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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo comparaorsearvante bacteriostatico azidiol nas
formas liquido e comprimido, esterilizado ou ndo paliagdo gama ou 6xido de etileno, para
conservagao de leite cru e posterior analise degem microbiana eletrénica por citometria de
fluxo. As contagens foram realizadas no equipam@atctocount IBC 150 e os resultados
foram automaticamente convertidos de Contagem Bacte Individual para Unidade
Formadora de Coldnia. Foram analisadas 76 amadgrdsite cru (40ml cada) de caminhdes
tanques isotérmicos, provenientes de uma indudeidaticinios situada em Belo Horizonte,
Minas Gerais, coletadas no periodo de julho a agis2006. O uso inédito de azidiol na forma
de comprimidos esterilizados, por radiagfes gaitid 45 e 20 kGy ou injecdo de gas de oxido
de etileno, foi avaliado frente ao uso tradiciahalazidiol liquido. O delineamento adotado foi
em parcelas subdivididas, tendo sido realizadasédisa de variancia e a comparagdo das
médias usando-se o teste de Duncan. Concluiu-seoguratamentos ndo apresentaram
nenhuma diferenga estatistica (p>0,05) quanto tagem microbiana realizada no equipamento
Bactocount IBC 158 Desta forma o azidiol liquido pode ser substdufglo comprimido,
sendo mais indicada a utilizagdo do comprimidalierdo & 10 kGy para assegurar a inocuidade
das amostras ndo expondo o comprimido a altas ddsesdiagdo. A esterilizagdo do
comprimido por Oxido de etileno também € viavel.

Palavras-chave:azidiol, contagem bacteriana total, qualidadesde,lcitometria de fluxo.



ABSTRACT

The objective of the present work was to compaesgmvative bacteriostatic azidiol in the
liquid and compressed forms, sterilized or notdamma radiation or ethylene oxide, in the
preservation of raw milk for the analysis of midadlcounting by flow citometry (Bactocount
IBC 150°, Bentley Inc.). The results were automatically vated through a curve of lineal
regression calibrated of Individual Bacteria Cofort Unit Colony Former. They were in the
total 76 samples of raw milk (40ml each) by trudathermal tanks, of a dairy industry in Belo
Horizonte, Minas Gerais, collected in the periodiofy by August of 2006. The unpublished
use of azidiol in the form of sterilized compresgkd gamma radiation 10, 15 and 20 kGy and
ethylene oxide) was evaluated front to the tradilouse of liquid azidiol. The adopted
delineation was in subdivided bits, having beenoaggished the variance analysis and the
averages comparison using itself Duncan's Testalt concluded that the treatments did not
present any statistical difference (p>0,05) regaydhe microbial counting by flow citometry
(Bactocount IBC 158 Bentley Inc.). Thus azidiol liquid can be suhgttl by the tablet, being
more indicated the utilization of the tablet to fltekGy to assure for harmless and not exposing
the tablet the radiation high doses. The tableiligegion for ethylene oxide also is viable.

Keywords: Azidiol, total bacteria count, milk qusliflow citometry.
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1. INTRODUCAO Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para a
realizacdo das andlises necessarias a
A qualidade higiénico-sanitaria do leite cru € implantacdo do programa de melhoria da
uma premissa para a cadeia brasileira de qualidade do leite no pais. Atualmente,
lacteos assegurar a qualidade e inocuidade existem oito laboratorios pertencentes a

dos seus produtos e se inserir no mercado RBQL, distribuidos nas regiGes Sul,
internacional. Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste. No estado

de Minas Gerais existem dois destes, sendo
A condicdo microbiolégica do leite cru esta um na Escola de Veterinaria da
diretamente relacionada ao estado sanitario Universidade Federal de Minas Gerais (EV—
do rebanho, a higiene na ordenha e aos UFMG), com recepcao de aproximadamente
binbmios temperatura/tempo de 40.000 amostras/més, provenientes dos
armazenamento do leite no tanque estados de MG, GO, ES, RJ e BA.
refrigerador na propriedade leiteira e no seu
transporte até a unidade processadora ou aO entrave de manutencdo da qualidade das
unidade de armazenamento intermediario. amostras de leite cru destinadas a analise
Este parametro pode ser mensurado, dentre durante o seu transporte foi solucionado pela
outras metodologias, por meio da contagem utilizacdo de conservantes que prolongam a
microbiana utilizando o método de Vvida utl das amostras. Porém, ainda €
referéncia de contagem padrdo em placas necessario coletar duas amostras por
(CPP) de microrganismos mesofilos produtor, pois os conservantes utilizados sao
aerébios (APHA, 1992). Trata-se de um diferentes. No caso da analise fisico-quimica
método eficiente, porém laborioso e e da contagem de celulas somaticas utiliza-
demorado, o que pode torna-lo inviavel para se 0 bronopdlna forma de comprimido, e
grandes quantidades de amostras. para a analise bacteriolégica, o azifisla

forma liquida.
O resultado da contagem microbiana pode
ser utilizado como critério no pagamento do Para que a contagem bacteriana se aproxime
leite e fornecer um perfil da qualidade a obtida logo apo6s a ordenha, a coleta das
higiénico-sanitaria do mesmo por refletir as amostras de leite (aproximadamente 40ml) &
praticas de producdo e armazenamento do feita em frascos esterilizados, adicionados

leite na fazenda (Hayes et al., 2001). de 130pL de azidiol, que sédo enviados em
caixas isotérmicas com gelos reciclaveis
Em 2002, a Instrucdo Normativasa (IN- para um dos laboratérios da RBQL. As

51/2002) aprovou o0s Regulamentos amostras de leite contendo azidiol como
Técnicos de Produgdo, Identidade e conservante sao armazenadas a
Qualidade dos Leites tipos A, B e C, do aproximadamente 4°C, mantendo a
Leite Pasteurizado e do Leite Cru Vviabilidade para analise em equipamentos
Refrigerado e seu Transporte a Granel. Esta baseados em citometria de fluxo por até dez
Normativa trouxe melhorias nos indices dias, sem modificacdo significativa dos seus
estabelecidos como padrées minimos de componentes (Leite, 2006).

gualidade para o leite, incluindo requisitos
fisico-quimicos, microbiol6gicos, contagem
de células somaticas e pesquisa de residuos’ 2-bromo-2-nitro-1,3-propanodiol, natamicina e

quimicos (Brasil, 2002). indicador de pH L
Cloranfenicol (0,15g/100mL), azida sédica

_ - (3,69/100mL), citrato de sodio (4,5g/1009) e

A Rede BraS|Ie_|ra de Laporatonos d(_a alcool etilico (1 mL/100mL), azul de bromofenol
Controle da Qualidade do Leite (RBQL) foi (35 mg/100mL). Completando volulme com
criada pelo Ministério da Agricultura,  agua destilada esterilizada.
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E necesséaria a utilizacdo do azidiol em

radiacdo gama ou Oxido de etileno, na

guantidades adequadas para que se obtenhaconservacdo de leite cru para a analise de

atividade bacteriostatica para a conservacao
da amostra. Entretanto, a posologia e 0 uso
sao dificultados pela apresentacdo na forma
liguida. Os transportadores de leite,

contagem microbiana eletrbnica  por
citometria de fluxo. Além disto, testar a
viabilidade de uso de amostras de leite cru
conservadas com azidiol na andlise de

responsaveis pela coleta da amostra nas microrganismos mesofilos aerdbios pelo

adicionam
inferiores a

propriedades, regularmente
guantidades superiores ou

método de contagem padrdo em placas
(APHA, 1992) para facilitar o processo

recomendada, o que pode gerar resultados semanal de andlises que visa a manutencao

duvidosos ou erréneos. Além da dosagem,
tem-se o0 maior risco da manipulagdo de um
composto toxico na forma liquida e o risco
de contaminacdo da amostra de leite por
manipulacdo excessiva durante a coleta.
Para resolver este problema técnico, foi
desenvolvido, recentemente, o azidiol na
forma de comprimido.

O aparelho BactoCount IBC 15@Bentley

Instruments Incorporation, Chaska, Estados
Unidos da América) € um instrumento
semi-automatico que utiliza a citometria de
fluxo para a contagem bacteriana individual
(CBI) rapida em leite cru. A conversdo dos
resultados de CBI para contagem bacteriana
em Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC/ml) por meio de uma equagédo de
regressao linear é feita para adaptar os
resultados obtidos por esse equipamento
eletrbnico aos padrbes estabelecidos na
legislacéo brasileira (Brasil, 2002). Nesse
caso, € preciso que inicialmente 500
amostras representativas de leite sejam
simultaneamente submetidas a analise
eletrbnica para a CBlI e ao método de

referéncia de contagem padrédo em placas de contaminantes

microrganismos aerébios mesdfilos (APHA,
1992). Posteriormente 25 amostras devem
ser analisadas semanalmente. Estes

da curva de transformacéao de resultados em
UFC/mL utilizando-se amostras
representativas  (com  variagbes  de
resultados, ou seja, contagens baixas, médias
e altas de microrganismos).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Qualidade microbioldgica do leite cru

A qualidade do leite cru € determinada por
sua composicdo e obtengdo higiénica. A
qualidade composicional do leite &,
principalmente, influenciada pela
alimentacdo dos animais, genética, raca e
outros. Os parametros de higiene, decisivos
para a garantia da seguranca dos produtos
lacteos, podem também influenciar a
composicao do leite, como ocorre no caso da
mastite. Os principais critérios para um leite
ser considerado de alta qualidade higiénica
incluem: quantidades baixas de
microrganismos saprofitas auséncia ou
guantidade pequena de microrganismos
patogénicos e auséncia de residuos e
ou, se presentes, em
guantidades abaixo dos Limites Maximos de
Residuos (LMR’s) (Heeschen, 1996).

resultados sdo armazenados no banco deAmostras de leite cru coletadas de forma
dados do equipamento e, atraveés de uma asséptica, de vacas limpas e saudaveis, sem

equacdo de regressao linear, os resultados deinfeccéo

contagem bacteriana séo convertidos de CBI
para UFC/ml (Bentley Instruments, 2002).

O presente trabalho teve como objetivo

comparar o azidiol nas formas liquido e
comprimido, esterilizado ou nédo por
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intramamaria, normalmente
possuem contagem padrdo em placas
menores do que 1QFC/ml (APHA, 1992).
Quandocontagens mais elevadasontecem,

isto sugere que 0S microrganismos
alcancaram o leite por outras fontes
variadas. A causa mais freqiente de



contaminacdo € a limpeza e a desinfeccdo As bactérias Gram negativo, como
incorreta dos equipamentos de ordenha. A Campylobacter Escherichia Coli
presenca de residuos de leite nas superficiesenterohemorragicaSalmonella e Yersinia
dos equipamentos proporciona condigces spp tém uma grande importancia para a
para o crescimento e multiplicagdo dos saude publica e, apesar de presentes em
microrganismos que contaminam o leite pequenas percentagens em leite de tanque,
durante as ordenhas subseqientes. Outrastém sido associadas a muitos surtos de
causas importantes que contribuem para as doencgas relacionadas ao consumo de leite
contagens microbianas elevadas sdo as mascru (Rohrbach et al., 1992; Jayarao e Wang,
condicOes de limpeza do curral e dos locais 1999).
onde as vacas ficam estabuladas e a ordenha
de vacas sujas, além das falhas no Foram isoladas 234 bactérias Gram negativo
resfriamento do leite, que deveria alcancar de 130 amostras de leite de tanque
4°C o mais rapido possivel e ser mantido (Fultonville, Nova lorque - EUA), das quais
nesta temperatura até a sua coleta (Hamann, 201 pertenciam a 28 espécies. Os coliformes
1991; APHA, 1992; Murphy e Boor, 2000; corresponderam a menor proporgao, 32,9%.
Jayarao et al., 2004). No grupo dos nédo coliformes (67,1%),
dentre os 15 géneros encontrados, 0S
Se as vacas em lactagdo estiverem com principais foranPseudomonaspp. (73,9%),
mastite, microrganismos responsaveis pela Hafniaspp. (7,0%)Bordetellaspp. (3,8%) e
infeccdo, poderdo contaminar o leite e Serratia spp. (2,5%). Pode-se destacar a
contribuir para o incremento da contagem presengca do génerd®seudomongs em
bacteriana, caso o leite destes animais ndo 49,6% do total de bactérias Gram negativo
seja descartado. Estes microrganismos isoladas, send®. fluoresceng29,9%) eP.
podem diferir quanto ao tipo de mastite. Na putida (11,9%) as espécies predominantes
mastite contagiosa, 0s agentes mais (Jayarao e Wang, 1999). Isso pode ser
comumente associados s&taphylococcus explicado por se tratarem de bactérias
aureuse Streptococcusgalactiag enquanto psicrotréficas que tém um tempo de geragéo
gue o grupo dos coliformefseudomonas  curto em baixas temperaturas. Além disso,
spp. € Streptococcus uberis e S. tém a habilidade de produzir
dysgalactiaegstdo mais relacionados com a exopolisacarideos adesivos, que facilitam a
mastite ambiental (Kleter, 1974; formacdo de biofilmes, podendo se tornar
Stadhouders, 1975; Jeffrey e Wilson, 1987; importantes reservatorios de bactérias no
APHA, 1992; Murphy e Boor, 2000; Hayes sistema de ordenha por resistirem aos efeitos
et al., 2001). de produtos quimicos e sanitizantes
(Mosteller e Bishop, 1983; Jayarao e Wang,
Em leite cru de boa qualidade bacteriolégica 1999).
a microbiota predominante € composta por
bactérias Gram positivo, enquanto que em Em um estudo com rebanhos leiteiros da
altas contagens o niumero de bactérias Gram Dinamarca, nas amostras de leite de tanques
negativo aumenta (Slaghuis, 1996; Suhren e considerados de pior qualidade (contagens
Reichmuth, 2000). Usualmente, s&o superiores a 3,0 x i(lUFC/mI), verificou-se
encontradas no leite cru as bactérias dos que 0s microrganismos predominantes
géneros: Micrococcus Staphylococcuys pertenciam a um mesmo tipo de microbiota:

Streptococcuse Corynebacterium (APHA, bactérias Gram negativo e Oxidase positvo
1992; Murphy e Boor, 2000; Hayes et al., (Holm et al., 2004).
2001).
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2.1.1 Principais fontes de contaminacao durante a ordenha e o armazenamento do
do leite leite e a sua refrigeracdo rapida a
temperatura de 4° C, para que em 2011
As principais fontes de contaminacdo do atendam aos requisitos microbioldgicos
leite sé@o o interior do Ubere, a superficie do definitivos estabelecidos pela IN-51/2002 de
teto e do Ubere e os equipamentos de 10° UFC/ml (Brasil, 2002) (Fonseca, 2005;
ordenha e de armazenamento do leite Nero et al.,, 2005; Arcuri et al., 2006;
(Cousins, 1972; Bramley e McKkinon, Mesquita et al., 2006).
1990; Slaghuis, 1996).
A importancia da aplicacdo de produtos de
Antes da ordenha, reducdes significativas de limpeza, tanto no equipamento de ordenha
contaminacdo do teto podem ser como no tanque de refrigeracdo, em relagdo
conseguidas com pré-dipping Durante a a contagem de mesodfilos foi verificada por
ordenha, a principal fonte desta Arcuri et al. (2006). Os autores encontraram
contaminacao bacteriana est4 no contato do uma associa¢cdo (p<0,05) entre contagens
leite com as superficies dos equipamentos de acima de 500.000 UFC/ml e o emprego de
ordenha e do tanque de refrigeracdo do leite. apenas um ou nenhum produto de
No entanto, muitas das bactérias que higienizacdo (detergente alcalino, detergente
contaminam o leite ap0s a sua ejecdo, Acido e sanitizante).
geralmente, ndo crescem muito bem sob
refrigeragcdo e, por este motivo, a sua A refrigeracdo correta do leite na
guantidade no tanque de refrigeracdo ndo se propriedade sem a presenca do transporte
eleva significativamente (APHA, 1992; granelizado, prejudica a manutencdo da
Murphy e Boor, 2000). qualidade do leite com relagdo a contagem
de microrganismos mesofilos, como ficou
Apos a ordenha e durante o armazenamento evidenciado num trabalho realizado por
e o transporte do leite, a microbiota deste Nero et al. (2005). Neste, em auséncia de
sofre alteragbes favorecendo o aumento da transporte do leite em caminhdes
populacédo de psicrotroficos (Cousins, 1972; isotérmicos até o laticinio, a freqiéncia de
Bramley e McKkinon, 1990; Slaghuis, amostras com contagens desses
1996). Algumas consequéncias deste microrganismos acima de LQFC/ml foi
crescimento sdo o aparecimento de defeitos alta (68%).
no leite como sabor amargo, a fruta, ranco e
sujo que persistem ap6s o0 seu Com relacdo a mastite, esta pode influenciar
processamento, assim como reac¢fes de na contagem microbiana do leite do tanque,
protedlise e lipdlise devido a producdo de dependendo da espécie de microrganismo
enzimas termoestaveis, levando a uma envolvido no processo inflamatério da
diminuicdo da qualidade e da vida de glandula mamaria, do estagio deste processo
prateleira dos produtos lacteos (Stadhouders, e da percentagem de animais afetados no
1975; APHA, 1992; Celestino et al., 1996; rebanho. Uma vaca com mastite tem o
Boor et al., 1998; Murphy e Boor, 2000). potencial de elevar a contagem microbiana
em seu leite em I0Obactérias/ml. Caso a
Em alguns estudos no Brasil, sobre o padrédo producdo desta vaca corresponda a 1% do
microbiol6gico do leite de conjunto, valores total do leite do tanque, a contagem
de contagens de mesofilos menores ou bacteriana do tanque, sem levar em conta
iguais a 16 UFC/ml, em média, foram outras fontes de contaminacdo, pode ser de
superiores a 80%. Neste caso os autores 10° bactérias/ml (Bramley e McKkinon,
consideram que a maioria dos produtores 1990).
necessita melhorar as condi¢des higiénicas
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A microbiota inicial do leite cru, as microrganismos presentes nos alimentos.
condicbes de processamento do leite e a Embora alguns métodos sejam melhores do
contaminacao pos-pasteurizagéo influenciam que outros em situagfes especificas, todos
na qualidade microbioldgica do leite e seus eles possuem limitagdes que sdo inerentes as
derivados. A garantia desta qualidade préprias técnicas (Jay, 1996).
comeca na fazenda e termina nas maos do
consumidor. Portanto, o mais importante € Na IN-51/2002 foi estabelecido o padréo
concentrar esforcos para minimizar a para microrganismos mesofilos aerdbios
guantidade inicial de microrganismos no (Enumeration..., 1991), expresso em
leite cru (Stadhouders, 1975; APHA, 1992). unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC/ml). Para leite cru refrigerado
2.2. Métodos de contagem bacteriana em o valor maximo é 1,0 x foaté janeiro de
leite 2008 para as regides Sul, Sudeste e Centro-
Oeste e, a partir de julho de 2011, para estas
A contagem bacteriana pode ser usada como regiées, o padrdo fixado é de no maximo
ferramenta no monitoramento da qualidade 1,0x10, semelhante aos padrbes
microbioldgica do leite cru na fazenda, e até internacionais. Essa andlise deve ser
mesmo nas industrias, nos diferentes pontos realizada nos laboratérios da Rede Brasileira
do seu processamento, possibilitando o de Laboratérios de Controle da Qualidade
direcionamento do leite para diferentes do Leite (RBQL), credenciados pelo MAPA
processamentos. (Brasil, 2002).

O método de referéncia para enumeracéo de 2.2.1 Contagem padréo em placas
microrganismos € o de contagem padrdo em
placas (CPP), porém existem outras técnicas A contagem padrdo em placas de leite cru é
tais como microscopia e citometria de fluxo. o0 método de referéncia que estima o nimero
Cada um destes métodos expressa os total de microrganismos aerébios mesofilos
resultados de forma diferente e, portanto, presentes no leite. Essa técnica se baseia na
ndao podem ser comparados entre si. Para habilidade dos microrganismos presentes na
gque sejam substituidos pela CPP ¢é amostra crescerem e formarem col6nias
necessario que as andlises sejam feitas emvisiveis macroscopicamente que poderao ser
ambos os métodos, com as mesmas amostrascontadas em unidades formadoras de
para, em seguida, se fazer uma correlacdo colénias (UFC) (APHA, 1992, Suhren e
entre as metodologias, levando-se em conta Reichmuth, 2000). Seu objetivo € indicar as
os aspectos que diferem nos seus principios condi¢des de higiene na producéo do leite na
de contagem (Suhren et al., 1992; Suhren et propriedade com relacdo a contaminagao
al., 2001). E preciso compreender que microbiana e o resultado pode ser utilizado
fatores como a microbiota predominante no como critério de pagamento por qualidade
leite e o tipo de agregacgédo bacteriana afetam nos laticinios ou como ferramenta para
o resultado obtido por diferentes técnicas. monitorar a qualidade da matéria-prima
Essas detectam em graus diferentes as (Murphy e Boor, 2000; Hayes et al., 2001;
espécies presentes e se baseiam emJayarao et al., 2004).
principios distintos, por exemplo, contagem
individual de bactérias (citometria de fluxo) Esse método possui a vantagem de ser de
ou de contagem de unidades formadoras de facil execug¢do, ndo exigir equipamentos
colénias (CPP) (Suhren e Reichmuth, 2000). sofisticados nem médo de obra tecnificada,
apenas bem treinada. Contudo, existem
Logo, nenhum método microbiolégico algumas restricbes, como: 1. somente s&o
permite a determinacdo exata do niumero de detectados aqueles microrganismos que
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podem se multiplicar aquelas condicbes (2000) esses avangos tém possibilitado ndo
especificas do  método  (nutrientes, somente a  deteccdo rapida  de
disponibilidade de oxigénio,  microrganismos, mas também a
tempo/temperatura de incubacdo); 2. uma identificacdo de bactérias com base nas suas
colénia pode ser originada tanto a partir de caracteristicas citométricas. A  maior
um unico microrganismo como a partir de contribuicdo tem sido em testes de
agregados de microrganismos; 3. tempo microrganismos de crescimento lento, como
prolongado para disponibilizar os resultados micobactérias e fungos, e a detec¢cdo de
(minimo 48-72 horas em média); 4. populacdes mistas que podem responder a
inviabilidade de andlises de grandes agentes antimicrobianos de  formas
guantidades de amostras diérias (Jay, 1996; diferentes.
Suhren e Reichmuth, 2000; Broutin, 2004).

A citometria de fluxo €& extremamente
2.2.2 Microscopia direta sensivel, evita a necessidade de

procedimentos de cultura ou
Essa técnica consiste na realizacdo de enriqguecimento, e pode ser tanto qualitativa
esfregacos de leite em laminas de quanto quantitativa, sendo capaz de
microscopio que sdo corados com um identificar células individuais em uma
corante apropriado. As células sdo populacdo heterogénea (Mackenzie, 1987
visualizadas e contadas com a ajuda de um Shapiro, 1988; Dasen et al., 1991; Davey e
microscopio. Depois de secado, o esfregaco Kell, 1996; Alvarez-Barientos et al., 2000:
é fixado na lamina e imerso num corante. Ninane et al., 2000; Broutin, 2004; Silva,
Neste método € necessdria uma régua 2006).
calibrada para estabelecer o fator de
correcao do microscopio (Jay, 1996). Em um tipico equipamento de citometria de

fluxo microbiolégico, particulas individuais
Dentre as vantagens dessa técnica esta apassam com o0 auxilio de um fluido
simplicidade, a possibilidade de analise da carreador, sob uma zona de iluminagéao.
morfologia celular e do emprego de Detectores apropriados (fotomultiplicadores)
marcadores celulares fluorescentes. As registram a passagem das células
desvantagens incluem o proprio método de eletronicamente, medindo a magnitude do
microscopia que gera fatiga no analista, a pulso representada pela extensdo da luz
ndo diferenciacdo entre células mortas e dispersa. A magnitude destes pulsos €
vivas, a possibilidade da presenca de classificada eletronicamente permitindo o
artefatos que podem se confundir com desenvolvimento de histogramas do niumero
microrganismos, a dificuldade de contar de células (Mackenzie, 1987; Shapiro, 1988;
células agrupadas, o erro de células Dasen et al, 1991; Davey e Kell, 1996;
fracamente coradas ndo serem contadas, Alvarez-Barientos et al., 2000; Ninane et al.,
além de, invariavelmente, a contagem por 2000; Silva, 2006).
microscopia direta ser mais elevada quando

comparada com a CPP (Jay, 1996). O aparelho BactoCount IBC 15@Bentley
Instruments Incorporation, Chaska, Estados
2.2.3 Citometria de fluxo Unidos da América) é um instrumento semi-

automatico que utiliza a citometria de fluxo
No campo da Microbiologia, importantes para a rapida contagem bacteriana individual
mudancas tém ocorrido nos ultimos anos, (CBI) em leite cru, assim como o BactoScan
principalmente com o uso da citometria de (Foss Eletric A/S, Hillergd/DK). No inicio, é
fluxo e o uso de corantes marcadores realizada a incubacdo da amostra com uma
celulares. Segundo Alvarez-Barrientos et al. solu¢ido tamponante, composta por enzimas
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proteoliticas, detergente e um corante Instruments, 2002). Em seguida, uma
fluorescente (brometo de etideo), com o aliquota dessa amostra é transferida por uma
objetivo de, respectivamente, lisar as solugédo carreadora em um fluxo laminar na
proteinas e células somaticas, solubilizar os célula de leitura do equipamento. O material
glébulos de gordura e corar o DNA nucléico dos microrganismos é excitado ao
microbiano. Dessa forma, essa etapa serem expostos a um intenso feixe de laser
consegue reduzir e dispersar os constituintes para ativar o corante a emitir fluorescéncia.
do leite suscetiveis de interferirem na Este sinal fluorescente é coletado por
contagem bacteriana (proteinas, células sensores Opticos (lentes), filtrado e detectado
somaticas, globulos de gordura etc.). Na por um fotomultiplicador. A altura e
etapa seguinte, a amostra € “sonicada” com intensidade destes pulsos fluorescentes sao
uma haste ultrassbnica. Esses processosregistradas e transformadas em contagem
auxiliam a separacdo quimica das particulas bacteriana individual (CBI), convertida em
interferentes, rompendo as colbénias contagem bacteriana total, expressa em
bacterianas remanescentes para melhorar aUFC/ml (Dasen et al.,, 1991; Ninane et al.,
deteccdo de microrganismos distintos e 2000; Bentley Instruments, 2002; Silva,
reduzir a fluorescéncia de outras 2006) (Figura 1).

substancias. (Ninane et al., 2000; Bentley

Amostre
l' Solucao carreadora

Camara de flux

Sensor 6ptico

Ve
Feixe de laser

Figura 1.Esquema do percurso da amostra no flumimé&a flow cell) num equipamento de citometria de
fluxo

A conversdo dos resultados de contagem equipamento eletrénico a legislagéo vigente
bacteriana  individual (CBI/ml) para no Brasil. A calibragdo do equipamento para
contagem bacteriana em UFC/ml por meio obter esta transformacdo ¢é feita
de uma equacdo de regresséo linear é feita alimentando-se o banco de dados do
para adaptar os resultados obtidos por esse equipamento com a leitura de CBI e os
resultados obtidos paralelamente das
amostras plaqueadas em agar padrao para
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contagem de microrganismos mesofilos regido de coleta das amostras, a qualidade
aerdbios e incubadas por 48 horas &32 higiénica da ordenha, a estacdo do ano, as
(APHA, 1992). Deve-se, inicialmente, condicdes de estocagem, a desinfec¢cdo dos
utilizar cerca de 500 amostras, com tetos dos animais ordenhados e a microbiota
atualizagcdo semanal com a inclusdo de contaminante (Suhren e Walte, 2000).
aproximadamente 25 amostras. Os pontos
extremos sdo excluidos e é feita uma analise 2.3 Importancia da amostragem correta
estatistica para estimativa da curva de
regressao linear que fica armazenada no A principal causa de variacdo na estimativa
sistema do equipamento (Suhren e Walte, tanto da composi¢cdo quanto da contagem
2000; Bentley Instruments, 2002). A bacteriana de amostras de leite de tanques é
amostragem representativa € importante para a agitacao incorreta. Esta variacdo € devida,
gue haja uma variacdo das contagens e principalmente, a menor densidade da
também do tipo de microbiota. Para facilitar gordura e a associacdo dos microrganismos
essa calibracdo com atualizacdo semanal docom os glébulos de gordura, concentrando
equipamento, uma solucdo seria utilizar as tanto a gordura quanto os microrganismos,
préprias amostras, adicionadas de azidiol, na superficie do tanque. Por isso, antes das
gue sdo enviadas aos laboratérios da RBQL, coletas, € necessaria uma homogeneizagéo
ndo havendo a necessidade de fazer umaintensa do leite resfriado, porém néo
coleta de amostras de leite isentas de excessiva, para que ndo haja perda na
conservantes somente para essa finalidade. qualidade causada pelo rompimento dos
Kaluwa (2006) realizou a contagem padrdo globulos de gordura (Jackson, 1981).
em placas de amostras de leite sem
conservante (controle) e dois tratamentos: Com relacdo as ceélulas sométicas, também
adicdo de azidiol e de &cido bérico nas existem algumas evidéncias de que elas se
amostras de leite. Quando as amostras foramacumulam na superficie de tanques mal
conservadas a 10°C foi possivel realizar a homogeneizados (APHA, 1992). Desta
analise nas amostras adicionadas de forma, utilizando uma técnica correta de
conservantes até 72 horas apdés a coleta, amostragem de leite de tanque, € possivel
mantendo resultados estatisticamente iguais utilizar apenas uma amostra, e ndo duplicata,
(p>0,05) quando comparados com a amostra para representar com veracidade a condigédo
controle analisada no mesmo dia da coleta microbiologica do leite de conjunto,
(dia “zero”). Porém, sdo necessarias mais utilizando o método de contagem padrdo em
pesquisas sobre o uso de azidiol na CPP. E placas (Hayes et al., 2001).
importante fazer ensaios no Brasil utilizando
as amostras caracteristicas enviadas aosUma agitacdo por cinco minutos, no caso de
laboratérios da RBQL. tanques de até 3800 L, ou 10 minutos, para
tanques acima deste volume, pode assegurar
A metodologia para conversdo dos uma boa homogeneizacdo (Dairy Practices
resultados tem sido questionada pelos Council, 2003; citado por Goodridge et al.,
diversos laboratérios e indastrias devido a 2004).
falta de preciséo dos resultados finais, o que
ocorre em virtude da variabilidade de Uma estratégia para diminuir o tempo de
microbiota no leite cru, entre outros fatores. agitacdo sem influenciar na qualidade da
Portanto, esta conversdo transforma um coleta € a agitagdo intermitente, isto é, de
dado preciso e mais abrangente (CBI) em forma automatica, os agitadores sao ligados
um dado estimado (UFC/ml). O erro periodicamente durante alguns minutos. A
estatistico inerente a transformacao reflete a freqiiéncia e o tempo de duragéo da agitacdo
interferéncia de muitos fatores, como a intermitente ndo sao especificados, mas a
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recomendacdo, neste caso, € de um a doisQuanto ao formaldeido, igualmente liquido,
minutos de homogeneizac¢do imediatamente por interferir nos resultados de analise do
antes da coleta (Milk..., 1995). Além da teor de proteina do leite, teve seu uso
vantagem da diminuicdo do tempo de também descartado (Kroger, 1985).
permanéncia do caminhoneiro na
propriedade, este procedimento evita a A maioria dos conservantes usados nas
adesdo de gordura na superficie das lateraisdécadas de 1970 e 1980 foi testada,
dos tanques de refrigeracdo (Marshall e principalmente, para a manutencdo da
Shelley, 1981). Todavia, o aumento do composicdo do leite, uma vez que o0s
numero de agitagBes continuas do leite pode programas de melhoramento da sua
ter impacto na qualidade como o aumento na qualidade - como da Associacdo de
ocorréncia de lipélise e outras consequéncias Melhoramento da Qualidade do Leiteafry
ainda desconhecidas (Goodridge et al, Herd Improvement Association DHIA),
2004). dos Estados Unidos - buscavam, sobretudo,
0 aumento nos teores de gordura e proteina
2.4 Conservacdo das amostras de leite no leite, garantindo assim melhores precos.

para andlises laboratoriais Esse fato est4 diretamente ligado ao grande
interesse econdmico das industrias de
2.4.1 Evolucéo dos conservantes laticinios, pois estes componentes estao

relacionados a um maior valor nutricional do
O desenvolvimento de analises laboratoriais leite e a maiores rendimentos nos derivados
rapidas e a implantacdo de programas de lacteos, como queijo, manteiga e leite em po
melhoria da qualidade para o leite, (Dunham et al., 1978; Kroger, 1985; Barcina
juntamente com o pagamento por qualidade, et al., 1987; Bertrand, 1996).
demandam o uso de amostras seguras e
representativas do volume original. Alguns Nos laboratérios da DHIA observou-se uma
conservantes para leite cru foram associacdo entre 0 aumento da manipulacéo
desenvolvidos, principalmente, para e armazenamento das amostras de leite
preservar as caracteristicas fisico-quimicas conservadas com o &r,O; com a
nas analises de composicao e de contagemdiminuigdo do teor de gordura do leite em
de células somaticas (Dunham et al., 1978; andlises de composi¢cdo Mi(ko-Tester
Kroger, 1985; Barcina et al., 1987; Van de Automati¢. Outra restricio a este
Voort et al., 1987; Monardes et al., 1996). conservante foi a confirmagdo de fortes

respostas alérgicas nos técnicos de
Na década de 1960, foi aprovado, nos laboratério que  manipulavam  este
Estados Unidos, o uso do cloreto de conservante por um periodo prolongado
mercurio (HgCJ) como conservante, apesar (Kroger, 1970; Dunham et al., 1978).
da sua acao corrosiva e sua toxicidade. Mais
tarde, sua utilizacdo foi questionada devido A busca por novos e melhores conservantes
aos riscos ao meio ambiente. O dicromato de continuou na tentativa de encontrar o
potassio (KCr,O;) passou a ser adotado conservante quimico mais apropriado capaz
como o conservante de escolha em amostrasde ndo interferir nos resultados das analises,
de leite devido as menores limitagbes ter uma acao contra muitos microrganismos
comparado a outros conservantes, como o do leite, ser efetivo em baixas
peroxido de hidrogénio e o formaldeido concentracdes, ser estavel, ter uma cor como
(Kroger, 1985). O peréxido de hidrogénio, indicador de sua presenca no leite, ser
apesar de inibir a proliferacdo microbiana, efetivo durante certo periodo de tempo, ndo
tem as desvantagens de ser liquido, incolor e ser alergénico e nem apresentar toxicidade
ter um prazo de acao relativamente curto. aos manipuladores e outros que entram em
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contato com o produto e, ainda, apdés o seu andlise de contagem de células somaticas
descarte, ndo representar um risco ao meio (Fossomatf& Foss Electric AJS,
ambiente (Kroger, 1985). Hillerad/DK) e verificou ser satisfatorio na
proporgéo de 0,02g/100ml em amostras com
Na intencdo de encontrar novos substitutos menos de cinco dias de armazenamento em
ao KCr,0;, Dunham et al. (1978) temperatura ambiente. Outra constatacdo
propuseram a substituicdo pela Hexamina importante foi a presenca de sinais
Clorada Quaternaria  (Chlorinated fluorescentes mais fortes emitidos em
Quaternized Hexaminge disponibilizada na amostras com bronopol quando comparados
forma de comprimido. Nesse estudo, 0s com aguelas sem conservante. A explicacao
teores de gordura para amostras de leite com proposta pelo pesquisador € que, na presenca
0 K,Cr,0O; foram 0,10 menores (p<0,01) do bronopol, a concentragdo do complexo
guando comparados com as amostras DNA-brometo de etideo nas células é
adicionadas de hexamina clorada aumentada. Visto que o bronopol altera a
quaterndria, para os dias dois e cinco de permeabilidade da membrana celular e,
armazenamento da amostra em temperaturaconsiderando este mesmo efeito nas células
ambiente. Também, ficou comprovada a sométicas, significaria uma maior
eficacia da hexamina clorada quaternaria penetracdo do brometo de etideo dentro das
através dos resultados obtidos na técnica de células e, portanto, maior reagdo com o0
contagem padrdo em placas, na qual um DNA, o que geraria sinais fluorescentes
comprimido em 56ml de leite controlou 0 mais intensos (Stretton e Manson, 1973,
crescimento bacteriano por trés semanas. citados por Ardd, 1982). Concluindo, os
Concluiu-se que esta substancia pode ser resultados de CCS para amostras sem
substituida, sem problemas para a conservantes sdo subestimados pelo
diminuicdo no teor de gordura, podendo ser equipamento Fossomatic® (Foss Electric
armazenada por mais tempo e ndo ter A/S, Hillergd/DK) e as diferencas das
problema de resposta alérgica como ocorre médias podem alcancar 10% entre amostras
com o KCr,0O;. A sua desvantagem estaria com bronopol e sem conservante (Ardo,
no armazenamento, que se torna critico por 1982).
promover alteragbes na cor do comprimido
ao longo do tempo e necessitar de Em um estudo no Canada, os beneficios do
refrigeracéo e baixa unidade (Kroger, 1985). uso do bronopol também  foram
comprovados em andlises de composicao
O bronopol também surgiu como uma (gordura e proteina) e de células somaticas
alternativa ao dicromato para a conservacdo em leite, em contrapartida ao dicromato de
de amostras de leite destinadas a andlises depotassio (Monardes et al., 1996). Dentre os
composi¢cdo. Trata-se de um conservante tratamentos testados, comparou-se a
bactericida, também utilizado na diferenca entre o bronopol na forma de
conservacdo de cosméticos e preparacdescomprimido e na forma liquida. Tanto na
farmacéuticas, que tem a vantagem de ndo analise de composicdo (método de
causar reacg0Oes alérgicas (Ardo, 1978). infravermelho) quanto na CCS (Foss-O-
Matic 215) ndo foi encontrada diferenca
Em 1982, Ard6 avaliou a possibilidade do estatistica. A Gnica vantagem encontrada no
uso deste mesmo conservante (0,02%) na produto na forma liquida foi que, devido a
sua férmula conter substancias inibidoras de

3 [1-(3-chloroallyl)-3, 5, 7-triaza-1-
azoniaadamantane chloride]

W-A tablets, Agro-Chemical Products, Inc.,
Long Island City, NY.
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mofo e levedurh as amostras podiam ser O azidiol € composto de azida sddica,
mantidas por trés dias sem refrigeracdo, cloranfenicol, etanol, citrato de sddio e azul

mesmo em condi¢des de calor. de bromofenol. O efeito bacteriostatico se
deve a acdo da azida sodica na inibicdo do
A evolucéo dos equipamentos processo de respiracao aerdbia, por interferir

automatizados para a contagem bacteriana na cadeia de transporte de elétrons no
permitiu maior demanda de amostras para interior da mitocondria (Leite, 2006). A
esta andlise, que a principio, pelo método de viabilidade do wuso de azidiol como
referéncia, demorava em torno de 48 a 72 conservante do leite foi testada em 1987
horas, além de ser laborioso, o que tornava para andlise quimica (Milko-Scan
inviavel grandes quantidades de amostras bacteriologica (Bactosc@n Foss Electric
diarias. Os equipamentos de citometria de A/S, Hillergd/DK) e citologica
fluxo reduziram esse tempo para dez (Fossomatit, Foss Electric A/S,
minutos, introduzindo a contagem bacteriana Hillergd/DK). O objetivo foi utilizar apenas
na rotina dos laboratérios. Essa mudanga uma amostra para estas distintas analises,
gerou a necessidade de utilizagdo de um reduzindo custos de coleta e de transporte.
conservante bacteriostatico nas amostras de Nesse experimento, a eficAcia foi
leite, de forma a retratar a contagem comprovada e o tempo de vida da amostra
bacteriana mais proxima da encontrada nos sugerida pelos autores foi de pelo menos
tanques no momento da coleta. Por isso, a uma semana armazenada a 4°C (Barcina, et
viabilidade do uso do bronopol nas anélises al., 1987).
microbiolégicas € contraditéria e as
pesquisas sao escassas (Cassoli, 2005; Leite,Porém, estudos recentes mostraram o
2006; Martins et al., 2006). contrario. O uso de azidiol na analise de
CCS causou uma diminuicdo nos valores
2.4.2 Uso do azidiol como conservante do quando comparado ao tratamento com o
leite cru bronopol, em amostras de leite refrigeradas
de ovelha (Gonzalo et al., 2003) e de vaca
A vasta extensdo territorial e o grande (Cassoli, 2005; Leite, 2006), talvez pelo fato
nimero de propriedades leiteiras no Brasil de o bronopol propiciar sinais fluorescentes
tornam obrigatério o uso de conservantes mais intensos em equipamentos eletrénicos
nas amostras de leite destinadas as analisesbaseados na citometria de fluxo (Ardg,
de composicdo, CCS e contagem bacteriana. 1982). Por outro lado, o bronopol foi testado
A presenca de apenas oito laboratérios na andlise de contagem bacteriana e ndo foi
pertencentes a RBQL, localizados em indicado por subestimar a populagédo
regibes centrais, também contribui para a microbiana no leite cru (Cassoli, 2005;
necessidade de aumentar a vida util dessasLeite, 2006; Martins et al., 2006). Os danos
amostras. Atualmente, € feita a coleta de provocados nas células microbianas pela
duas amostras de leite, uma adicionada de acéao bactericida do bronopol,
bronopol, para andlise de composicdo e provavelmente, alteram a identificacdo
CCS, e outra adicionada de azidiol, para destes microrganismos pelo sistema Optico
andlise da contagem bacteriana. A coleta de do equipamento (Cassoli, 2005).
duas amostras contribui para o maior tempo
de retencdo do carreteiro na propriedade e O conservante azidiol na forma liquida, que
para o aumento do custo com o transporte. € adicionado no momento da coleta das
amostras na propriedade rural, colabora para

4 20% de 2 - bromo - 2 - nitropropano - 1,3 - 0 risco de contagio da amostra por

diol; 20% de 2 - bromo - 2 - nitropropanol e rpqnlpulagao excessiva, perigo de (;o_ntato
60% de substancias inertes. fisico com o composto toxico (azida sddica),

21



contaminacdo acidental do leite enviado ao 2.5 Esterilizacdo de produtos
laticinio e dosagem errada do conservante farmacéuticos e embalagens
(excesso ou escassez). Na tentativa de
solucionar este problema, foi elaborado e Uma das etapas cruciais na producgéo
viabilizado comercialmente o azidiol na farmacéutica é a esterilizacdo. Existem
forma de comprimido. Um teste inicial varios métodos, como o emprego do vapor,
mostrou resultados estatisticamente iguais do gas Oxido de etileno, raio de elétron e
aos do azidiol na forma liquida, garantindo a radiacdo gama (Halls, 1994; Garcia et al.,
concentracdo de 4,79 mg de azida sédica e 2006).
0,2 mg de cloranfenicol (Leite, 2006). Com
essa substituicdo, espera-se que ocorra umO Oxido de etileno, apesar de ser muito
menor numero de ndo conformidades, empregado, tem a desvantagem do perigo de
relacionadas ao protocolo de coleta e envio deixar residuos toxicos e cancerigenos
de amostras. De acordo com Fonseca (Halls, 1994; Satomi, 2005; Garcia et al.,
(2005), dentre as nao conformidades 2006). O raio de elétron é um método muito
ocorridas em 50.434 amostras de leite rpido de esterilizagdo, mas ndo é capaz de
recebidas no Laboratério de Andlise da penetrar muito bem em materiais densos. A
Qualidade do Leite (EV — UFMG), durante radiacdo gama possui maiores vantagens que
o periodo de dezembro de 2003 a janeiro de os outros métodos, apesar de poder causar
2005, 173 estavam relacionadas com erros alguma alteracdo do produto (por exemplo,
na adicdo do conservante em amostras quimica ou sensorial) ou do material de
destinadas a CBT: 100 amostras sem adicdo embalagem submetido a esta energia
de conservante, 52 com conservante em (Satomi et al., 2005; Garcia et al., 2006).
excesso, 16 com pouco conservante e 5
continham azidiol e bronopol. Face ao poder penetrante da radiagdo gama,
0s produtos podem ser esterilizados apos o
A vida util das amostras de leite cru para envasamento e mesmo ap0s a embalagem,
andlise da CBI (Bactocount IBC 1%0 eliminando assim 0s riscos de
Bentley Instruments Incorporation, Chaska, contaminacdes durante o processo (Guidolin
Estados Unidos da América), foi sugerida et al., 1988). Os principais beneficios desse
por Cassoli (2005) no periodo madximo de método, em comparagdo aos outros, sdo: ndo
uma semana de armazenamento da amostradeixar residuos como o 6xido de etileno, ter
refrigerada e por Leite (2006) num prazo de maior poder de penetracdo (50 cm) nos
até 10 dias, para amostras conservadas emprodutos e embalagens do que os raios de
temperaturas de 4 a 10°C. Isto tem grande elétrons (5 cm), ndo elevar muito a
importancia, pois em situacdes excepcionais, temperatura do produto e ser um processo de
em que ndo € possivel analisar as amostrasvalidacdo simples (Garcia, 2006).
em até sete dias, geram dificuldades na
logistica tanto para as industrias de laticinios 2.5.1 Radiacao ionizante
como para os laboratorios. No caso das
industrias, sdo obrigadas a fazer uma nova A radiagdo pode ser definida como a
coleta, gerando custos e dificuldades emissédo e propagacdo de energia através do
operacionais. Para 0 laboratério, espaco ou de um meio material. A radiacdo
excepcionalmente, no caso de falhas nos ionizante é definida como aquela com até
equipamentos eletrénicos, poderiam analisar 2000A de comprimento de onda, como é o
as amostras por um periodo um pouco caso das particulas alfa e raios beta, gama e
maior, sem comprometer a confiabilidade X. Nesses casos, a energia € capaz de
dos resultados (Leite, 2006). destruir microrganismos sem elevar muito a
temperatura da matéria  (alimentos,
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embalagens, farmacos, materiais médico-
odonto—hospitalares, cosméticos, etc.) e por
iSsO0 esse processo € chamado de
“esterilizacéo fria” (Jay, 1996; Brasil, 2001,
Smith e Pillai, 2004).

Essa radiacdo ioniza o0s atomos da
substancia a ela submetida, sem que a
energia liberada ultrapasse o limiar das
reacies nucleares, que poderiam induzir
radioatividade nos produtos irradiados (Jay,
1996; Brasil, 2001; Smith e Pillai, 2004).

2.5.1.1 Radiagéo gama

Os raios gama séao radiagcbes

eletromagnéticas emitidas pelos ndcleos de
atomos excitados de elementos como o0s
is6topos radioativos de Cobalto-60 ou

Césio-137. Estes tém excelente poder de
penetracdo, diferente dos raios beta, e
possuem energia suficiente para remover dos
atomos os seus elétrons e formar ions ou
radicais livres. Através deste principio, sdo
capazes de destruir certos microrganismos,
pois esses elétrons livres colidem com as
cadeias quimicas das moléculas do material
nucléico dos microrganismos e as quebram.
A energia ionizante pode interagir com 0s

microrganismos por meio de dois

mecanismos: direto e indireto. No caso do

mecanismo direto a acao € direta na cadeia oxigénio,

de &cidos nucléicos do microrganismo,
provocando sua inviabilidade ou
impossibilitando-o de se reproduzir. No
mecanismo indireto, o dano causado ao
material genético ocorre em moléculas
adjacentes ao 4&cido nucléico, mas que
reagem com ele (Jay, 1996; Smith e Pillai,
2004).

Sdo variadas as finalidades do uso da
radiacdo gama. A esterilizacdo de material
médico-hospitalar, odontolégico, de
laboratério, frascos, embalagem de

(alimentos, cosmeéticos, fitotergpicos, etc.) e
a modificacdo de materiais, como a

coloracdo de vidros e tratamento de pedras
preciosas.

O tratamento de alimentos através da
radiacdo gama tem o intuito de reduzir a
contagem bacteriana e aumentar o tempo de
preservacado do produto, sendo um método
muito conhecido, bastante difundido com a
Segunda Guerra Mundial e aprovado no
Brasil desde 1985, por uma legislacdo que
foi revista e ampliada através da Resolucao
RDC rf21 de 26 de janeiro de 2001. Esse
processo fisico consiste em submeter o
alimento, j& embalado ou a granel, a doses
controladas de radiacdo ionizante, com
finalidades sanitarias, fitossanitarias e/ou
tecnolégicas (Halls, 1994; Brasil, 2001,
Smith e Pillai, 2004).

A sensibilidade relativa de diferentes
microrganismos a radiacado ionizante esta
relacionada aos respectivos valores dg D
ou seja, a dose requerida para reduzir 90%
de uma populacdo de microrganismos.
Dessa forma, quanto menor for este valor,
maior a sensibilidade (radiosensibilidade) do
microrganismo. Entretanto, outras
caracteristicas como a carga microbiana no
alimento, a presenca ou auséncia de
a fase de crescimento do
microrganismo e o estado fisico em que o
alimento se encontra (por exemplo,
congelado), interferem na
radiossensibilidade dos microrganismos
(Jay, 1996; Smith e Pillai, 2004).

2.5.2 Oxido de etileno

A exposicdo ao Oxido de etileno é um
método eficaz de esterilizagdo. Entretanto,
devido ao risco relacionado aos efeitos
carcinogénicos e mutagénicos dos residuos,
seu uso tem sido restringido ou, até mesmo,

medicamentos, de alimentos, de farmacos, e proibido em certos paises, como os da Unido
muitos outros € uma delas. Outras Européia.

utilizacbes sdo a  descontaminacao,

desisfestacao e reducdo de carga microbiana
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Outra restricdo é o tempo de 14 dias de
aeracdo forcada para eliminacdo total dos
residuos (Halls, 1994; Satomi, 2005).

Segundo a Portaria Interministeriat482
(16/04/99), o uso de oxido de etileno para
esterilizacao, reesterilizacgéo,

T2-Adicao de azidiol liquido (quatro gotas);
T3-Adicdo de um comprimido de azidiol
nao esterilizado;

T4-Adicdo de um comprimido de azidiol
esterilizado (10 KGy);

T5-Adicdo de um comprimido de azidiol
esterilizado (15 KGy);

reprocessamento ou outros processos de T6-Adicdo de um comprimido de azidiol

reducdo de carga microbiana, estd proibido
em produtos que ndo materiais e artigos
médico-hospitalares (Brasil, 1999).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Coleta das amostras

Durante o periodo de julho a agosto de 2006
foram coletadas 76 amostras de leite cru
(aproximadamente 40ml cada), provenientes
de uma industria de laticinios situada em
Belo Horizonte, Minas Gerais.

As amostras foram coletadas apos
homogeneizacdo do leite nos caminhdes

esterilizado (20 KGy);

T7-Adicdo de um comprimido de bronopol;
T8-Adicdo de um comprimido de azidiol
esterilizado pelo 6xido de etileno (apenas
em 14 amostras).

Em seguida, as subamostras foram
homogeneizadas por agitagdo suave e
acondicionadas em caixa de material
isotérmico com gelo reciclavel. A
homogeneizacdo por agitacdo suave foi
repetida ap6és 30 minutos da adicdo dos
conservantes.

3.2 Identificacdo e
amostras

transporte das

isotérmicos na plataforma de recepgdo. Para A identificagdo das amostras foi feita por

caminh&o pequeno foi feita uma amostragem
com misturas (“pool”) de leites das duas
aberturas do tanque do caminhdo e em
caminhdo duplo (“romeu e julieta”) das trés
aberturas dos tanques. No momento da
coleta a temperatura da mistura foi medida
com um term6metro digital calibrado (Delta
TRAK) e anotada. O volume deste “pool”
foi de aproximadamente 400ml.

Antes de cada amostra ser utilizada, foi
retrada uma aliquota para a andlise de
crioscopia (ITR MK-540).

No laboratério de andlises fisico-quimicas
do proprio laticinio, cada amostra foi

dividida em sete aliquotas de

aproximadamente 40 ml de leite que foram
acondicionadas em frascos de polietileno
estéril com identificacdo. Cada uma destas
subamostras recebeu um tratamento:

T1-Sem adicdo de azidiol (controle);
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etiguetas com cédigos de barra que
caracterizavam o numero da amostra e o
tratamento.

Durante o periodo de coleta, as amostras
foram acondicionadas em caixa de material
isotérmico  contendo gelo reciclavel,
mantendo uma temperatura média de
aproximadamente’C.

Apos o término da coleta, as amostras foram
transportadas de carro diretamente para o
Laboratério de Analise da Qualidade do
Leite e o Laboratério de Microbiologia de

Alimentos, ambos situados na Escola de
Veterinaria da UFMG (EV-UFMG).

3.3 Andlises laboratoriais
Ao chegar & EV - UFMG as amostras foram

direcionadas para as andlises de contagem
bacteriana individual, composicdo, CCS e



contagem padrdo em placas num periodo de 3.3.3 Analise de composi¢cdo e contagem

até 6 horas apoés a coleta.
3.3.1 Contagem Padrédo em Placas (CPP)

No Laboratério de Microbiologia Alimentos
(EV - UFMG) os tratamentos T1 e T2 foram
submetidos a andlise microbiologica de
contagem de microrganismos mesofilos a
32°C+1°C, segundo a técnica descrita pela
American  Public Health  Association
(APHA, 1992). O diluente utilizado foi &gua
peptonada tamponada a 0,1% e o meio de
cultura foi &gar padrdo para contagem
(DIFCO). Todas as amostras foram

de células somaticas do leite

No Laboratério de Analise da Qualidade do
Leite, o tratamento T7 foi analisado no
eguipamento Bentley Combsystem®
(Bentley Instruments®) para composicao
centesimal e contagem de células sométicas,
de acordo com o fabricante (Bentley
Instruments, 1997; Bentley Instruments,
1998), apos calibragdo com amostras padréo
de leite cru de origem canadense.

Esta andlise foi necesséria para certificar que
o leite se encontrava dentro dos padrdes

analisadas em duplicata com pelo menos trés normais para estes parametros, ou seja, teor

diluicdbes cada. Apbés a incubacdo por 48
horas8 horas em estufa as placas contendo
entre 25 e 250 coldnias foram contadas.

3.3.2 Contagem Bacteriana por citometria
de fluxo

Terminado o plagueamento das amostras
relativas aos tratamentos Tl e T2, as

de gordura minimo de 3g/100ml, teor
minimo de proteina de 2,99/100ml e extrato
seco desengordurado minimo de
8,49/100ml, e contagem de células
somaticas maxima de 1,0 x°1€élulas/ml,

de acordo com os valores preconizados na
IN-51 (Brasil, 2002). Juntamente com o
indice crioscépico essas andlises
aumentaram as chances de rastrear possiveis

respectivas aliguotas destas amostras foramamostras fraudadas, como por exemplo, por

processadas no Laboratério de Andlise da
Qualidade do Leite, onde juntamente com as
amostras relativas aos tratamentos T3, T4,
T5, T6 e T8 foram submetidos a andlise de
contagem bacteriana no equipamento
Bactocount IBC 150® (Bentley
Instrument8) (Bentley Instruments, 2002).
Este equipamento realiza a contagem
individual de bactérias pelo método de
citometria de fluxo.

Estas andlises também foram feitas em
duplicata, utilizando-se um comando no
software do equipamento que permite que

adicdo de agua e/ou reconstituintes, ou
amostras provenientes de coletas mal
homogeneizadas.

3.4 Andlise Estatistica

3.4.1 Contagem bacteriana por citometria
de fluxo

Para analisar as diferengas estatisticas entre
as medias dos diferentes tratamentos das
amostras de leite cru refrigerado (adicdo de
conservante azidiol comprimido submetido
ou ndo a diferentes processos de

duas aliquotas de cada subamostra sejamesterilizacdo), o delineamento utilizado foi

analisadas num mesmo lote.

A contagem individual de bactérias €
transformada em Unidades Formadoras de
Colbnia (UFC/ml) por meio de uma curva de

inteiramente casualizado e as médias
comparadas segundo o teste de Duncan, com
95% de intervalo de confianca. Os
resultados originais de unidades formadoras
de colénia/ml  (UFC/ml) obtidos pelo

regressao linear, gerada de forma automatica equipamento eletrénico ou pela contagem

apos a calibracdo do equipamento (Bentley
Instruments, 2002).

padrdo em placas foram transformados em
logaritmo na base 10 (log) (Sampaio, 1998).
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3.4.2 Contagem padrédo em placas (CPP) variagbes de composicdo sédo perfeitamente
normais e estdo relacionadas a fatores
Para analisar a possibilidade de substituir o genéticos, fisiolégicos e ambientais
método de referéncia de contagem padrdo (Harding, 1995). A utilizacdo de amostras
em placas, realizado com amostras de leite idéneas previne possiveis interferéncias nas
cru, pelo método de referéncia modificado, respostas das amostras estudadas. No caso
realizado com amostras de leite cru da homogeneizacdo incorreta da amostra,
adicionadas do conservante azidiol, utilizou- segundo Jackson (1981), é possivel coletar
se 0 modelo de regresséo linear (MINITAB maior ou menor teor de gordura que pode
12). No eixo X considerou-se a “técnica carrear maior ou menor quantidade de
padrao” (método de referéncia) e no eixo Y microrganismos, respectivamente.
a “técnica modificada” a ser testada:
Yi=by+bx +e Pela andlise das médias dos logaritmos de
UFC/ml, verificou-se que ndo houve
diferengca estatistica significativa (p>0,05)
4. RESULTADOS E DISCUSSAO entre as amostras adicionadas de diferentes
formas do conservante azidiol (tratamento
Todas as amostras chegaram ao laticinio com azidiol liquido, comprimido e
com temperatura igual ou inferior a 10°C e comprimido irradiado) (Figura 2). Os
aquelas com indice crioscopico acima de valores das medias e desvios padrdo das
0,530°H foram desconsideradas e a maioria contagens bacterianas se encontram na
dos resultados encontrados de composigédo e Tabela 2.
de contagem de células somaticas (CCS)
esteve de acordo com aqueles estabelecidosLeite (2006) também ndo constatou
pela IN-51/2002 (Brasil, 2002) (Tabela 1). diferenca  significativa  (p>0,05) nas
Exceto por uma Unica amostra com valor de contagens bacterianas utilizando o mesmo
CCS um pouco acima de ®l€els/ml e sete equipamento, em seis amostras de leite cru
amostras (9,2%) com valor de ESD abaixo conservadas com o azidiol liquido e com o
de 8,49/100mg, provavelmente por causa azidiol comprimido ndo esterilizado,
dos valores relativamente baixos encontrando médias semelhantes a esse
encontrados para o teor de lactose nessasestudo e desvio-padrdao um pouco maiores:
amostras_(4,49/100g) e, no caso de uma das 5,68+1,01 e 5,768,99 log UFC/ml,
amostras, também CCS elevada (1,4°x10 respectivamente. O comprimido de azidiol
cels/ml). Segundo Harding (1995), no leite contém uma concentracdo final de 4,79mg
de bovinos, os teores de lactose relatados nade azida sodica e 0,2mg de cloranfenicol,
literatura variam de 4,8 a 4,9%. Em Minas equivalente a 130uL gotas de azidiol
Gerais, num estudo utilizando 50.434 liquido. Esta equivaléncia de principio ativo
amostras, os valores médios e desvios- € a boa solubilidade da formulag&o testada
padrdo encontrados para ESD e lactose resultaram em igualdade entre os
foram de, respectivamente, 8,6924 e tratamentos com azidiol liquido e
4,5140,12 g/100g (Fonseca, 2005). Mas, os comprimido por até 10 dias de estocagem da
valores em desacordo com a IN-51/2002 ndo amostra sob refrigeracéo (Leite, 2006).
foram considerados suspeitos, pois estas
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Tabela 1.Médias dos resultados de composi¢do (gordura, ipegtéactose, extrato seco total e extrato
seco desengordurado) e de contagem de célulasicasn@CS) de 76 amostras (n) de leite cru colhidas
em caminhdes-tanque analisadas em equipamentonétetre os respectivos padrbes estabelecidos na
IN-51/2002 (MAPA)

Variaveis analisadas n Médiatlesvio padrdo Minimo Maximo Padrdo estabelecido
IN- 51
Gordura (g/100g) 76 3,6440,18 3,20 4,18 >3
Proteina (g/100g) 76 3,1841 2,86 3,35 29
Lactose (g/100g) 76 4,4740,08 4,25 4,61 Sem padréo
Extrato seco total (g/100g) 76 12,1027 11,46 12,78 Sem padréo
Extrato seco desengordurado (g/101 76 8,5540,17 8,11 8,90 >8,4
CCS (cels/ml) 76 4,64x%91,9x10 1,9x10 1,4x10 <1,0x10

Tabela 2. Médias e desvios-padrao dos resultadosoaiagem microbiana por citometria de fluxo,
valores reais (UFC/ml x 1000) e transformados &g-/ml) em 76 amostras de leite cru, em funcéo do
tipo de tratamento (adigdo ou ndo de conservadmbz

Tratamento n Média (UFC/mI) Média (log UFC/ml)
+ desvio padrao + desvio padrao
Valores reais (x 1000) Dados transformados
Sem conservante 76 2.557#.023 6,17°+0,56
Azidiol liquido 76 9484905 5,68 + 0,60
Azidiol comprimido ndo esterilizado 76 1.176+1.094 5,80° + 0,56
Azidiol comprimido 10 76 1.2174.148 5,8¢ + 0,58
Azidiol comprimido 15 76 1.155+1.117 5,77 + 0,59
Azidiol comprimido 20 76 1.222%.142 5,8¢ + 0,59

AB Médias seguidas de letras iguais na mesma colimdiferem entre si, pelo teste de Duncan (p>0,05).

A substituichio do conservante azidiol coleta e envio de amostras para contagem
liquido pelo comprimido elimina a etapa de bacteriana. Dessas, 100 amostras ndo foram
producdo do azidiol liquido nos proprios adicionadas de azidiol, 52 continham azidiol
laboratérios da RBQL, tornando a fase de em excesso, 16 foram adicionadas de pouco
preparacdo das amostras mais rapida paraconservante e cinco foram adicionadas de
serem enviadas aos laticinios e diminuindo o azidiol e bronopol. A solugdo imediata para
tempo de permanéncia do carreteiro nas estas ndo conformidades, que tém impacto
propriedades. Além disso, sdo reduzidas as nos resultados, € o uso do conservante
chances de contaminagdo da amostra de leiteazidiol na forma sélida (Fonseca, 2005).
e do proprio leite que esta sendo coletado
dos tanques de refrigeracdo, pela Apesar do tratamento com azidiol
manipulacdo excessiva do produto na forma comprimido ndo esterilizado (CO) ter sido
liqguida e aumenta o prazo de validade do estatisticamente igual aos outros, ndo seria
azidiol na forma de comprimido para mais adequada a recomendacdo do uso deste sem
de um més, gerando menos danos o processo de esterilizacdo, ja que em
ambientais e perdas com dosagem excessiva.condicbes normais de obtencdo e envase
ocorre muita manipulacdo, podendo tornar-
De acordo com Fonseca (2005), das 50.434 se uma potencial fonte de contaminacdo do
amostras de leite provenientes de tanques leite. No entanto, o uso do comprimido
refrigeradores de Minas Gerais analisadas no irradiado a 10 KGy (C10) garante a assepsia
Laboratério de Analises da Qualidade do do comprimido e do frasco e a baixa dose de
Leite (EV-UFMG), durante o periodo de radiagdo evita possiveis modificacbes na
dezembro de 2003 a janeiro de 2005, foram estrutura do comprimido, assim como dos
detectadas pelo menos 3.281 ndo componentes ativos.
conformidades relacionadas ao protocolo de
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Figura 2. Médias das contagens bacterianas por citometridlud® em 76 amostras de leite cru
refrigerado sem conservante (SC), adicionadas ddioaZiquido (AL), azidiol comprimido néo
esterilizado (CO) e azidiol comprimido irradiadd.(ZC15 e C20)

Nesse trabalho, testou-se também a O uso do comprimido esterilizado por 6xido

possibilidade de esterilizar o comprimido de
azidiol pela injecdo de gas de Oxido de
etileno (COE). Do total de 76 amostras, 14
receberam o tratamento 8 (COE) e foram
analisadas pelo equipamento eletrénico
Bactocount IBC 15D e os resultados foram

de etileno também pode ser uma alternativa.
Porém, mesmo este método podendo ser

empregado em produtos médico-
hospitalares, materiais de laboratérios,
embalagens, substéncias farmacéuticas,

dentre outros (Brasil, 1999), é relevante o

comparadas com o0s outros tratamentos de fato de o éxido de etileno ser altamente
esterilizacdo ou ndo (CO, C 10, C15 e C20) e toxico, cancerigeno e mutagénico (Halls,
com o tratamento controle (AL). Pela andlise 1994). Embora o éxido de etileno ndo esteja
das médias dos logaritimos de UFC/ml, ndo mais presente apds o0 processo de
verificou-se diferenca estatistica  esteriliza¢do por ser volatil.

significativa (p>0,05) entre os tratamentos

(Tabela 3 e Figura 3).

Tabela 3. Médias e desvios-padrédo dos resultadosrdagem bacteriana por citometria de fluxo, \edor
reais (UFC/ml x 1000) e transformados (log UFC/em) 14 amostras de leite cru em funcéo do tipo de
tratamento (comprimidos de azidiol esterilizadosnaa)

Tratamento n Média (UFC/ml) Média (log UFC/ml)
+ desvio padrao + desvio padrao
Valores reais (x 1000) Valores transformados

Azidiol liquido 14 730642 5,61°+0,55

Azidiol comprimido n&o esterilizado 14 88749 5,74 +0,51
Azidiol comprimido esterilizado 6xido etileno 14 790+727 5,69 + 0,49
Azidiol comprimido irradiado 10KGy 14 899414 5,74 + 0,53
Azidiol comprimido irradiado 15KGy 14 878807 5,72 +0,54
Azidiol comprimido irradiado 20KGy 14 913441 5,74+ 0,54

A Médias seguidas de letras iguais na mesma colundifeiem entre si, pelo teste de Duncan (p > 0,05)
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Figura 3. Médias das contagens microbianas pomeitta de fluxo em 14 amostras de leite cru
refrigerado adicionadas de azidiol liquido (AL),déa comprimido ndo esterilizado (CO) e azidiol
comprimido esterilizado pelo 6xido de etileno (C@Hela radiacdo gama (C10, C15 e C20)

Ainda nesse experimento, as amostras de Porém, através de uma analise de correlagéo,
leite cru sem conservantes e as adicionadas concluiu-se que essa € alta, como pode ser

de azidiol liquido foram plaqueadas segundo
0 método de referéncia para contagem de
microrganismos aerébios mesdfilos (APHA,
1992) totalizando 53 amostras (amostras
descartadas referem-se a  contagens
superiores a 250 ou inferiores a 25 colénias
ou contaminadas). Os resultados obtidos
utiizando a “técnica padrdo” que utiliza
leite cru sem conservante foram comparados
com os obtidos pela “técnica modificada”,
utilizando o leite adicionado de azidiol e as
médias e desvios-padrdo podem ser
observados na Tabela 4.

Através de uma curva de regressao linear,
para analisar a possibilidade de substituicdo
da “técnica padrdo” pela “técnica
modificada” chegou-se a seguinte formula
(baseada enf; = by + byx; + g):

log UFC/ml (“técnica modificada”) = 1,31+
0,733 log UFC/ml (“técnica padréo”)

A analise mostrou que as duas técnicas sado

diferentes, j& quekfoi diferente de zero.

observado nas curvas de tendéncia (Figura
4). A correlagcdo € maior ainda quando se
exclui os valores de contagem microbiana na
“técnica padrdo” maiores que 1.000.000

UFC/mL (Figura 5).

Numa pesquisa semelhante realizada por
Kaluwa (2006) testou-se além do tratamento
com azidiol um segundo com o conservante
acido borico. Através da analise de
variancia, do teste de Newman-Keuls e do
coeficiente de correlagéo foram encontrados
resultados estatisticamente iguais (p>0,05)
na técnica de contagem padrdo em placas
comparando-se amostras de leite cru sem
conservantes com amostras de leite cru
adicionadas de conservantes (azidiol ou
acido bdrico). Para o autor a pesquisa foi
realizada com poucas amostras, mas esta de
acordo com os resultados obtidos por outros
pesquisadores (Kaluwa, 2006).
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Tabela 4. Médias e desvios-padrao dos resultadesmtagem de microrganismos mesofilos aerébios,
pelo método de contagem padrao em placas (APHA?)198lores em log UFC/ml de 53 amostras de
leite cru refrigerado em fungédo do tipo de trataim&eem conservante/"técnica padrdo” e com azidiol
liquido/"técnica modificada”)

Tratamentos n Média (log UFC/mI) +desvio padrao
Sem conservante 53 6,49¥1
Azidiol liquido 53 6,080,64

8,00

7,50

7,00

6,50

6,00

5,501

5,00

4,50

Contagem microbiana (log UFC/mL)

4,00 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T TN T T T T T T T T T T T T T
1 5 9 183 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53

Amostras de leite

LEGENDA: “Técnica padrao”

_ __"Técnica modificada”

Figura 4. Linhas de tendéncias dos resultados miagem microbiana pelo método de contagem padréo
em placas (APHA, 1992) de 53 amostras de leiter@fnigerado sem conservante (“técnica padrdo”) e
com adicao de azidiol liquido (“técnica modificapla”
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Contagem microbiana (log UFC/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14

Amostras de leite

LEGENDA: “Técnica padrao”

_ __"Técnica modificada”

Figura 5. Linhas de tendéncias dos resultados mtagem microbiana (valores até 1.000.000 UFC/mL)
pelo método de contagem padrao em placas (APHA)1#914 amostras de leite cru refrigerado sem
conservante (“técnica padréo”) e com adi¢do deaziduido (“técnica modificada”)

5. CONCLUSOES

Ha viabilidade técnica para a substituicdo do O uso das amostras com azidiol para
conservante azidiol liquido pelo azidiol contagem padrdo em placas (APHA, 1992) é
comprimido nas amostras de leite cru para a uma alternativa para realizar a calibragao
andlise de contagem bacteriana do leite por semanal do equipamento visando a
citometria de fluxo. contagem microbiana por citometria de
fluxo, porém maiores estudos sao
Para assegurar esterilidade comercial, é necessarios para estabelecer melhor esta
recomendavel que o azidiol na forma de correlagdo ja que a analise de regresséo
comprimido seja esterilizado dentro do linear encontrada nesse trabalho mostrou
frasco, com radiacbes gama de 10 KGY, que as técnicas sdo diferentes apesar da alta
evitando maiores manipulages durante a correlagao, principalmente em contagens
coleta da amostra e ndo expondo o menores do que 1.000.000 UFC/mL.
comprimido a altas doses de radiacdo. A
esterilizacdo do comprimido por éxido de
etileno também é viavel.
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ANEXOS

Anexo 2. Algumas diferengas nos processos de legsigdo por radiagdo gama, oxido de
etileno e vapor.

Variaveis Tipo de esterilizacdo
Radiacdo gama Oxido de etileno Vapor
Estrutura Sem restricbesNao atinge cavidades fechaddsao atinge cavidades
do produto Penetram em todas paste gads € um esterilizante |dechadas, o vapor é um
porcdes do produto | superficie esterilizante de superficie
Embalagem Sem restrigfes. N

materiais e selos

&ecessita material permeavel

exerce danos sobrem

segundo  processo

dudecessita material permeéyel
deu um segundo processo |de

o esforgo de pressao

embalagem, além de previsédo|@mbalagem, além de previsdo
expansdo da embalagem.

selos tém de suportar o vacuo|@s selos tém de suportar| o

@s expansdo da embalagem.

vacuo, o esfor¢o de pressaole a
umidade

esterilizacédo

toxicos

Parametros a | Tempo Concentracdo de gas, vaqu@cuo, pressdo, temperatura,
serem controlados temperatura, umidade relativajmidade relativa, tempo
durante o processo tempo

Periodo de Nao 5-14 dias 7-14 dias
quarentena
Tratamento pés- | Nao

Aeracdo para remover prody

t&ecagem do produto

Fonte:

Adaptado do

boletim

Embrarad

http://www.embrarad.com.br/radacao_comp.asp

nO

21, dispeni

em

Anexo 3. Conservantes de amostras de leite crunddas as analises laboratoriais de
composi¢do, CCS e CBT

Azidiol comprimido néc

irradiado

Azidiol liquido

Bronopo
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Anexo 4. Resultados de contagem de microrganismesofitos aerdbios, pelo método de
contagem padrao em placas, valores em log UFC/BBdamostras de leite cru refrigerado em
funcéo do tipo de tratamento (sem conservanteftéquadrédo” e com azidiol liquido/"técnica

modificada”)

Numero da amostra | Técnica padrao (Log UFC) Técnica modificada (Log UFC)
1 5,09 4,89
2 511 5,15
3 5,13 4,78
4 5,14 4,90
5 5,35 5,12
6 5,43 5,02
7 5,45 5,10
8 5,62 5,60
9 5,72 5,10
10 5,88 5,70
11 5,91 5,85
12 5,93 5,83
13 5,94 5,60
14 5,97 5,98
15 6,01 5,90
16 6,07 5,99
17 6,10 5,69
18 6,12 5,93
19 6,23 5,80
20 6,30 5,87
21 6,40 6,07
22 6,41 5,76
23 6,41 5,81
24 6,48 5,88
25 6,49 6,12
26 6,49 6,25
27 6,52 6,14
28 6,53 6,19
29 6,58 6,28
30 6,74 6,52
31 6,74 7,05
32 6,80 6,39
33 6,82 6,21
34 6,99 6,78
35 6,99 6,69
36 7,03 6,66
37 7,04 7,59
38 7,07 6,41
39 7,07 6,67
40 7,08 6,55
41 7,09 6,13
42 7,17 6,67
43 7,18 6,64
44 7,23 6,76
45 7,26 6,66
46 7,26 6,92
47 7,30 5,78
48 7,32 6,26
49 7,33 6,02
50 7,33 7,17
51 7,45 6,76
52 7,48 7,09
53 7,53 5,72

Média + Desvio padréo 6,49 +0,71 6,08 40,64
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