destinado
para estabelecimento sob Inspecédo Federal,
terd qualidade compativel com as exigéncias
do mercado internacional.

Em atendimento & IN 51, a avaliacdo

microbiol6gica do leite cru € feita por meio
de contagem eletrbnica, sendo designada
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como contagem bacteriana total. Entretanto, Mastite é a inflamac&o da glandula maméaria
os padrbes de andlises microbiolégicas para proveniente de trauma ou lesdo do Ubere,
leite adotados no Brasil ainda sdo baseados irritacdo quimica ou, sobretudo, infecgéo
em metodologias de andlises tradicionais, as causada por microrganismos, especialmente
guais estimam a contagem microbiana do por bactérias. O grau de inflamacdo pode
leite a partr da enumeracdo de variar desde a forma subclinica até as véarias
microrganismos aerobios mesofilos e ndo a formas clinicas da doenca, dependendo da
contagem bacteriana total. Para se adaptar ogravidade com que o Ubere reage a causa da
resultado obtido pelos equipamentos irritacdo (Philpot e Nickerson, 2002).
eletrbnicos aqueles especificados pela
legislacdo vigente no Brasil, convencionou- Como resultado da resposta inflamatéria
se fazer uma transformacéo estatistica dos durante a mastite, sdo observadas intensas
resultados, feita no equipamento, mudancas nas concentraces tanto dos
convertendo os resultados de contagem principais componentes do leite como
bacteriana total (CBT) em unidades proteina, gordura e lactose, quanto dos
formadoras de colénias (UFC) por meio de componentes encontrados em menores
uma equacédo de regressao. Esta metodologiaconcentracdes, como 0s minerais e as
tem sido questionada pelos pesquisadores daenzimas (Kitchen, 1981). O aumento da
RBQL devido a falta de precisdo dos contagem de células sométicas no leite pode
resultados finais, 0 que ocorre em virtude da refletr em um aumento nos teores de
variabilidade da microbiota presente no leite proteina e gordura e reduc¢éo nos de lactose e
cru. Portanto, a metodologia de resultados sélidos totais (Pereirat al, 1999; Prada e
atualmente utilizada no Brasil, transforma Silva et al, 2000; Santos, 2002). Machado
um dado preciso e mais abrangente (isto é, et al. (2000) observaram que as amostras de
toda a populagdo microbiana do leite) em leite de conjunto com altas CCS
um dado estimado, sujeito a erro. Além apresentaram maior porcentagem de
disto, a interferéncia de fatores como o gordura, menores teores de proteina e
tratamento térmico do leite e a presenca de lactose, permanecendo inalterados os teores
substancias  antimicrobianas na  sua de sdlidos totais. As mudancas significativas
contagem bacteriana total ainda ndo sdo bem nas concentracées dos componentes do leite
conhecidos. ocorreram a partir de contagens superiores a
10° células somaticas/mL (céls./mL) para
2.3.2. Contagem de células somaticas gordura e 5,0 x f&éls./mL para proteina e
(CCS) lactose. Buenocet al. (2005) encontraram
resultados semelhantes aos de Macheido

O termo células somaticas abrange @al- (2000), com excecdo dos teores de
diferentes elementos celulares, normalmente Solidos totais que apresentaram redugdo em
presentes no leite, compreendendo células Seus teores.

de defesa do organismo e células epiteliais

de descamagé_o_ Entre os fatores que podemAlém de alteragﬁes nos constituintes do
provocar 0 aumento na contagem de células leite, a producéo diaria de leite por vacas
somaéticas (CCS), a mastite, sobretudo a de com mastite diminui devido a danos no
origem bacteriana, € a mais importante, tecido secretor, como por exemplo, a leséo
sendo que, aproximadamente, 99% de todas Na membrana basal das células secretoras
as células do leite provenientes de um (Kitchen, 1981). Ribaset al. (2002),
quarto infectado s3o g|ébu|os brancos do trabalhando com 672.881 amostras de leite
sangue, enquanto o restante é constituido de de vacas da raca holandesa, no Estado do
células epiteliais dos tecidos mamarios Parana, encontraram efeito significativo da
(Philpot e Nickerson, 2002). CCS sobre a producdo diaria de leite.
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Coldebella et al. (2004) concluiram que

ocorrem perdas absolutas, isto €,
independem do nivel de producdo dos
animais, e evidentes a partir de CCS de
17.000 céls./mL. Os autores estimam que

No Brasil, a Instrucdo Normativa °5i
(Brasil, 2002) preconiza os limites legais de
CCS para o leite cru, estipulando diferentes
prazos para as diversas regifes do pais. O
limite inicial, que entrou em vigor em julho

para cada aumento de uma unidade na escalade 2005 nas RegiGes Sul, Sudeste e Centro-

do logaritmo natural a partir deste valor,
ocorrem perdas de 238 e 868 mililitros/dia
para vacas primiparas e multiparas,
respectivamente.

A mastite resulta em reducgéo relevante na

guantidade e em mudancas na composicéo

do leite. Para os produtores, isto significa
menor retorno financeiro devido a
diminuicdo da producdo. Para as industrias,
significa numerosos  problemas  no
processamento, diminuicdo do rendimento,
da qualidade e da estabilidade dos produtos
de laticinios (Andradet al, 2001; Philpot e
Nickerson, 2002). Além de causar prejuizos
econdmicos para produtores de leite e
industrias de laticinios, 0os microrganismos
envolvidos na etiologia da mastite podem
causar importantes doencas no homem,
como intoxicagdo estafilococica, listeriose,
campilobacteriose, dentre outras (Philpot e
Nickerson, 2002).

Sendo assim, a contagem de células
somaticas é um excelente parametro do
estado sanitario do Ubere, além de indicar
possiveis redu¢des na producdo de leite e
alteracbes na sua composi¢do fisico-
quimica, com consequente
comprometimento do rendimento industrial
(Andradeet al, 2001; Smith, 1996).

A contagem de células sométicas €
reconhecida, internacionalmente, como um
dos parametros mais importantes para
determinar a qualidade do leite. A Uni&o

Européia e a Austrdlia estabelecem um
limite de 400.000 céls./mL para amostras de
rebanho. No Canada e nos Estados Unidos,
os padrdes sdo de 500.000 céls./mL e
750.000 céls./mL, respectivamente (Philpot,

1998; Ribas, 1999).

Oeste € de 1.000.000 céls./mL. Os valores
maximos propostos serdo reduzidos para
750.000 céls./mL em 2008, nas regifes
citadas. Em 2011, para todas as regides do
Pais, o padrdo oficial serd de 400.000
céls./mL (Brasil, 2002).

2.3.3. Composicao centesimal

Outro importante parametro usado na

caracterizacdo da qualidade do leite esta
relacionado com a composi¢cdo centesimal

de seus principais constituintes, como

gordura, lactose e proteina. A determinagéo
da composicdo centesimal do leite €

fundamental para as industrias de laticinios

por ser fator preponderante para o

rendimento industrial de queijos, manteiga,

leite em pod, creme de leite, requeijdo e

outros produtos. A reducdo de 0,5 % de

sélidos totais pode significar a perda de até
cinco toneladas de leite em p6 para cada
milh&o de litros de leite processado (Fonseca
e Santos, 2000). No Brasil, o pagamento do
leite pela qualidade vem sendo adotado por
varias industrias, nos ultimos anos. Entre os
parametros usados estdo a composi¢do, a
contagem de células sométicas e a contagem
bacteriana total. Em relacdo a composicao, o
teor de gordura é o parametro mais aplicado
nos sistemas de pagamento pela qualidade,
seguido por exigéncias em relacdo ao teor de
proteina (Fonseca, 2001). O pagamento do
leite segundo a sua composi¢do é uma forma
de transmitir claramente a cadeia produtiva

do leite, as necessidades e variacdes do
mercado, orientando a sua producéo (Ribas,
2000).

A composi¢do média do leite é de 87,4% de
agua; 3,9 g de gordura; 3,2 g de proteina; 4,6
g de lactose e 0,9 g de minerais e outros
sélidos por 100 g de leite (Harding, 1995). A
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IN 51 (Brasil, 2002) estabelece que o leite estas se encontram suspensas em meio
cru refrigerado deva conter no minimo 2,9% fluido (Barrientoset al,, 2000).
de proteina, 3,0% de gordura e 8,4 % de
Extrato Seco Desengordurado (ESD). Na microbiologia de alimentos, o interesse
por métodos rapidos e automatizados tem
2.4. Andlise da qualidade do leite por crescido nas ultimas décadas. Equipamentos
meio de equipamentos eletrdnicos gue se baseiam na citometria de fluxo, como
0o Bactoscah (Foss Eletri¢, Hillerod,
A contaminacdo do leite cru afeta a Dinamarca) e Bactocolnt (Bentley
qualidade, a vida de prateleira e a seguranca Instruments Incorporat&d Chaska, Estados
dos produtos lacteos processados (Codins  Unidos da Ameérica) foram desenvolvidos
al., 1993; Cerqueira e Leite, 1995; Cerqueira visando a andlise de rotina da qualidade
et al, 1999b; Picinin, 2003; Gigante, 2004). microbioldgica do leite cru. Entretanto, estes
Existem varios métodos disponiveis para a equipamentos se limitam a estimar a
deteccdo e a enumeragao de microrganismos contagem bacteriana total ou a contagem de
em leite cru e processado. As técnicas de células somaticas, ndo fornecendo outras
cultura microbiana s&o as mais comuns, mas informacoes, como a diferenciagéo
a grande desvantagem destes métodos € omicrobiana (Gunasekert al, 2000; Suhren
tempo necessario para a obtencdo de e Walte, 2000). No entanto, a citometria de
resultados (Gunasekesd al, 2000). Outra fluxo combinada com diferentes corantes
desvantagem dos métodos convencionais é afluorescentes e substratos fluorogénicos
falha na deteccdo de microrganismos possibilita a quantificacdo e a diferenciagédo
vidveis, mas que ndo se desenvolvem nos de microrganismos viaveis, injuriados e
meios de cultura utilizados. Visando a inviaveis (Donnelly e Baigent, 1986;
reducdo destes problemas, varios métodos McClelland e Pinder, 1994a; McClelland e
tém sido desenvolvidos como a ATP Pinder, 1994b; Rapposclket al, 2000;
bioluminescéncia, os testes de reducdo de Gunasekereet al, 2000; Malacrinoet al,
corantes e a citometria de fluxo (Dansn 2001; Amoret al, 2002; Bunthof e Abee,
al., 1991; Giriffiths, 1993; White, 1993; 2002; Gunasekerat al, 2003; Holm e
Suhren e Walte, 2000). Jespersen, 2003; Holet al, 2004).

A citometria de fluxo foi, inicialmente,  2.4.1 Analise eletrbnica por citometria
usada na oncologia, em diagndsticos de de fluxo

cancer e de defeitos cromossémicos, e na

hematologia. ~ Aplicacdes  clinicas da 5411 Contagem bacteriana total
citometria de fluxo ainda constituem a maior (CBT)

parte das publicacbes cientificas que
utilizam esta técnica. Mas, nos ultimos anos,
também tem sido uma valiosa ferramenta na
biologia, farmacologia, toxicologia,
bacteriologia e virologia. O recente sucesso
desta técnica se baseia no desenvolvimento
de equipamentos verséateis associados com
modernos sistemas computadorizados de
aquisicdo e interpretagdo de dados,
disponiveis comercialmente (Riesebegy

al., 2001). A citometria de fluxo consiste na
medicdo de caracteristicas celulares, quando

O método de referéncia para determinacao
da contagem bacteriana do leite é a
contagem bacteriana em placas
(International..., 1991), que determina a
guantidade de bactérias aerdbias mesofilas
apos crescimento em agar padrdo. Bactérias
vidveis e que crescem nas condi¢cdes de
cultivo, desenvolvem colénias que sé&o
enumeradas apés o periodo de incubacao,
sendo o resultado expresso em unidades
formadoras de coldnias (UFC).
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A contagem bacteriana total, realizada em contato com uma solucdo de incubacao
equipamento eletrénico (Figura 2.3), tem a constituida por reagentes hidrolisantes
citometria de fluxo por principio. No tamponados, enzimas proteoliticas e
equipamento, uma aliquota da amostra € marcador fluorescente para lisar as células
aspirada para uma das cavidades de um soméaticas, solubilizar os glébulos de
carrossel circular em rotagdo, onde € gordura e as proteinas, tornar a parede
aquecida a 50°C. Durante a rotacdo do bacteriana permeéavel e corar o DNA.

carrossel, a aliquota da amostra entra em

Figura 2.3. Foto de equipamento eletrénico IBC 8@ount IBC da Bentley Instruments
Incorporatel, Chaska, Estados Unidos da América, para contaecteriana total em
amostras de leite cru.

O marcador fluorescente, a base de brometo com brometo de etidio. A fluorescéncia
de etidio, se liga rapida e seletivamente na emitida € coletada por receptores Opticos,
cadeia dupla do acido nucléico bacteriano. filtrada e captada por um foto-multiplicador.
Durante a incubacéo, a mistura € sonicada Os pulsos s&o, entdo, transformados em
por meio de duas sondas ultra-sdnicas, contagem individual de bactérias e,
visando & quebra de particulas interferentes, finalmente, em UFC/mL (unidade formadora
o rompimento de aglomerados bacterianos, de coldénia/mL), apés transformacao
melhorando a deteccdo de bactérias estatistica automética, baseada em uma
individuais e a reducdo da fluorescéncia de curva de calibracdo previamente elaborada
fundo. A seguir, parte da mistura é (Bentley..., 2002; Fonseca, 2005). Esta
transferida para o citdmetro de fluxo, onde transformacdo é necessaria em funcdo dos
as bactérias sdo alinhadas em um tubo limites legais para CBT, previstos pela IN
capilar e expostas a um ralaser, com 51, terem sido estabelecidos em UFC. Isto

emissdo de fluorescéncia do DNA corado implica na necessidade de se desenvolver
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uma equagdo de correlagdo entre o método 2.4.1.2. Contagem de células somaticas
de referéncia e o de citometria de fluxo, de
modo que os resultados expressos em A contagem de células somaticas pode ser
contagem individual de bactérias sejam feita por aparelhos eletrénicos como o
transformados em UFC (Cassoli, 2005). Somacourit (Bentley Instruments

. Incorporateﬂ, Chaska, Estados Unidos da
Para se efetuar a transformacéo da contagem América), o Fossomatic (Foss Eletri®
bacteriana total em estimativa dé jjlerod, Dinamarca) ou, por outros testes,
microrganismos mesofilos, deve ser feita como a microscopia direta, que é o método

uma calibragdo com 500 amostras (e referéncia, e ®Visconsin Mastitis Test
aproximadamente, com atualizacdo semanal (WMT).

de aproximadamente 25 amostras. Esta

calibracdo é fejta com o plaqueamento. de A metodologia de referéncia para a

amostras de leite e, paralelamente, a leitura contagem de células somaticas no leite
de CBT é feita no equipamento eletrdnico. gemanda muito tempo para ser realizada,
Apbs o periodo de incubacdo das placas, que nzo sendo o método mais recomendado para
e de 48 horas, os dados de contagem de UFCyonjtorar a qualidade de um grande ndmero

de  microrganismos =~ mesOfilos S0 e amostras de leite. Os equipamentos
alimentados no banco de dados do gleyrgnicos sio utilizados pela Rede

computador do equipamento, onde 0S Bygsjleira de Controle da Qualidade do Leite
resultados de CBT estdo armazenados. OS comg alternativa para aperfeicoar o controle

pontos extremosoitliers) s&o excluidos e & ejteiro e a qualidade do leite (Silveieaal,
feita a analise estatistica para estimativa da 2005). No Brasil, os equipamentos mais
curva de regressdo linear. A curva €
armazenada no computador e toda leitura
feita é, entdo, transformada de CBT em
enumeracdo de microrganismos mesofilos
aerdbios (Bentley..., 2003; Suhren e Walte,
2000).

usados sdo o Fossométi¢Foss Eletric,
Hillerod, Dinamarca) e o Somacofint
(Bentley Instruments Incorporatéd
Chaska, Estados Unidos da América).

A contagem eletronica de células somaticas
~ . se baseia no principio da citometria de fluxo.
A transformacéo dos resultados obtidos por Ap6s aquecimento da amostra a 40°C, uma

equipamentos .de contagem glegrpnlca, aliqguota desta é aspirada para dentro do
baseados em citometria de fluxo é utilizada, ;

também. em outros paises. Mas. devido ao equipamento onde é misturada ao corante
Y P ' ~ .~ fluorescente brometo de etidio (pastilhas de
erro inerente a esta transformacéo, tem sido

M ®
proposta a utilizacdo de dados de contagem ?Agﬁg:gi de_col?;:?t:)eyf)'l'\]Alggg)b é(l:olgs aA
bacteriana total ndo transformados. Este erro s!e I'r 50l da amostra sio cond 'Lojlos. or
se reflete, muitas vezes, nos resultados de >¢94" i uzi p

algumas regices, ou_ mesmo de-algumas ub VU0 SOEET A O DD 20
propriedades ~ especificas, ndo  sendo Iaser’ Em func&o da incidéncia do rdaser
adequadamente transformado pela equacéo T ¢ "

de regressdo armazenada no equipamento.naS celulas somaticas coradas com o

Os fatores potencialmente interferentes sdo a gr%rgetgsigret'gr'%%caorsrgriirg'ziﬁt?odse (')Iutzic%szseé
regido de coleta das amostras, a qualidade pos p P P

higiénica da ordenha, a estacio do ano, as lentes focalizadas em comprimentos de onda

condicdes de estocagem, desinfeccdo dos Eg;gp”ﬁggsé ZrﬁaF;?j(joa fﬁ?rggopgligneg{.gg'
tetos dos animais ordenhados, espécies pu phiado, T vert

microbianas contaminantes, dentre outros eé]; ntlgontaf&r)n? de celulas somaticas
(Suhren e Walte, 2000). ( Yeors ).
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2.4.2. Andlise eletrbnica na regido do  hidroxila das moléculas de agua (Biges
infravermelho da CoOmposicao al., 1987; Silveira, 2002).

centesimal dos constituintes do leite . L _

A andlise da composicdo centesimal dos
A analise do leite por meio de equipamentos Constituintes  de leite cru refrigerado,
de infravermelho é pratica, possibilitando realizada nos laboratorios oficiais da RBQL
curto tempo. A regido de infravermelho é a 9rande capacidade de analise das marcas
faixa que varia de 0,781 a 30Qm do Milko-scan  (Foss  Eletric  Hillerod,
espectro infravermelho. Essa faixa ¢ Dinamarca) e Bentley (Bentley Instruments
dividida em trés regides, de acordo com o Incorporatetl, Chaska, Estados Unidos da

comprimento de onda ou o nimero de ondas América) (Figura 2.4). Estes aparelhos

da radiacdo: o NIRngar infra-red, que realizam a andlise por  absorgcdo
abrange a faixa de Qi a 2,;um, o MIR infravermelha. Ocorre a mensuracdo da
(mid infra-red que compreende a regido de absor¢do de energia, utilizando quatro
2,5um a 2;m e o FIR far infra-red) que comprimentos de onda selecionados por

varia de 2am a 100um (Silveira, 2002). O guatro filtros, os quais passam por um feixe
principio  fundamental de todos os de raiolaser durante cada ciclo de analise.
analisadores de infravermelho se baseia na Os componentes do leite sdo determinados
capacidade de absorcdo de radiacdo, emem trés destes comprimentos de onda:
diferentes comprimentos de ondas, dos 5,73im para a gordura, 646 para a
grupos quimicos especificos de alguns proteina e 9,58m para a lactose (Bentley...,
componentes do leite como gordura, 1998; International..., 2000).

proteina e lactose (Biggst al, 1987). Os

grupos carbonila (C=0) das ligacdes éster A amostra de leite € aquecida a 40°C,
dos triglicerideos absorvem radiacdo no agitada, aspirada para o interior do
comprimento de onda de 5,8, os grupos equipamento, onde recebe a irradiagdo pelo
amida (CONH) das ligacbes peptidicas das feixe de luz infravermelha. A diferenca de
proteinas em 6,46 e os grupos hidroxila €nergia absorvida entre a amostra a ser
(OH) da lactose em 9,5/ (International..., analisada e a amostra de referéncia é captada

1996). A quantidade de soélidos totais pPor um detector de infravermelho e é
presente em uma amostra pode ser quantificada, sendo transformada em teores
determinada pelo somatério do contetido dos dos componentes, de acordo com a curva de
componentes gordura, proteina e lactose, calibracéo (Bentley..., 1998).

acrescidos de uma constante de minerais ou

pela absorcdo de radiacgdo em um

comprimento de onda de 48 dos grupos
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Figura 2.4. Foto de equipamento eletrénico Ben@eynbi System 2300 Chaska, Estados
Unidos da América, para contagem de células soazad@nalise de composicao centesimal de
amostras de leite cru.

2.5. Qualidade microbiologica do leite  semelhantes, ndo havendo diferenga
cru produzido no Brasil significativa entre elas (p > 0,05).

A qualidade do leite cru produzido no Fonsecaet al. (2004a) analisaram 11.400
Brasil tem sido objeto de varios amostras de leite proveniente de tanques de
trabalhos de pesquisa nos Gltimos anos. refrigeracéo por expanséo direta, coletadas e
Mendoncaet al. (2001), em pesquisa enviadas por cinco industrias laticinistas do
realizada em Minas Ger,ais descreveram Estado de Minas Gerais ao Laboratorio de

. Andlise da Qualidade do Leite (Lab-
0
a ocorrencia de 88% das amostras UFMG), da Universidade Federal de Minas
analisadas com contagens de

k X - o Gerais, pertencente & RBQL, durante o
microrganismos ~ mesofilos  aerobios  periodo de dezembro de 2003 a abril de
inferiores a LDUFC/mL. Picinin (2003),  2004. Aproximadamente 33,4% destas
apés realizar a contagem de amostras tiveram contagens abaixo dé 10
microrganismos aerobios mesofilos, em UFC/mL e 75,4% tiveram contagens
31 amostras de leite cru refrigerado e inferiores a 1DUFC/mL.

estocado em tanques de expansao no

Estado de Minas Gerais, verificou que Buenoet al(2004), em pesquisa realizada
74,19% das amostras apresentavam no Laboratério de Qualidade do Leite (LQL)
contagem de microrganismos mesofilos da Universidade Federal de Goias (UFG),

aerdbios dentro do padrdo preconizado também pertencente @ RBQL, encontrou

para 2005. Para 2008, 67,74% das 45,53% das amostras com resultados
amostras ana”sadas’ apresentaram inferiores a 16 UFC/mL e 80,6% abaixo de

resultados que atenderiam ao requisito 19 UFijm'-- EStez resultaios coaduznglorg
proposto e, apenas 25,81% dos g?nmle(\)/Znt:rrnngrrlltz[rgagsarl?glrises? ?2Zﬁ§aéas nza
resultados estariam de acordo com o

dr belecid de 2011 Lab-UFMG. Neste trabalho  foram
padrao estabelecido para o ano de "analisados os dados obtidos no periodo de

A autora ressalta, ainda, que as medias gezembro de 2003 a janeiro de 2005, com

de contagens em amostras provenientes ym total de 50.434 amostras. Destas, 81,6%
de ordenha mecanica e manual foram apresentaram contagens bacterianas iguais
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ou inferiores a 1DUFC/mL. Comparando-se
com o padrdo estabelecido pela IN 51 para
vigorar a partir de julho de 2011, para as
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, cujo
valor é de no maximo 2QUFC/mL, 44,9%

565.000 céls./mL e,
apresentaram contagens
1.130.000 céls./mL.

apenas, 6,9%

superiores a

Segundo Britoet al. (2003), a média das

das amostras avaliadas alcancaram estecontagens de células sométicas de amostras

padrédo de qualidade.

Sendo assim, a importancia de se monitorar
a qualidade microbiolégica do leite cru tem
se tornado cada vez maior para a industria
laticinista brasileira e um monitoramento
efetivo significa a obtencdo de resultados

de leite oriundo de rebanhos dos Estados do
Espirito Santo, Minas Gerais (maioria) e Rio
de Janeiro, analisadas no Laboratorio de
Qualidade do Leite (LQL) da Embrapa Gado
de Leite, em Juiz de Fora, no periodo de
2000 a 2002, foi 493.000 céls./mL. Em
relacdo aos limites estabelecidos para CCS

rapidos e seguros a baixo custo e da forma nas regibes Sul, Sudeste e Centro-Oeste,

mais préatica possivel. No entanto, €
fundamental conhecer de que forma a
diversidade da microbiota do leite, os
diferentes tratamentos térmicos, assim como

91% das amostras se adequaram ao padréo
de 1.000.000 céls./mL, em vigor desde julho
de 2005, 82% estédo de acordo com o padréao
estabelecido para julho de 2007 (750.000

0 tempo de conservagdo e a temperatura decéls./mL) e, apenas, 51% estdo de acordo

armazenamento da amostra podem interferir

com o padrdo previsto para 2011 (400.000

nos resultados obtidos quando as analises céls./mL).

sdo realizadas em equipamentos eletronicos

de contagem bacteriana total.

2.6. Contagem de células sométicas do
leite cru produzido no Brasil

No Brasil, a andlise da CCS comecou a ser
efetuada por meio de equipamentos
eletrénicos em maio de 1991, por ocasido da
inauguracdo do primeiro Laboratorio
Centralizado de Analise da Qualidade do
Leite, do Programa de Analise de Rebanhos
Leiteiros do Parana (PARLPR) (Ribetsal,
2003). Posteriormente, outros laboratérios
iniciaram a andlise de contagem de células
somaticas em outros estados brasileiros,
possibilitando a geracdo de dados confiaveis
sobre a qualidade do leite produzido no
Brasil, em relacdo a este parametro.

al.

Ribas et (2003) apresentaram o0s

A média da contagem de células somaticas de
851.989 amostras provenientes de leite de
tanques refrigeradores no Rio Grande do Sul,
no periodo de 2000 a 2002, variaram entre
426.000 e 540.00@€éls./mL (Durr, 2003).
Dados sobre a contagem de células somaticas
no Estado de S&o Paulo sédo relatados por
Machadoet al. (2003). Os autores analisaram
131.211 amostras no periodo de 1999 a 2003 e
encontraram médias de 615.000, 685.000,
513.000, 441.000 e 440.000 céls./mL
respectivamente, semelhantes as encontradas
em outras regides do Brasil.

De acordo com Fonsee al. (2004b), em

10.800 amostras de leite cru, coletadas em
tanques de expansdo, no Estado de Minas
Gerais, durante o periodo de dezembro de
2003 a abril de 2004, a média da CCS foi
561.000 céls./mL, sendo que 12,0 % das
amostras apresentaram CCS abaixo de

resultados de CCS obtidos nos anos de 1998 200.000 céls./mL: 31,3% de 200.000 a

a 2001 em um total de 262.973 amostras

399.000 céls./mL; 45,5 % de 400.000 a

provenientes dos Estados de Santa Catarina, 999000 céls/mL e 11,1 % acima de
Parana e Sao Paulo. As medias foram de 1 000.000 céls./mL. Fonseca (2005), em um

507.000, 474.000, 482.000 e 503.000,
respectivamente, sendo que 70,1% das
amostras tiveram contagens inferiores a

levantamento mais abrangente, relata que, a
partir da andlise de 50.434 amostras de leite
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cru refrigerado, coletadas no Estado de al. 2003; Durr, 2003; Machadet al., 2003;

Minas Gerais, durante o periodo de Fonsecat al.,2004b e Fonseca, 2005).

dezembro de 2003 a janeiro de 2005, as

médias aritméticas de CCS variaram de Considerando os dados apresentados, €

403.000 a 660.000 céls./mL. Quando os necessaria a implementagdo de programas

resultados foram avaliados como média para melhorar a qualidade do leite, com

geomeétrica, os valores de CCS oscilaram de énfase na prevengcdo e controle de mastite,

331.000 a 501.000 céls./mL. visto que, permanecendo estes resultados,
em julho de 2011, aproximadamente 50%

Bueno et al. (2005), ao analisar 18.949 das amostras apresentariam resultados em

amostras de leite de tanques de refrigeracdo desacordo com os padrdes estabelecidos

no Estado de Goias, no periodo de outubro pela IN 51 (Brasil, 2002).

de 2002 a setembro de 2003, encontraram

médias de 342.000 e 352.000 céls./mL no 2.7. Composicéo centesimal do leite

periodo de chuva e de seca, cruproduzido no Brasil

respectivamente. Estes resultados indicam

que o leite produzido no Estado de Goids Dados sobre a composicdo média do leite

apresenta media de contagem de células cry refrigerado, produzido em vérios estados

somaticas inferior as que ocorrem em outras prasileiros, nos ultimos anos, tém sido

regides do Brasil (Ribaet al, 2003; Britoet relatados visando a sua caracterizacdo
(Tabela 2.3).

Tabela 2.3 — Resultados médios dos teores de gorgusteina, lactose e extrato seco total
(EST) de leite cru refrigerado, publicados por pesafores dos laboratérios pertencentes a
RBQL.

Pesquisadore Periodo das Procedéncia Numero de Valor Médio (%)
analises das amostras amostras Gordura Proteina Lactose EST
Machadoet 12/1996 a

al. (2000) 07/1998. SP e sul de MG 4,785 3,61 3,2 451 12,37
Brito et al. 01/2000 a ES MG Variou de
(2003) 12/2002 (maio}ia) e RJ acordocomo 3,56 3,22 4,59 12,27
parametro
Machadoet 06/19990a SP, MG, GO,
al. (2003) 03/2003 PA 131.211 3,40 3,13 4,55 11,97
Ribas (2003) 11/1998 e
11/2001 SC, PAe SP 262.973 3,69 3,24 4,56 12,32
Fonsecat al. 12/2003 a
(2004b) 04/2004 MG 11.400 3,63 3,23 4,52 12,34
Fonseca  12//2003 a MG 50.434 363 319 451 12,32

(2005) 01/2005

De acordo com Dirr (2003), em relagdo a Brito et al. (2003), em avaliacdo da
composicdo do leite cru refrigerado qualidade composicional de amostras de
produzido no Rio Grande do Sul, nos anos leite cru refrigerado, relatam que, de acordo
de 2000, 2001 e 2002, os teores médios de com o0s requisitos da IN 51, no que diz
gordura variaram entre 3,47% e 3,80%, 0s respeito aos teores minimos de gordura e
de proteina variaram de 2,95% a 3,24 e os de proteina, 93% do total de amostras
lactose de 4,35% a 4,66%. analisadas apresentaram resultados dentro
das exigéncias para ambos os componentes.
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No entanto, com o decorrer dos anos, o0 De acordo com a Federacao Internacional de
percentual de amostras que se enquadraramLaticinios (International..., 1995), para se
nas exigéncias do MAPA para proteina determinar a contagem de células somaticas,
aumentaram, enquanto que para gordura amostras de leite com conservante, mantidas
diminuiram. Estes resultados coadunam com entre 2 e 6°C, devem ser analisadas em até
os descritos por Fonseca (2005), que 95,1% trés dias. Vermuntet al. (1995) ao
e 94,1% das amostras apresentaram analisarem amostras de leite de vaca
resultados de acordo com os padrdes adicionadas de bronopol, observaram
estabelecidos pela IN 51 para proteina e decréscimo de 10% nas médias de CCS ap0s
gordura, respectivamente. Os parametros seis semanas de armazenamento sob
com melhor indice de aceitacdo pela refrigeracdo, e de 16% apos 10 semanas.
legislacdo em vigor foram, exatamente, os
teores de gordura e proteina. Somente 64,6% Amostras de leite de cabra, adicionadas de
das amostras apresentaram resultados debronopol e armazenadas sob refrigeracdo
acordo com todos os indices de qualidade apresentaram decréscimo nas médias
estipulados, de maneira que se faz necessariageométricas da contagem de células
a regulamentacdo sobre o destino destas somaticas apés 10, 25 e 42 dias de 5, 6,9 e
amostras que apresentaram resultados em15%, respectivamente. Esses decréscimos
desacordo com o0s padrdes vigentes foram maiores quando as amostras foram
(Fonseca, 2005). adicionadas de azidiol e estocadas sob
refrigeracdo, com reducdes correspondentes

2.8. Fatores interferentes na avaliagdo a 5,8, 15,2 e 21,9% nos mesmos tempos de

da qualidade do leite por métodos  estocagem (Sancheet al., 2005). Em
eletrénicos amostras de leite de ovelha preservadas com

bronopol e refrigeradas, os valores de CCS
reduziram 2,8% ap6s nove dias de

2.8.1. Temperatura de conservagao e armazenamento (Gonzaioal, 2003),

tempo de conservacdo das amostras

Cassoli  (2005) armazenou amostras,
adicionadas de bronopol, a 7°C por até sete
dias, e efetuou analises de composicdo
centesimal e contagem de células sométicas,
obtendo resultados estatisticamente
semelhantes durante todo o periodo de
armazenamento. Soueaal. (2005) também
relatam que, amostras armazenadas sob
refrigeragcdo podem ser destinadas a analise
de contagem de células somaticas em até
sete dias apds a coleta.

Ainda existem duvidas sobre qual seria o

tempo maximo de armazenamento das
amostras sem a ocorréncia de alteracdo dos
resultados. Marshall (1992) admite que

amostras de leite adicionadas de conservante
e mantidas entre zero e 4,4°C podem ser
analisadas em até sete dias ap0s a coleta.

Segundo  Cassoli  (2005), amostras
adicionadas de azidiol, conservadas por até
sete dias a 7°C, podem ser usadas na
contagem bacteriana total (CBT) sem que
ocorram diferencas significativas nos
resultados encontrados. Sousaal. (2006)
obtiveram resultados semelhantes ao
armazenarem amostras de leite cru
refrigerado a 3,8 e 10°C durante sete dias,
concluindo que estas condicbes de
armazenamento ndo afetam os resultados da
contagem bacteriana.

Ribas et al. (2003) demonstraram a
influéncia significativa do tempo de
conservacdo da amostra sobre a CCS. As
médias apresentaram reducdo de valores
aproximados de 580.000, no primeiro dia,
para 430.000 no oitavo dia, chegando a
350.000 no 1%4dia.
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Paulaet al. (2004) também relatam que os negativos) por 60 dias, sendo que o efeito do
resultados da CCS foram influenciados pelo congelamento ndo foi significativo para
tempo de conservagdo da amostra. Do amostras adicionadas de bronopol e
primeiro ao quarto dia de conservacdo da dicromato de potassio. No entanto, quando
amostra houve reduc@o nos valores médios comparadas as médias dos resultados
da CCS de 531.000 para 469.000 céls./mL. obtidos em amostras armazenadas sob
Segundo os mesmos autores, a causa darefrigeracdo (5,52 log céls./mL + 0,004) e
reducdo da CCS com o avancgar do tempo de sob congelamento (5,37 céls./mL £ 0,001) a
armazenamento da amostra, embora nao reducdo nas contagens de células somaticas
tenha sido investigada, pode ser atribuida a foi significativa.

lise celular. No sétimo dia, as médias para

CCS tiveram reducéao de 9,98% em relacéo
ao primeiro dia de andlise. Ostrensky (1999)
também observou declinio de 10,7% na CCS
do primeiro ao oitavo dia de conservacao

Sanchezet al. (2005) congelaram amostras
de leite de cabra por até 105 dias e
observaram que ocorreu reducéo
significativa do log de células sométicas em

das amostras. amostras conservadas com azidiol, mas em
amostras adicionadas de bronopol, néo
Em relacdo a composi¢do dos solidos totais, houve alteracéo dos valores. Em relacéo aos
Ribas et al. (2004) observaram que a teores de proteina e sélidos totais, amostras
concentracdo de gordura se manteve estavelconservadas com bronopol, também nao
até o sexto dia, declinando no sétimo dia. O apresentaram alteracdes nos teores meédios.
teor de proteina se alterou a partir do sexto

dia, enquanto o teor de lactose permaneceu 2.8.2. Uso de conservante liquido em
estavel. A concentracdo dos sdlidos totais amostras destinadas & contagem
permaneceu inalterada até o quinto dia, pacteriana total (CBT)
apresentando declinio apés o sexto dia e

resultados irregulares apds o oitavo dia. No Brasil, o uso de conservantes nas
Sanchezt al. (2005) armazenaram amostras gmostras  de leite cru refrigerado  é
de leite de cabra, adicionadas de bronopol, pecessario em fungéo do grande nimero de
sob refrigeracao durante 42 dias e nao fazendas e da extensao territorial, resultando
observaram diferencas nos teores de proteina em ym longo tempo decorrido entre a coleta
e solidos totais durante todo o periodo de o |eite e a realizagio da analise nos
estocagem. _ laboratérios. Em alguns paises apenas a
O congelamento de amostras de leite refrigeragdo é responsavel pela preservagéo
destinadas a contagem de células somaticasqas  amostras, ndo sendo utilizados
e andlise de composicao centesimal tem sido ¢onservantes. Nestes casos, a distancia entre
estudado  por  diversos  pesquisadores. a5 fazendas e os laboratérios sdo curtas,
Barkema et al (1997) armazenaram possibilitando a analise em, no maximo, 48
amostras de leite de vaca sob congelamento poras apés a coleta (Cassoli, 2005). Para a
por até 28 dias e observaram que as medias determinagéo da CBT, o conservante mais
das CCS foram significativamente menores recomendado, atualmente, é o azidiol. O
ap6s os periodos de estocagem, entretanto ayzjgiol tem acdo bacteriostatica, o que
diferenca foi pequena e relativamente prolonga a vida Gtil da amostra. Recomenda-
constante na escala logaritmica. EM ge que amostras conservadas com azidiol

armazenaram amostras de leite de ovelha cpjeta, se mantidas sob refrigeracdo a 4°C

adicionadas de bronopol, dicromato de (Gonzaloet al, 2003).
potassio e azidiol em temperatura de
congelamento  (aproximadamente  20°C
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O azidiol liquido é usado na conservacdo de Fonseca (2005) relata que dentre as nao
amostras de leite cru refrigerado que s&o conformidades, relacionadas ao protocolo de
enviadas a Rede Brasileira de Laboratérios coleta e envio de amostras, ocorridas em
de Controle da Qualidade do Leite (RBQL), 50.434 amostras de leite recebidas no
destinadas a contagem bacteriana total em Laboratério de Andlise da Qualidade do
equipamento eletrébnico O azidiol é Leite da Escola de Veterinaria da UFMG,
composto por azul de bromofenol, durante o periodo de dezembro de 2003 a
cloranfenicol, etanol, citrato de sédio e azida janeiro de 2005, 173 estavam relacionadas
sbdica. A adicdo do conservante é feita, em com erros na adicdo do conservante em
geral, no momento da coleta das amostras nhaamostras destinadas a contagem bacteriana.
propriedade rural, sendo recomendada a Dentre estas, 100 amostras ndo foram
adicao de trés a cinco gotas do conservante adicionadas de conservante, 52 continham
por amostra para garantir a concentragdo de conservante em excesso, cinco continham
4,79 mg de azida sodica e 0,2 mg de azidiol e bronopol e 16 estavam com pouco
cloranfenicol Este procedimento gera conservante. A adicdo errbnea de
dificuldades aos transportadores de leite, que conservantes, principalmente o azidiol, pode
sd0 os responsaveis pela coleta das amostrasresultar em alteracdo dos resultados. A
Além disso, usualmente, € adicionada solucdo imediata desta ndo conformidade
guantidade  superior ou inferior a seria a utilizagdo do conservante azidiol na
recomendada, o que pode resultar em forma sélida, a exemplo do que ocorre com
alteracdo da amostra, afetando a andlise o bronopol no leite destinado as andlises de
laboratorial. CCS e composicéo (Fonseca, 2005).
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3. Capitulo 1

INFLUENCIA DO CONSERVANTE NO ARMAZENAMENTO DE AMOST RAS
DESTINADAS A ANALISES ELETRONICAS DE QUALIDADE DO L EITE CRU

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram comparar o efé#oadicdo do conservante azidiol nas
formas liquida e de comprimido em amostras destsma@dcontagem bacteriana por citometria
de fluxo e avaliar a possibilidade do uso de apemasconservante (azidiol liquido, azidiol
comprimido ou bronopol) em amostras de leite crinigerado destinadas as andlises de
composic¢do, contagem de células somaticas e conthgeteriana total. Seis amostras de leite
foram coletadas, subdivididas e submetidas a adilgio conservantes, incubadas em trés
diferentes temperaturas de refrigeragéo (4, 7 €)1®analisadas ap6s 1, 3, 5, 7 e 10 dias. Apo6s
a incubacgédo, efetuaram-se a contagem bacteriamh e¢ot equipamento eletrénico IBC
BactoCount Bentléy e de microrganismos aerdbios mesdfilos em pladasanalises de
composi¢cdo e contagem de células somaticas foratnaefas em equipamento eletrénico
Bentley Combi System 23080Todas as amostras, independentemente do conseusado,
foram analisadas nos dois equipamentos. Utilizoo-s#elineamento estatistico de parcelas
subdivididas e os resultados obtidos foram submeté@ andlise de variancia e as médias,
comparadas pelo teste de Duncan. Os resultadososnédidesvio padrdo das contagens
bacterianas em amostras adicionadas de azidiadiéiquazidiol comprimido foram 5,68 + 1,01
e 5,76 + 0,99 log UFC/mL, respectivamente, nao hdveliferenca significativa pelo teste de
Duncan (p > 0,05). Os resultados indicaram queidichzomprimido pode ser usado como
conservante de amostras de leite cru, em subgtit@q azidiol na forma liquida, sem que haja
qualquer prejuizo nos resultados das analiseso@asonservante azidiol em amostras de leite
cru destinadas as analises de composi¢do centesic@itagem de células somaticas ndo é
recomendado, uma vez que diferenca estatisticansgntdicativa nos teores de lactose e na
contagem de células somaticas foi observada. Odesloronopol em amostras destinadas a
contagem bacteriana total também néo é indicadeylmstimar a populagdo microbiana.

Palavras-chave: azidiol liquido, azidiol comprimi@oonopol, temperatura de armazenamento,
tempo de armazenamento, leite cru e citometridude.f

ABSTRACT

The objectives of the present work were to evalaatdiol in two different presentations, tablet
and liquid, as preservative for raw milk samplesduor bacterial counting by flow cytometry
and to evaluate thpossibility of using only one preservative, i.e., bronopoldattitablet or
liquid for raw milk samples to be submitted to asek of composition, somatic cells counting
and total bacteria counting. Six samples were cwte subdivided for addition of the
respective preservatives and incubated udifarent temperatures (4, 7 and’C) for up to 10
days analyses were done after one, three, fiveensamd ten days of incubation. The total
bacterial counting (TBC) was done using electr@taipment Bactocount IBC - Bentfeyand
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Plate Counting for mesophilic aerobic microorganisihe composition and somatic cells
counting (SCC) were determined by the electronigiggent Bentley Combi System 2300
All samples, regardless the preservative type, va@@dyzed on both equipments. The design
used was split-splot, and Analysis of Variance am@n comparisons among treatments were
done using Duncan Test. The means + standard @esaif the samples with azidiol liquid and
in tablets were, respectively, 5.68 + 1.01 and %76.99 log CFU/mol, and no statistical
difference was found between the two types of puedives (p>0.05). The results indicated that
the tablet of azidiol can be used as preservatvedw milk samples. There were statistical
differences on the levels of lactose and somatils a# samples with azidiol submitted to
analyze of composition and SCC. However bronopohas indicated for TBC because it
underestimates the microbial population.

Keywords: azidiol liquid, azidiol tablet, bronopdémperature of storage, time of storage, raw
milk, flow cytometry.
3.1. INTRODUQAO unidade de azidiol comprimido (garantindo a
concentracdo de 4,79 mg de azida sédica e
O uso de conservantes para preservar 0,2 mg de cloranfenicol) e um comprimido
amostras de leite cru no Brasil é necessario de bronopol naquelas destinadas as analises
em razdo das grandes distancias existentesde composicdo e contagem de células
entre os laboratdrios de analise e as fazendassomaticas.  Este  procedimento  gera
produtoras. A adicdo do conservante dificuldades aos transportadores de leite, que
bronopol as amostras destinadas a contagems&o 0s responsaveis pela coleta das amostras.

de células somaticas e analise de
composicdo do leite em equipamento
eletrdnico Bentley Comb System 230@
recomendada desde a coleta. O bronopol,
composto de 2-bromo-2-nitro-1,3-
propanodiol, natamicina e indicador de pH,
€ considerado bactericida. Nas amostras
destinadas a contagem bacteriana total, o
azidiol, por ser bacteriostatico, tem sido

Além disso, no caso do azidiol liquido,

usualmente, € adicionada quantidade
superior ou inferior a recomendada, o que
pode resultar em alteracdo da amostra,
afetando a andlise laboratorial. Em funcgéo
disto, foi desenvolvido pela coordenacgéo do
Laboratério de Analise da Qualidade do
Leite (Lab-UFMG), situado na Escola de

Veterindria da Universidade Federal de

usado com sucesso na conservacdo deMinas Gerais e pertencente a RBQL, em

amostras de leite cru refrigerado, que séo
enviadas aos laboratérios da Rede Brasileira
de Laboratérios de Controle da Qualidade
do Leite (RBQL). O azidiol é composto de
azida sodica, cloranfenicol, etanol, citrato de
sédio e azul de bromofenol. A azida sédica é
conhecida como um inibidor do processo de
respiragdo aerobia, por interferir na cadeia
de transporte de elétrons no interior da
mitocondria.

A adi¢cdo dos conservantes é feita, em geral,
no momento da coleta das amostras na
propriedade rural, sendo recomendada a
adicao de 13@L de azidiol liquido ou uma

conjunto com profissionais da area
farmacéutica, o azidiol na forma de
comprimido, o que facilta a adicdo do
conservante, por meio de um dosador, sem o
risco do uso de dose insuficiente ou
excessiva.

A coleta de duas amostras e a adicdo de dois
conservantes diferentes resulta em aumento
do tempo de coleta. A logistica de transporte
das duas amostras ao laboratério torna-se
dificil pela necessidade de maior nimero de
caixas isotérmicas, maior quantidade de gelo
reciclavel e maior custo do frete. Chegando
ao laboratério, maior espaco é demandado
para 0 armazenamento das amostras,
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resultando também em maior custo para subamostras contendo os diferentes
manutencao sob refrigeragdo. Ou seja, todo conservantes foram incubadas em trés
o processo de logistica envolvendo a coleta, estufas com temperaturas de 4, 7 e 10°C
o transporte e o armazenamento seriam durante 1, 3, 5, 7 e 10 dias. Ap6s a
beneficiados, caso apenas uma amostra deincubacdo nas trés temperaturas nos
leite fosse coletada para efetuar as analises diferentes tempos, efetuaram-se as andlises.
fisico-quimicas e microbioldgicas exigidas
pela Instrugdo Normativa n°51 (Brasil, As analises de composicdo, contagem de
2002). O presente trabalho teve por objetivo células somaticas, contagem bacteriana total
comparar o0 efeito conservador do azidiol e contagem padrdo em placas de
comprimido com a sua forma liqguida em microrganismos aerdbios mesdfilos foram
amostras de leite cru destinadas a contagemrealizadas nos laboratérios do Departamento
bacteriana por citometria de fluxo e em de Tecnologia e Inspecdo da Escola de
amostras para contagem de células Veterinaria da Universidade Federal de
somaticas e andlise de composicdo de leite Minas Gerais. As andlises eletrénicas do
cru, e avaliar a influéncia do uso do leite (composi¢cdo, contagem de células
bronopol em amostras armazenadas por até sométicas e contagem bacteriana total)
10 dias sob refrigeracdo destinadas a foram realizadas no Laboratério de Analise
contagem bacteriana total. da Qualidade do Leite (LabUFMG) e a

contagem padrdo em placas, no Laboratorio

de Microbiologia de Alimentos.
3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.2. Analises realizadas
3.2.1. Amostras

Todas as amostras de leite cru foram
Seis amostras de leite cru refrigerado Submetidas a analise de contagem padrdo de

(aproximadamente dois litros por amostra) Microrganismos aerdbios mesofilos em
foram coletadas de silos de industrias de placas (Brasil, 2003) no Laboratério de
laticinios de Minas Gerais no periodo de Microbiologia de Alimentos. Em seguida, os
dezembro de 2004 a junho de 2005. Ap6s a frascos contendo as amostras foram
coleta, as amostras foram acondicionadas e imediatamente encaminhados ao LabUFMG
transportadas em condicdes isotérmicas em para realizacdo da contagem bacteriana total
caixas contendo gelo reciclavel até o pelo principio de citometria de fluxo em
Laboratério de Microbiologia, onde foram €quipamento eletronico IBC BactoCount
subdivididas e adicionadas de conservantes. IBC da Bentley Instruments Incorporated
As amostras foram subdivididas, em Chaska, Estados Unidos da Ameérica

condices de esterilidade, em 45 (Bentley..., 2002). Posteriormente,
subamostras de 40 mL, e entdo efetuaram-se as analises de composicéo
acondicionadas em frascos plasticos (International..., 2000) e contagem de

esterilizados com capacidade de 50 mL. Células somaticas (International..., 1995) em
Destas 45 subamostras, 15 foram equipamento eletronico Bentley Combi
adicionadas de quatro gotas de azidiol System 2300 (Bentley ..., 1997; Bentley...,
liquido (130pL), 15 receberam a adicdo de 1998), calibrado com amostras padréo de
uma unidade de azidiol comprimido e 15, de leite  cru  de  origem  canadense
um Comprimido de bronopoL Apés a ad@éo (International..., 1995; International...,
dos conservantes, os frascos foram 2000).

homogeneizados por inversdo até completa

dissolucho dos mesmos. A seguir, as
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3.2.2.1. Contagem padrao em placas

No momento da analise das amostras, foram
preparadas diluicbes decimais sucessivas

empregando como diluente a 4&gua
peptonada tamponada a 0,1%. Foi
transferido, a partir de trés diluicBes

selecionadas, 1 mL do diluido para placas de
Petri, em duplicata. Em seguida, foi vertido

nas placas, sobre o in6culo, o meio de
cultura agar padrédo para contagem (Difco).
Apés a realizagdo de movimentos circulares
nas placas (visando a incorporacdo do
in6culo ao meio de cultura) e a solidificacao

do agar, as placas foram incubadas
invertidas em estufa a 36 + 1°C por 48 + 3
horas. Ap6s a incubacdo, foi efetuada a
contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC) (Brasil, 2003).

3.2.2.2. Contagem bacteriana total

A contagem bacteriana total foi efetuada em
equipamento eletrénico IBC BactoCount
IBC da Bentley Instruments Incorporated

Chaska, Estados Unidos da América
(Bentley..., 2002) , que tem por principio a
citometria de fluxo. Na analise em

equipamento eletrénico, a amostra de leite
contendo conservante foi aspirada para a
cavidade do carrossel circular em rotacao,
onde foi aquecida a 50°C. Durante este
periodo o material de andlise entrou em
contato com uma solucdo de incubacéo
constituida por enzimas proteoliticas e
brometo de etidio, usado como marcador
fluorescente de DNA (Bentley..., 2002). Esta
solucdo teve como objetivo lisar células
somaticas, solubilizar glébulos de gordura e
proteinas, permeabilizar bactérias e corar o
DNA. Durante a incubagcdo a mistura foi

sonicada por meio de duas sondas ultra-
sbnicas para auxiliar a quebra de particulas
interferentes, romper colénias bacterianas

bactérias foram alinhadas dentro de um tubo
capilar e expostas a um rd@ser quando
ocorreu a emissdo de fluorescéncia a partir
das moléculas de brometo de etidio. O
brometo de etidio € um corante fluorescente
especifico que penetra nas células
bacterianas e células somaticas se ligando ao
RNA e DNA das mesmas. Quando excitadas
pelo laser, as células passam a emitir
radiacdo em comprimento de onda de 620
nm, que é coletada pelo sistema Optico do
equipamento (Barrientogt al, 2000). O
sinal fluorescente apds ser coletado pelos
receptores oOpticos, foi filtrado e captado por
um foto-multiplicador. A intensidade e a
amplitude dos pulsos de fluorescéncia foram
registradas e usadas como parametros para
0s resultados. Os pulsos captados foram
traduzidos em contagem individual de
bactérias e, finalmente, em UFC/mL ap0s
transformacao estatistica automatica baseada
em uma curva de calibragdo previamente
elaborada. @] equipamento foi
automaticamente limpo ap6s cada analise,
por retro-lavagem, com solugdo tampéo
(RBS) (Bentley ..., 2002; Broutin, 2004;
Fonseca, 2005).

3.2.2.3. Composicao centesimal

A andlise composicional e a contagem de
células somaticas foram realizadas no
equipamento Bentley Combi System 2300
composto por uma unidade do equipamento
Bentley 2000 trabalhando conjuntamente
com uma unidade do equipamento
Somacount 300, com capacidade de até 300
amostras por hora.

O equipamento Bentley 2000 realiza analise
por meio da mensuracdo da absorcdo de
energia, utilizando quatro comprimentos de
onda selecionados por quatro filtros, os
guais passam por um feixe de rdaser

remanescentes para melhorar a detec(;é_o dedurante cada ciclo de andlise. Trés destes

bactérias individuais e reduzir a

fluorescéncia de fundo. Ap6s o periodo de
incubacdo, uma porcdo da mistura foi
transferida para o citbmetro de fluxo onde as

comprimentos de onda sdo especificos para
alguns macrocomponentes (A8 para
gordura, 6,4pm para proteina e 9,pB
lactose) e o0 quarto trata-se de um
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comprimento de referéncia (Bentley..., 1998; 3.2.3. Andlise estatistica
International..., 2000).

Utilizou-se o delineamento estatistico de
A amostra de leite, aquecida a 40°C, € parcelas subdivididas, em que cada amostra
agitada, aspirada e finalmente assumiu o papel de um bloco e os
homogeneizada, a fim de reduzir o didmetro tratamentos foram dispostos em arranjo
dos globulos de gordura, e recebe irradiacédo fatorial 3 X 3 X 5, sendo trés temperaturas
pelo feixe de luz infravermelha em uma de incubacdo nas parcelas e o fatorial 3 X 5
cubeta. A diferenca de energia absorvida (trés conservantes X cinco tempos de
entre a amostra a ser analisada e a amostraanalise) nas subparcelas (Sampaio, 2002).
de referéncia € captada por um detector de Os resultados obtidos foram submetidos a
infravermelno e é quantificada e andlise de varidncia e as médias foram
transformada automaticamente em teores de comparadas utilizando-se o teste de Duncan.
componentes, tendo como referéncia a curva Os resultados originais obtidos de CCS
de calibracdo (Bentley..., 1998; Fonseca, (contagem de células somaticas) e de UFC

2005).

As calibracbes do equipamento Bentley
Combi System 2300 foram realizadas
mensalmente no laboratério LabUFMG com
checagem quinzenal, usando amostras
padrao elaboradas no Canada.

3.2.2.4.
somaticas

Contagem de células

A contagem de células somaticas foi
realizada no equipamento Bentley Combi
System 2300, que tem como principio
bésico a citometria de fluxo. Uma aliquota

(unidades formadoras de coldnias/mL) por
equipamento eletrdnico ou por contagem em
placas foram transformados para logaritmo
na base 10 (Lag.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise das médias do logaritmo de
UFC, em relagdo ao efeito do conservante,
verificou-se que ndo houve diferenca
significativa entre as amostras que foram
adicionadas de azidiol liquido e azidiol

comprimido (Tabela 3.1). Este resultado
indica que o azidiol na forma liquida,

conservante  atualmente  usado  nos

da amostra, pré aquecida a 40°C, é sugadalaboratérios da RBQL, pode ser substituido
para dentro do equipamento e levada a uma pela forma de comprimido, sem que haja

seringa contendo o corante tampdo. O
instrumento requer o uso do corante
fluorescente brometo de etidio (pastilhas de
Glocount™ - Bentley..., 1997), para corar o
DNA das células. Em seguida 50uL da
amostra sdo conduzidos por um fluido
carreador para o citbmetro de fluxo, onde
recebem incidéncia de railaser A luz

emitida passa por uma série de filtros
Opticos e lentes focalizadas em
comprimentos de onda apropriados e é
captada como pulso elétrico. Este pulso é
ampliado, filtrado e convertido em contagem
de células somaticas (Bentley...., 1997).
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qualquer prejuizo nos resultados das
andlises. Esta substituicdo proporcionara
maior facilidade aos responsaveis pela coleta
das amostras de leite, que sdo geralmente os
préprios carreteiros. Além disso, espera-se
que ocorra um menor namero de nao
conformidades ocorridas em amostras de
leite que s&o recebidas diariamente nos
Laboratérios da RBQL. De acordo com
Fonseca  (2005), dentre as nao
conformidades, relacionadas ao protocolo de
coleta e envio de amostras, ocorridas em
50.434 amostras de leite recebidas no
Laboratério de Analise da Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG,
durante o periodo de dezembro de 2003 a



janeiro de 2005, 173 estavam relacionadas temperatura de refrigeracdo. Pode ser
com erros na adicdo do conservante, em observado que ndo houve diferenca
amostras destinadas a contagem bacteriana.estatistica significativa entre as duas formas
Dentre estas, 100 amostras ndo foram de conservante. Os comprimidos de azidiol
adicionadas de conservante, 52 continham foram elaborados de acordo com um
conservante em excesso, cinco continham criterioso protocolo de producéo da industria
azidiol e bronopol e 16 estavam com pouco farmacéutica, 0 que garante que as
conservante. A adicdo errbnea de concentracbes de azida sOdica e
conservantes, principalmente o azidiol, pode cloranfenicol que constam nos comprimidos,
resultar em alteragdo dos resultados na sejam as mesmas contidas no conservante
contagem bacteriana (Fonseca, 2005). liquido. Esta equivaléncia de principio ativo
e a boa solubilidade da formulagéo testada
Na Figura 3.1 estdo mostradas as médias dasresultaram em igualdade entre o0s
contagens bacterianas por citometria de tratamentos com as diferentes formas de
fluxo nas amostras adicionadas de azidiol azidiol, liquido e comprimido.
liqguido e azidiol comprimido durante
armazenamento por até 10 dias em

Tabela 3.1. Média e desvio-padrao dos resultadosodeagem bacteriana, por citometria de
fluxo, de amostras de leite cru refrigerado em &iongo conservante adicionado.

Conservante Médias das contagens por citometria de Desvio-padrao
fluxo (log UFC/mL) (DP)
Azidiol comprimido 5,76 0,99
Azidiol liquido 5,68 1,01

A Médias seguidas pela mesma letra na coluna né@udifentre si, pelo teste de Duncan (p > 0,05)

] O Azididl Liquido
H Azidiol Comprimido

Log de UFC/mL
(6]
(6]
|
|

1 3 5 7 10

I Média + Desvio padrdo
Tempo (dias)

Figura 3.1. Médias das contagens bacterianas fmonefria de fluxo em amostras de leite cru refeder
adicionadas de azidiol liquido e azidiol comprimitloante armazenamento por 10 dias em temperatura
de refrigeracéo.
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Em relacdo a influéncia do azidiol em sua de cabra conservadas com azidiol, quando
forma liqguida ou em comprimido na comparadas com amostras adicionadas de
conservacdo de amostras de leite cru bronopol.

destinadas as andlises de composi¢édo

centesimal, observou-se que houve diferenca A partir dos resultados dos teores de EST,
estatisticamente significativa (p < 0,05) para ESD e lactose (Figuras 3.2, 3.3 e 3.4),
0s teores de extrato seco total (EST), extrato observa-se que os valores obtidos quando o
seco desengordurado (ESD) e lactose. No bronopol foi usado como conservante foram
entanto, os dados apresentados pela Tabelaligeiramente superiores aos obtidos quando
3.2, referentes as analises dos teores médioso azidiol liquido foi usado, sugerindo que,
de EST e ESD, em relacdo ao efeito dos assim como ocorre com o azidiol
conservantes, demonstram que ndo ocorreu comprimido, também o comprimido de
diferenga estatistica significativa pelo teste bronopol contribui para a elevacdo dos
de Duncan (p > 0,05) entre o conservante valores citados. Estas observa¢gfes também
bronopol e o azidiol na forma liquida, mas foram relatadas em outros estudos realizados
sim, entre os dois conservantes citados e o com amostras de leite de vaca (lefeal,

azidiol comprimido. Quanto as médias de
lactose, o efeito do conservante azidiol
(forma liquida e em comprimido) foi

diferente em relacdo ao bronopol, sendo
observada reducédo dos valores (Tabela 3.2).
Estes resultados coadunam com os de
Cassoli (2005), que também observou
resultados médios inferiores nas analises de
teor de lactose quando o conservante azidiol
foi usado. Cassoli (2005) relatou ainda que
os teores médios de gordura também
reduziram, o que ndo foi observado neste
experimento (Tabela 3.2). Os teores médios
de proteina também ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significativa entre

os diferentes tratamentos estudados (Tabela necessarias visando esclarecer

3.2).

Sanchezet al (2005) obtiveram menores
médias dos teores de proteina, lactose,

1986) em que amostras adicionadas de
bronopol apresentaram maiores teores de
proteina do que amostras ndo adicionadas de
conservante ou do que amostras conservadas
com dicromato de potéssio (Bertrand, 1996).
Sanchezt al. (2005) em andlises de leite de
cabra, relatam que amostras adicionadas de
bronopol apresentaram maiores médias de
proteina, lactose e solidos totais.

Leite cru adicionado de azidiol comprimido
apresentou maiores concentracbes de EST,
ESD e lactose em funcdo de sua
composi¢cdo. Para ser usado em substituicdo
ao bronopol, novas pesquisas séo
possiveis
efeitos das substancias quimicas contidas no
excipiente do azidiol comprimido na
determinacg&o dos componentes do leite.

gordura e sélidos totais em amostras de leite

Tabela 3.2. Média e desvio padréo de diferenténpatros fisico-quimicos de amostras de leite
cru refrigerado adicionadas de conservantes.

Parametros (g/100 g)

Conservante Gordura Proteina Lactose ESD EST
(Média+ s) (Médiat s) (Médiat s) (Médiat+ s) (Médiat+ s)
Azidiol comprimido 3,67+ 0,14  3,21+0,18° 4,53+0,12 8,74+0,14' 12,38+0,23
Bronopol 3,68+0,13 3,19+0,1% 4,36+0,1F 8,52+0,12% 12,20+0,18
Azidiol liquido 3,67+0,14° 3,20+0,14" 4,33+0,1 8,50+0,16 12,17+0,22

ABMédias na mesma coluna seguidas pela mesma letdifagem entre si, pelo teste de Duncan (p > 0,05)
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Figura 3.2. Médias dos valores de extrato secd {(®&8T) em amostras de leite cru refrigerado
adicionadas de azidiol liquido, azidiol comprimield®oronopol armazenadas sob refrigeragédo durante 10

dias.
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Figura 3.3. Médias dos valores de extrato secondesdurado (ESD) em amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de azidiol liquido, azidiomprimido e bronopol armazenadas sob refrigeracéo
durante 10 dias.
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Figura 3.4. Médias dos valores de lactose em aa®ske leite cru refrigerado adicionadas de azidiol
liquido, azidiol comprimido e bronopol armazenasials refrigeracéo durante 10 dias.

Observou-se reducdo significativa das céls./mL) foi usado em comparacdo com o
contagens de células somaticas (CCS) em bronopol (5,877 log céls./mL) em amostras
amostras adicionadas do conservante azidiol, de leite de cabra, assim como outros autores
em suas duas formas de apresentacdoem amostras de leite de ovelha (Gonztlo
(Tabela 3.3). Estes resultados coadunam al., 2003 e Gonzaleet al., 2004) e em
com os de Martinezet al (2003) que amostras de leite de vaca (Cassoli, 2005).
observaram valores médios de CCS de 5,52 Ardo (1982), sugere que o bronopol
log céls./mL e 5,34 log céls./mL em possibilte uma melhor difusdo do brometo
amostras de leite de ovelha adicionadas de de etidio nas células, propiciando um sinal
bronopol e azidiol, respectivamente. de fluorescéncia mais intenso quando a CCS
Sanchezet al. (2005) também observaram ¢é efetuada pelo principio de citometria de
resultados médios inferiores na CCS, fluxo, em equipamentos eletrénicos.

guando o conservante azidiol (5,803 log

Tabela 3.3. Média e desvio-padrédo dos resultado€@8 (log céls./mL) e da CBT (log
UFC/mL) em amostras de leite cru refrigerado adattas de conservantes.

Conservante Parametros
CCS (log céls./mL) CBT (log UFC/mL)
Bronopol 5,52+ 0,28 5,53+ 0,96
Azidiol comprimido 5,48+ 0,25 5,76+ 0,99"
Azidiol liquido 5,47+ 0,28 5,68+ 1,01

AP Médias seguidas pela mesma letra na mesma colondifeBem entre si, pelo teste de Duncan (p >
0,05).
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Com base nos resultados obtidos, o azidiol Em relacdo ao uso do conservante bronopol
liguido pode ser usado como conservante de em amostras de leite cru refrigerado destinadas
amostras destinadas as analises de contagema contagem bacteriana em equipamento
bacteriana total e composicdo centesimal, eletrénico, verificou-se que o efeito do
exceto na determinacdo do teor de lactose. conservante foi estatisticamente significativo
Entretanto, ainda assim, seria necesséaria a pelo teste de Duncan (p < 0,05), com reducéo
coleta de uma segunda amostra de leite cru, das contagens em comparacdo com amostras
adicionada de bronopol para as andlises de adicionadas de azidiol (Tabela 3.3 e Figura
lactose e CCS, o que nao justificaria a 3.5). Cassoli (2005) obteve resultados
alteracdo nos procedimentos de coleta. semelhantes aos encontrados neste
experimento, e segundo o autor, tal fato pode
N&o houve interacao entre o efeito dos ser explicado pela acdo bactericida do
conservantes e os tempos e as temperaturas debronopol, que provoca danos as células
armazenamento, quando o azidiol foi usado bacterianas, ndo permitindo a sua identificacao
em amostras de leite cru refrigerado destinadas pelo sistema 6ptico do equipamento eletrénico.
as analises de composicdo centesimal e
contagem de células somaticas.

@ Azidiol liquido

W Azidiol comprimido

Log de
UFC/mL
o

4,87 OBronopol
4,61
4,41
4,2
4
1 3 5 7 10
Tempo (dias)

Figura 3.5. Médias das contagens bacterianas foonefria de fluxo em amostras de leite cru refeder
adicionadas de azidiol liquido, azidiol comprimigldronopol, armazenadas sob refrigeracdo durante 10
dias.

Quando o bronopol foi usado em amostras comprimido, apenas em amostras com um dia
destinadas a contagem padrdao em placas, de armazenamento, esta reducdo foi
houve interacdo entre os efeitos de conservante estatisticamente significativa (p < 0,05). Nos

e tempo (Tabela 3.4). Embora as médias demais dias, os efeitos dos trés conservantes
obtidas em amostras conservadas com foram iguais, j& que o azidiol promoveu

bronopol sejam inferiores aquelas obtidas em reducdo nas contagens no decorrer do
amostras conservadas com o azidiol liquido e armazenamento, ocasionando a aproximagao
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das médias dos diferentes conservantes. E bacterianas em placas, havendo, inclusive, um
interessante observar que, embora o bronopol ligeiro aumento da populacdo durante o
seja considerado uma substancia bactericida, armazenamento, porém, ndo estatisticamente
ele ndo promoveu a reducdo das contagens significativo (Figura 3.6).

Tabela 3.4. Média das contagens padréo em plaugsl¢l UFC/mL) em amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de conservante e armazesabtaefrigeracdo.

Conservante Tempo
1 3 5 7 10
Azidiol Liquido 6,01 5,942 5,702 5,662 5,522
Azidiol Comprimido 6,07 5,984 5,844 5,764 5,70
Bronopol 5,54 5,58 5,542 5,63 5,68

A B2 P Médias seguidas pelas mesmas letras maiGsculagieaulas nas linhas e colunas,
respectivamente, nao diferem entre si, pelo test@whcan (p > 0,05).

6,17

6,

5%

5,81 O Azidiol liquido

5,7 B Azidiol comprimido

5.6 O Bronopol

log de UFC/mL

5,51
5,41

5,31

5,21
1 3 5 7 10

Tempo (dias)

Figura 3.6. Médias das contagens padrdo em placam®stras de leite cru refrigerado adicionadas de
azidiol liquido, azidiol comprimido e bronopol armeaadas sob refrigeracdo durante 10 dias.

3.4. CONCLUSOES centesimal e de contagem de células
somaticas ndo € recomendado pelas

O azidiol comprimido pode ser usado, como interferéncias na determinacdo do teor de

conservante de amostras de leite cru, em lactose e na contagem de células somaticas.

substituicdo ao azidiol na forma liquida, sem

que haja qualquer prejuizo nos resultados N@o € indicado o uso do bronopol em

das contagens bacterianas por citometria de amostras destinadas a contagem bacteriana

fluxo. total, por subestimar a populagcédo microbiana

O uso do conservante azidiol em amostras no leite cru.

destinadas as andlises de composicdo
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4. Capitulo 2

EFEITO DA TEMPERATURA E DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO E M
AMOSTRAS SUBMETIDAS AS ANALISES ELETRONICAS DA
QUALIDADE DO LEITE CRU

RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a@ikttade do uso de amostras conservadas por
azidiol e bronopol na contagem bacteriana de teitee nas andlises de composi¢céo e contagem
de células sométicas, respectivamente, a 30°C tgooito dias de armazenamento e sob
refrigeracédo (4, 7 e 10°C) por até 10 dias. Asisesilde composicdo e contagem de células
somaticas foram efetuadas em equipamento eletrdBédley Combi System 230BCe a
avaliacdo da contagem bacteriana total foi readizain equipamento eletronico IBC
BactoCount (Bentley Instruments Incorpordte@haska, Estados Unidos da América) e por
contagem de microrganismos aerobios mesofilos ewapl O delineamento adotado foi em
parcelas subdivididas, tendo sido realizadas asandé variancia e a comparacdo das médias
usando-se o teste de Duncan. Concluiu-se que asoatmazenadas a 30°C podem ser
analisadas, quanto a contagem de células somé&tieaglise de composicao centesimal até o
quinto e quarto dia, respectivamente, apds a coltaostras destinadas as analises de
contagem de células somaticas e composicdo cealesimazenadas sob refrigeracdo, podem
ser analisadas em até dez dias ap0s a coleta dasasmeAmostras destinadas a contagem
bacteriana ndo podem ser armazenadas em temperatoiente, sendo que, em temperatura de
refrigeragdo podem ser mantidas por até dez dias.

Palavras-chave: qualidade de leite, leite cru, &atpra de armazenamento, tempo de
armazenamento, bronopol, azidiol, citometria dedlu

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate théitg of using raw milk samples conserved
with azidiol or bronopol for analysis of, respeeliy, total bacterial count (TBC), the somatic
cell count (SCC) and composition, at room tempeestor until eight days of storage and under
refrigeration (4, 7 and 10°C) for until ten days électronic equipment, Bentley Combi System
2300° was used for the composition and SCC analysestdEakbacterial counting (TBC) was
done using an electronic equipment Bactocount IB@ntley’ and standard plate counting for
mesophilic aerobic microorganisnBhe design was split-splot, and the results weeduated

by Analysis of Variance with analysis of minimagsificant difference by Duncan Te&the
results show that samples stored at 30°C can dgzadafor composition and SCC until the
fourth and fifth day, respectively, after collectioCooled samples can be analyzed for
composition, SCC and TBC until 10 days after ceitet However the samples are not suitable
for TBC if stored at room temperature.

Keywords: milk quality, raw milk, temperature obsage, time of storage, bronopol, azidiol,
flow cytometry.

41



4.1. INTRODUCAO 4.2. MATERIAL E METODOS

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e 4.2.1. Amostras
Abastecimento criou a Rede Brasileira de
Laboratérios de Controle da Qualidade de Seis amostras de leite cru refrigerado

Leite (RBQL) visando monitorar a qualidade (aproximadamente trés litros por amostra)
do leite estabelecida pela Instru¢cdo foram coletadas de silos de indlstrias de
Normativa n°51 (BRASIL, 2002), por meio |aticinios de Minas Gerais no periodo de
da geracdo de dados de composicdo, dezembro de 2004 a junho de 2005. Ap6s a
contagem de células somaticas e contagem coleta, as amostras foram acondicionadas e
bacteriana total nas diferentes regi()es. Estes transportadas em Condig(jes isotérmicas em
laboratérios ~ possuem  equipamentos caixas contendo gelo reciclavel até o
eletronicos que analisam, com rapidez e [aboratério de Microbiologia, onde foram
precisdo, um grande nimero de amostras de sybdivididas e adicionadas de conservantes.

leite por hora. As amostras de leite cru As amostras foram subdivididas, em
refrigerado destinadas as analises de condicdes de esterilidade, em 69

composicdo e contagem de células somaticas sybamostras de 40 mL, e entdo
sao adicionadas do conservante bronopol e gcondicionadas em frascos  plasticos
aquelas destinadas ao equipamento de esterilizados com capacidade de 50 mL.
contagem bacteriana total sdo adicionadas pestas 69 subamostras, 23 foram
do conservante azidiol. A adicdo destes adicionadas de quatro gotas de azidiol
conservantes é efetuada no momento da |jguido (130uL), 23 receberam a adigo de
coleta das amostras, nas propriedades rurais, yma unidade de azidiol comprimido e 23, de
visando possibilitar a manutencdo das ym comprimido de bronopol (2-bromo-2-
caracteristicas fisico-quimicas € nitro-1,3-propanodiol) na concentragdo de
microbiol6gicas do leite cru desde 0 ojto miligramas do ingrediente ativo para
momento da coleta até a analise destas N0Scada 40 mL da amostra.ApGs a adicdo dos
laboratorios ~ credenciados. Durante 0 c¢onservantes, 0s frascos foram
transporte, as amostras sdo conservadas sobhomogeneizados por inversio até completa
refrigeracdo, acondicionadas em caixas dissolugio dos conservantes, foram entdo,
isotérmicas com gelo reciclavel e chegando ncubados nas temperaturas de
aos laboratérios sdo mantidas em geladeira grmazenamento, sendo, 24 subamostras em
até o momento das analises, o que deve estufa a 30°C, 15 sub-amostras a 4°C, outras
ocorrer em no maximo quatro dias. Poucose 15 g 7°C e as dltimas a 10°C. As
sabe a respeito das alteracbes pelas quais asypamostras incubadas a 30°C  foram
amostras  adicionadas de conservantes gnalisadas no dia da coleta e nos sete dias
passam no decorrer do intervalo entre a gypsequentes, enquanto aquelas incubadas
coleta e a analise, havendo dividas sobre 0 goh refrigeragéo foram analisadas apés um,
tempo e a temperatura maximos a queé as trgs, cinco, sete e 10 dias de armazenamento.
amostras podem ser submetidas sem Qque Apgs a incubagdo nas quatro temperaturas

ocorra comprometimento dos resultados. pos diferentes tempos, efetuaram-se as
Sendo assim, com o objetivo de avaliar 0 zp3jises.

efeito do armazenamento em temperatura

ambiente e sob refrigeracdo de amostras de os analises de composicio, contagem de
leite cru, adicionadas de bronopol e azidiol, cglylas somaticas, contagem bacteriana total
nas analises de composicdo, contagem dee contagem padrio em placas de
células somaticas e contagem bacteriana microrganismos aerdbios meséfilos foram
total, foi realizado este trabalho. realizadas nos laboratérios do Departamento
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de Tecnologia e Inspecdo da Escola de 4.2.2.2. Contagem bacteriana total
Veterinaria da Universidade Federal de

Minas Gerais. As analises eletrOnicas do A contagem bacteriana total foi efetuada em
leite (composicdo, contagem de celulas equipamento eletrénico IBC BactoCount
somaticas e contagem bacteriana total) |BC da Bentley Instruments Incorporated
foram realizadas no Laboratorio de Analise Chaska, Estados Unidos da Ameérica

da Qualidade do Leite (LabUFMG) e a (Bentley..., 2002) , que tem por principio a
contagem bacteriana padrdo em placas, no citometria de fluxo Na analise em
Laboratério de Microbiologia de Alimentos.  equipamento eletrénico, a amostra de leite
contendo conservante foi aspirada para a
4.2.2. Analises realizadas cavidade do carrossel circular em rotacéo,
onde foi aquecida a 50°C. Durante este
Nas amostras contendo bronopol foram periodo o material de andlise entrou em
efetuadas as andlises de composicdo e contato com uma solucdo de incubacéo
contagem de celulas somaticas em constituida por enzimas proteoliticas e
equipamento eletrénico Bentley Combi brometo de etidio, usado como marcador
System 2300 (Bentley..., 1997; Bentley...,  fluorescente de DNA (Bentley..., 2002). Esta
1998), calibrado com amostras padrédo de solucdo teve como objetivo lisar células
origem canadense. Em relagdo as amostrassomaticas, solubilizar glébulos de gordura e
contendo azidiol, inicialmente foi realizada a proteinas, permeabilizar bactérias e corar o
contagem de microrganismos aerobios DNA. Durante a incubacdo a mistura foi
mesofilos em placas (Brasil, 2003), no sonicadapor meio de duas sondas ultra-
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos.  sonicas para auxiliar a quebra de particulas
Em seguida, os frascos contendo as amostrasinterferentes, romper coldnias bacterianas
foram imediatamente encaminhados ao remanescentes para melhorar a deteccdo de
LabUFMG onde se procedeu a avaliagdo da bactérias  individuais e reduzir a
contagem bacteriana total em equipamento fluorescéncia de fundo.
eletrdnico IBC BactoCount IBC da Bentfey

(Bentley..., 2002). Apbs o periodo de incubacdo, uma porgdo da
mistura foi transferida para o citdmetro de
4.2.2.1. Contagem padrdo em placas fluxo onde as bactérias foram alinhadas dentro

de um tubo capilar e expostas a um tager

preparadas diluicdes sucessivas empregandoPartir das moléculas de brometo de etidio. O
como diluente a 4gua peptonada tamponada sinal fluorescente foi coletado pelos receptores
a 0,1%. Foi transferido, a partir de trés OPtcos, filtrado e captado por um foto-
diluicdes selecionadas, 1 mL do diluido para multiplicador. A mtensujade €a ampl_ltude dos

lacas de Petri. em d’u licata. Em sequida pulsos de fluorescéncia foram registradas e
1E)oi vertido nas ,placas psobre.o inécu?o o’ usadas como parametros para os resultados. Os

. . T ’ ulsos captados foram traduzidos em

meio de cultura agar padréo para contagem P P

, L g contagem individual de bactérias e,
(DIFCO). Apos a realizacdo de movimentos  gnaimente, em UFC/mL apés transformagéo

circulares nas  placas  (visando @ egaristica automética baseada em uma curva
incorporacéo do in6culo ao meio de cultura) ge calibragio previamente elaborada. O

e a solidificacédo do agar, as placas foram equipamento foi automaticamente limpo apés
incubadas invertidas em estufa a 36 = 1°C ¢ada andlise, por retro-lavagem, com solucéo

por 48 + 3 horas. Apls a incubacdo, foi tampado (RBS) (Bentley..., 2002; Broutin,
efetuada a contagem das unidades 2004; Fonseca, 2005).

formadoras de colénias (UFC) (Brasil,

2003).
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4.2.2.3. Composicao centesimal System 2300, que tem como principio
bésico a citometria de fluxo. Uma aliquota
A analise composicional e a contagem de da amostra, pré aquecida a 40°C, € sugada
células somaticas foram realizadas no para dentro do equipamento e levada a uma
equipamento Bentley Combi System 2300 seringa contendo o corante tamp&o. O
composto por uma unidade do equipamento instrumento requer o uso do corante
Bentley 2000 trabalhando conjuntamente fluorescente brometo de etidio (pastilhas de
com uma unidade do equipamento Glocount" - Bentley..., 1997), para corar o
Somacount 300, com capacidade de até 300 DNA das células. Em seguida, 50uL da
amostras por hora. amostra sdo conduzidos por um fluido
carreador para o citbmetro de fluxo, onde
O equipamento Bentley 2000 realiza andlise recebem incidéncia de raiaser. A luz
por meio da mensuracdo da absorcdo de emitida passa por uma série de filtros
energia, utilizando quatro comprimentos de Opticos e lentes focalizadas em
onda selecionados por quatro filtros, os comprimentos de onda apropriados e €
quais passam por um feixe de rdaser captada como pulso elétrico. Este pulso é
durante cada ciclo de andlise. Trés destes ampliado, filtrado e convertido em contagem
comprimentos de onda s&o especificos para de células somaticas (Bentley...., 1997).
alguns macro componentes (@B para
gordura, 6,46m para proteina e 9,pf 4.2.3. Analise estatistica
lactose) e o0 quarto trata-se de um
comprimento de referéncia (Bentley..., 1998; Na analise estatistica dos resultados
International..., 2000). encontrados nas amostras armazenadas a
30°C utilizou-se o delineamento em blocos
A amostra de leite, aquecida a 40°C, é casualizados, em que cada amostra assumiu
agitada, aspirada e finalmente o papel de um bloco, sendo os tratamentos
homogeneizada, a fim de reduzir o didametro os tempos de incubacdo. Foram realizadas a
dos glébulos de gordura, e recebe irradiacdo andlise de varidncia e a comparagdo das
pelo feixe de luz infravermelha em uma médias usando-se o teste de Duncan de
cubeta. A diferenca de energia absorvida acordo com Sampaio (2002). Os resultados
entre a amostra a ser analisada e a amostraoriginais de CCS (contagem de células
de referéncia é captada por um detector de sométicas) e UFC (unidades formadoras de
infravermelno e é quantificada e colbnias) obtidas por equipamento
transformada automaticamente em teores de eletrénico ou por contagem em placas foram
componentes, tendo como referéncia a curva transformados para logaritmo na base 10
de calibracdo (Bentley..., 1998; Fonseca, (L0Q0).
2005).
Para a andlise dos resultados das amostras
As calibracbes do equipamento Bentley incubadas sob refrigeragdo utilizou-se o
Combi System 2300 foram realizadas  delineamento em parcelas subdivididas,
mensalmente no laboratério LabUFMG com testando o fatorial 3 X 5 (trés temperaturas
checagem quinzenal, usando amostras nas parcelas e cinco tempos nas

padrdo elaboradas no Canada. subparcelas), com seis repeticbes. Foram
realizadas a andlise de variancia e a

4.2.2.4. Contagem de células comparacdo das médias usando-se o teste de

somaticas Duncan de acordo com Sampaio (2002). Os

resultados originais de CCS (contagem de

A contagem de células somaticas foi Celulas somaticas) e UFC (unidades
realizada no equipamento Bentley Combi formadoras de colonias) obtidas por

44



equipamento eletrénico ou por contagem em estado de salude da glandula maméria do
placas foram transformados para logaritmo rebanho (Souzat al, 2005).
na base 10 (Lag.
Souzaet al (2005) encontraram resultados
semelhantes quando as amostras de leite cru
4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO refrigerado, destinadas a contagem de
células somaticas, foram armazenadas em
As médias, desvio-padrdo e os valores temperaturas de 27, 32 e 36°C, por periodos
minimos e maximos dos resultados obtidos de um, trés, cinco e sete dias. Em
nas analises de composi¢do centesimal e temperaturas de 27 e 32°C os resultados nao
contagem de células somaticas, efetuadas apresentaram diferenca estatisticamente
em equipamentos eletrénicos, de amostras significativa por até trés dias de
de leite cru refrigerado, armazenadas a 30°C armazenamento, enquanto que a 36°C houve
por oito dias, podem ser vistas na Tabela diferenca nos resultados obtidos apds o
4.1. Nao houve diferenca significativa entre primeiro dia. De acordo com Cassoli (2005),
as meédias dos teores de extrato seco amostras armazenadas a 24°C podem ser
desengordurado, proteina e gordura durante analisadas, quanto & composicao centesimal,
0 periodo de armazenamento (Figuras 4.1, até o quinto dia ap0s a coleta da amostra.
4.2 e 4.3). As médias dos demais parametros
analisados apresentaram diferencas nos Gonzaloet al (2003) ao efetuar a contagem
resultados no decorrer do armazenamento de células somaticas em amostras de leite de
(Tabela 4.2). Os teores de extrato seco total ovelha concluiu que amostras mantidas sob
se reduziram, progressivamente, durante refrigeracdo apresentaram médias mais
todo o periodo, mas nos quatro primeiros elevadas do que aquelas mantidas em
dias nao apresentaram diferenca temperatura ambiente. Os autores sugerem
estatisticamente significativa. Quanto as que esta diferenca se deva ao fato da
concentracdes de lactose e as contagens derefrigeracdo conservar a integridade da
células somaticas, esta reducdo também célula somatica.
pode ser observada, sendo que apenas apoés
cinco dias de armazenamento, os resultados A Federacdo Internacional de Laticinios
foram considerados diferentes. (International..., 1995) estabelece que para a
determinacdo da contagem de células
Estes resultados s&do preocupantes, visto quesomaticas e a composicdo centesimal, as
parte das amostras analisadas no Brasil ndo éamostras de leite com conservante, devem
armazenada nas temperaturas recomendadasser mantidas entre dois e 6°C, por até trés
sendo enviadas aos laboratérios em dias. No entanto, dados de laboratérios que
temperatura ambiente (Souea al, 2005). realizam andlises para a determinagdo da
De acordo com Britet al (2003), apenas  qualidade do leite no Brasil, mostram que,
60% do total das amostras de leite uma alta porcentagem de amostras é enviada
proveniente dos Estados de Minas Gerais, ao laboratério em temperatura ambiente e
Espirito Santo e Rio de Janeiro chegam aos analisada apdés cinco dias de coleta (Beito
laboratdrios em até cinco dias ap0s a coleta. al, 2003; Ribaset al, 2003). Isso indica a
Nessa situagcdo, valores subestimados da necessidade de adequar os procedimentos de
contagem de células sométicas em amostrascoleta, envio de amostras e realizacao de
de leite do rebanho podem causar prejuizos a anélises a condi¢des que ndo propiciem
indastria, caso se adote o critério de distorcdes nos resultados ocasionando
pagamento pela qualidade com base na CCS.possiveis prejuizos ao setor produtivo
Além disso, causam também prejuizos ao laticinista e aos produtores de leite.
produtor, que tem um falso indicador do

45



Tabela 4.1. Média, desvio-padrédo e valores mininmég&imo dos resultados de composicao
centesimal e contagem de células sométicas em @s @ leite cru refrigerado armazenadas a

30 °C durante oito dias.

Variaveis analisadas

Média + DP Minimo

Maximo

Extrato Seco Total (g/100g)

Extrato seco desengordurado (g/100g)
Lactose (g/100g)

Proteina (g/100g)

Gordura (g/100g)

12,06 + 0,23 11,48

8,51+0,18 91 7,
4,27 +0,18 3,80
3,26 £0,16 2,85
3,55+0,24 2,62

Contagem de células sométicas (log céls./mL)5,34 + 0,32 4,46

82,4
8,86
4,46
3,64
3,93
5,85

ESD (g/1009)

8,67
8,51
8,4
8,31
8,21
8,11

7,91
7,81
7,74

7,6-

4 5 6 7
Tempo (dias)

Figura 4.1. Médias dos valores de extrato secondesdurado (ESD) em amostras de leite cru

refrigerado adicionadas de bronopol e armazenad@@<@ durante oito dias.
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Proteina (g/100g)

1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)

Figura 4.2. Médias dos valores de proteina em aa®de leite cru refrigerado adicionadas de
bronopol e armazenadas a 30 °C durante oito dias.

Gordura (g/100g)

1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)

Figura 4.3. Médias dos valores de gordura em aa®ste leite cru refrigerado adicionadas de
bronopol e armazenadas a 30 °C durante oito dias.
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Tabela 4.2. Médias dos valores de EST, lactose & &8 amostras de leite cru refrigerado
armazenadas a 30°C durante oito dias.

Tempo (dias) Média de EST Média de lactose Média CCS

(g/1009) (g/1009) (log céls./mL)

1 12,20% 4,35% 5,53%

2 12,16"B 4,35 5,448

3 12,1208B¢ 4,35 5,40"B¢

4 12,06"B¢P 4,35 5,38AB¢

5 12,018¢P 4,268 5,33/B¢D

6 11,98°P 4,208 5,298¢0D

7 11,93° 4,13 5,15°

8 12,018¢P 4,178 5,20¢P

A8 CDMédias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpelo teste de Duncan (p>0,05).

Quando as amostras, destinadas a analise desobre os resultados médios obtidos em todos
composicdo centesimal e contagem de os pardmetros avaliados, indicando que
células sométicas, foram conservadas sob amostras, adicionadas de  bronopoal,
refrigeracéo por periodos de um, trés, cinco, armazenadas sob refrigeracdo podem ser
sete e dez dias, ndo foi observado efeito analisadas em até dez dias apos a coleta das
significativo do tempo de armazenamento mesmas (Figuras 4.4, 4.5, 4.6, 4.7, 4.8, 4.9).

12,5
1244 T TIT 1+ 7 - TIT
12,3

12,24 [ | B | |

12,1 04 graus Celsius

1 1 B 7 graus Celsius

127 1 - > B 010 graus Celsius
11,9

11,8
11,7
11,6

1

EST (g/100g)

1 3 5 7 10

Tempo (dias) I Média + Desvio padrdo

Figura 4.4. Médias dos valores de EST em amoskaleite cru refrigerado adicionadas de
bronopol e armazenadas sob refrigeracdo durantdiaez
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8,7 1
8,61 [
g
S 85 | | B O 4 graus Celsius
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8,31
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8,1
1 3 5 7 10 | 7
. Média + Desvio padréo
Tempo (dias) 1

Figura 4.5. Médias dos valores de ESD em amosgadeitd cru refrigerado adicionadas de
bronopol e armazenadas sob refrigeracdo durantdiakez
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Estes resultados coadunam com os de ovelha preservadas com bronopol e
encontrados por Cassoli (2005) que refrigeradas, os valores de CCS cairam 2,8%
armazenou amostras adicionadas de apoés nove dias de estocagem (Gongahil.,
bronopol a 7°C por até sete dias, e efetuou 2003). Pauleet al. (2004) relataram que a
andlises de composicdo centesimal e contagem de células sométicas recebeu
contagem de células sométicas, obtendo grande influéncia do efeito do tempo de
resultados estatisticamente semelhantes armazenamento da amostra, havendo
durante todo o periodo de armazenamento. redugdo dos valores do primeiro ao quarto
Souzaet al. (2005) também relatam que, dia de armazenamento de 11%. Sandtez
amostras armazenadas sob refrigeracdo al. (2005) armazenaram amostras de leite de
podem ser destinadas a andlise de contagemcabra, adicionadas de bronopol, sob
de células sométicas em até sete dias apés arefrigeracdo e observaram decréscimo nas
coleta. Sancheet al. (2005) armazenaram  médias geométricas da CCS apos 10, 25 e 42
amostras de leite de cabra, adicionadas de dias de armazenamento de cinco, 6,9 e 15%,
bronopol, sob refrigeracédo durante 42 dias e respectivamente.
ndo observaram diferencas nos teores de
proteina e sélidos totais durante todo o No presente estudo os resultados médios de
periodo de estocagem. amostras de leite cru, adicionadas de
bronopol e mantidas sob refrigeracéo
Outros autores, no entanto, obtiveram durante 10 dias, demonstraram tendéncia de
resultados contrarios, como Vermugtt al. reducdo dos valores médios entre o primeiro
(1995), que armazenaram amostras de leite (363.078 céls./mL) e décimo dia de
de vaca, adicionadas de bronopol por longos estocagem (309.029 céls./mL) de
periodos e relataram decréscimo das médias aproximadamente 15%. Este decréscimo,
em 10% apos seis semanas e de 16% em dezembora ndo tenha sido significativo, pode
semanas apoés a coleta. Em amostras de leiteacarretar efeitos econbmicos para as

51



indastrias que efetuam o pagamento pela As médias, desvio-padrdo e os valores
gualidade do leite baseado na CCS. minimos e maximos dos resultados obtidos
nas analises de composi¢cdo centesimal e
No caso da contagem de células somaticas o contagem de células soméaticas, efetuadas
efeito da temperatura foi significativo, como em equipamentos eletrénicos, de amostras
pode ser observado na Tabela 4.3, indicando armazenadas sob refrigeracdo por até 10
gue a temperatura de conservagdo das dias, podem ser vistas na Tabela 4.4.
amostras ndo deve ultrapassar 7°C, o que
resultaria em reducédo das contagens.

Tabela 4.3. Média e desvio-padréo dos resultadd3Qfa em amostras de leite cru refrigerado
armazenadas sob refrigeracéo.

Temperatura (°C) Média (log céls./mL) Desvio-padrao (DP)
4 5,56" 0,23
7 5,5148 0,25
10 5,498 0,27

A B Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem sinpelo teste de Duncan (p > 0,05)

Tabela 4.4. Média, desvio-padrédo e valores mininmé&imo dos resultados de composicao
centesimal e CCS em amostras de leite cru refdgesmmazenadas sob refrigeracdo por 10
dias.

Varidveis analisadas Média + DP Minimo Maximo
Extrato Seco Total (g/100g) 12,20 + 0,18 11,84 12,5
Extrato seco desengordurado (g/100g) 8,52+0,12 23 8, 8,72
Lactose (g/100g) 4,36 + 0,10 4,2 4,6
Proteina (g/100g) 3,19+£0,12 2,9 3,41
Gordura (g/100g) 3,68 +£0,13 3,4 3,87
Contagem de células somaticas (log céls./mL) 5,62% 4,72 5,87

As médias, desvio-padrdo e os valores qualidade microbiolégica inicial das
minimos e maximos dos resultados obtidos mesmas. Apenas duas amostras, dentre as
nas contagens bacterianas por citometria de seis coletadas, ndo coagularam durante todo
fluxo e em placas, de amostras armazenadaso periodo de incubacgdo. Estas duas amostras
a 30°C por oito dias, podem ser vistas na apresentaram baixas contagens iniciais de
Tabela 4.5. A conservacdo de amostras, microrganismos aerébios mesdfilos, 8,0 x
adicionadas de azidiol liquido e azidiol 10" e 1,2 x 1OUFC/mL, enquanto as demais
comprimido, destinadas & contagem tiveram contagens que variaram de 2,0 % 10
bacteriana por citometria de fluxo e a 95 x 16 UFC/mL. Estes resultados
contagem padréo em placas, em temperaturaindicam que embora o azidiol tenha acédo
de 30°C, resultou em coagulacdo de 29,17% bacteriostatica, a concentragdo recomendada
(14) e 35,42% (17), respectivamente, das 48 para adicAo em amostras de leite (4,79 mg
subamostras, no decorrer do periodo de oito de azida sddica e 0,2 mg de cloranfenicol/40
dias. As amostras coaguladas ndo foram mL) ndo é suficiente para estacionar a
analisadas. A ocorréncia de coagulacdo nas multiplicacdo  microbiana quando a
amostras pode ser associada com a populacdo inicial € muito elevada.
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Tabela 4.5. Média, desvio-padrdo e valores mininmagimo das contagens bacterianas, por
citometria de fluxo e em placas, em amostras tie deu refrigerado armazenadas a 30°C.

Variaveis analisadas Conservante Média + DP  Minimo Maximo

Contagem bacteriana por citometriade , . .. . . .
fluxo (log UFC/mL) Azidiol Liquido 5,74 £ 0,94 3,70 6,81

Contagem bacteriana por citometria de  Azidiol

fluxo (log UFC/mL) Comprimido 6,14+0,82 3,90 6.78
Contagem bacteriana em placas (log ,_. . ., . .
UFC/mL) Azidiol Liquido 6,93 + 1,36 3,81 8,90
Contagem bacteriana em placas (log Azidiol
UFC/mL) Comprimido 7,30+1,19 479 8,89

Recomenda-se que amostras conservadas comobtiveram  resultados  semelhantes ao
azidiol sejam analisadas em até quatro dias armazenarem amostras de leite cru refrigerado
apos a coleta, se mantidas sob refrigeracdo a a 3,8 e 10°C durante sete dias, concluindo que
4°C (Gonzaleet al, 2003). O armazenamento estas condi¢cdes de armazenamento ndo afetam
de amostras em temperatura ambiente ndo € os resultados da contagem bacteriana.
indicado, nem mesmo quando adicionado de
conservantes. No entanto, o interesse em se Embora alguns trabalhos descritos na literatura
conhecer a influéncia desta pratica se justifica (Marshall, 1992; Cassoli, 2005; Souza, 2005;
por possiveis problemas que possam ocorrer Souza, 2006) destaquem a importancia da
durante o transporte das amostras até os realizacédo das analises em periodo maximo de
laboratérios da RBQL, prejudicando a sete dias, observou-se no presente estudo que
temperatura de armazenamento das mesmas. as amostras de leite conservadas com o azidiol
apresentaram contagens bacterianas similares
De acordo com os resultados encontrados, o (p > 0,05) por até 10 dias de estocagem. Este
armazenamento de amostras destinadas asachado € importante, pois situacdes
analises microbiol6gicas em temperatura €xcepcionais, em que ndo € possivel analisar
ambiente, mesmo adicionadas do as amostras em até sete dias, geram
conservante azidiol, ndo pode ser dificuldades na logistica tanto para as

recomendada em fungdo da alta incidéncia industrias de laticinios como para o0s
de amostras coaguladas laboratorios. No caso das industrias, o fato

dessas amostras ndo serem analisadas no
s periodo, faz com que recoletas sejam
necessarias, gerando custos e dificuldades
operacionais, 0 que pode atrasar inclusive a
emissdao de folha de pagamento dos
fornecedores de leite. Destaca-se ainda que,
como algumas industrias no Brasil realizam o
pagamento do leite por qualidade, o atraso ou
a nao realizacdo de tais andlises do leite pode
gerar transtornos para as industrias, podendo
até comprometer a imagem da inddstria
perante o produtor. Para os laboratorios,
excepcionalmente, no caso de falhas nos

As médias, desvio-padrdo e os valore
minimos e maximos dos resultados obtidos nas
contagens bacterianas por citometria de fluxo e
em placas, de amostras armazenadas sob
refrigeracdo por até 10 dias, podem ser vistas
na Tabela 4.6. Nao houve diferenca

significativa em amostras adicionadas de
azidiol, tanto na forma liquida como em

comprimido, durante todo o periodo de

armazenamento (Figuras 4.10 e 4.11). Estes
resultados coadunam com os obtidos por

Cassoli (2005), que determinou que amostras ; . )
adicionadas de azidiol liquido, conservadas €duiPamentos eletronicos, podem-se analisar

por até sete dias a 7°C, podem ser usadas na@S @mostras por um periodo um pouco maior,

contagem bacteriana total (CBT) sem que seml gomprometer a confiabilidade  dos
ocorram  diferengas  significativas nos  'esultados.
resultados encontrados. Soueh al. (2006)
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Tabela 4.6. Média, desvio-padréo e valores mininmagimo das contagens bacterianas, por
citometria de fluxo e em placas, em amostras de leiu refrigerado armazenadas sob

refrigeracgéo.

Variaveis analisadas Conservante  Média + DP

Minimo Maéaximo

Contagem bacteriana por citometria de fluxcAzidiol Liquido

(log UFC/mL) 568+101 3,48 6,76
Contagem bacteriana por citometria de fluxo  Azidiol
(log UFC/mL) Comprimido ~ >76%0.99 3,60 680
Contagem bacteriana em placas (log UFC/mlAzidiol Liquido 5,77 +1,34 2,79 7,62
Contagem bacteriana em placas (log UFC/mL) Azidiol 5.87 +1.41 208 8.40
Comprimido
7,5
741 - + +
_, 6,5
£
Y 61 [ 4 graus Celsius
- I N LT L[ — B 7 graus Celsius
[} —] — =
S 52 010 graus Celsius
8
5 i
4,5 L 1 T |
4
1 3 5 7 10
Tempo (dias) I Média + Desvio padréo

Figura 4.10. Médias das contagens bacterianasitpanetria de fluxo, em amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de azidiol liquido e armades sob refrigeracao durante 10 dias.
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Figura 4.11. Médias das contagens bacterianas,cipumetria de fluxo, em amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de azidiol comprimido eaemadas sob refrigeracéo durante 10 dias.

Quando a contagem bacteriana foi efetuada
pela metodologia convencional em placas, o
efeito do tempo de armazenamento foi
significativo, tanto para as amostras
conservadas com azidiol liquido como para
as conservadas com azidiol comprimido
(Tabela 4.7). Nos dois casos ocorreu

microrganismos Vviaveis, mas que nao se
desenvolvem nos meios de cultura
utilizados, por apresentarem alguma injuria
celular (Danseret al, 1991; White, 1993).

A injaria em questdo € decorrente da acao
do préprio conservante usado, o azidiol, que
em sua composicado contém a azida sédica,

reducédo das contagens no decorrer do tempo conhecida como um inibidor do processo de
de armazenamento das amostras. Estarespiracdo aerdbica, por interferir na cadeia
reducdo pode ser decorrente de uma dasde transporte de elétrons no interior da
caracteristicas das técnicas de cultura mitocondria.

microbiana, que é a falha na deteccdo de

Tabela 4.7. Médias dos resultados de contagem @aréplacas em amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de azidiol liquido e azidmmprimido armazenadas sob refrigeracédo
durante 10 dias.

Tempo (dias) Média da contagem padrdo em placas

(log UFC/mL)

Azidiol liquido Azidiol comprimido
1 6,01* 6,07
3 5,94" 5,08"B
5 5,708 5,848¢
7 5,66° 5,768 ¢
10 5,52 5,70

A B¢ Médias seguidas pela mesma letra nas colunasifiedend entre si, pelo teste de Duncan (p>0,05).
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4.4. CONCLUSOES O armazenamento em temperatura ambiente,
de amostras destinadas as analises

Amostras armazenadas a 30°C podem ser microbiologicas, mesmo adicionadas do

analisadas, quanto a contagem de células conservante azidiol, ndo pode ser

somaticas até o quinto dia ap6s a coleta. No recomendada.

caso da analise de composi¢cdo centesimal

este periodo é de apenas quatro dias. Amostras  adicionadas  de  azidiol,
conservadas em temperaturas de 4 a 10°C,

Amostras destinadas as andlises de podem ser usadas na contagem bacteriana

contagem de células somaticas e composigéo por citometria de fluxo, sem que ocorram

centesimal, adicionadas de bronopol, diferencas significativas nos resultados

armazenadas em temperaturas de 4 a 10°Cencontrados, por até 10 dias de

podem ser analisadas em até dez dias ap6s sarmazenamento.

coleta das mesmas.
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5. CONCLUSOES GERAIS O armazenamento em temperatura ambiente,
de amostras destinadas as analises
O azidiol comprimido pode ser usado, como microbiologicas, mesmo adicionadas do
conservante de amostras de leite cru, em conservante azidiol, ndo é recomendado.
substituicdo ao azidiol na forma liquida, sem Amostras  adicionadas  de  azidiol,
que haja qualquer prejuizo nos resultados conservadas em temperaturas de 4 a 10°C,
das andlises. podem ser usadas na contagem bacteriana
por citometria de fluxo, sem que ocorram
Em relacdo a temperatura de armazenamentodiferencas significativas nos resultados
de amostras de leite cru refrigerado, encontrados, por até 10 dias de
concluiu-se que amostras armazenadas aarmazenamento.
30°C podem ser analisadas, quanto a
contagem de células somaticas até o quinto O uso do conservante azidiol em amostras
dia ap6s a coleta. No caso da andlise de destinadas as analises de composicéo
composicdo centesimal este periodo é de centesimal e contagem de células somaticas
apenas quatro dias. Quando as amostras,ndo € recomendado, por ter apresentado
destinadas as andlises de contagem deresultados estatisticamente diferentes nos
células somaticas e composicdo centesimal, teores de lactose pesquisados, assim como
sdo mantidas sob refrigeracdo e adicionadasna contagem de células somaticas. O uso do
de bronopol, 0 armazenamento pode ser feito bronopol em amostras destinadas a
por até dez dias apds a coleta das mesmascontagem bacteriana total ndo € indicado
sem que ocorra comprometimento dos por subestimar a populagdo microbiana no
resultados. leite cru.
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