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RESUMO

DIFERENTES METODOS E TEMPOS DE CONSERVAQAO DE AMOSTRAS DE
LEITE CRU PARA DETERMINACAO DA COMPOSICAO FISICO-QUIMICAE
QUALIDADE MICROBIOLOGICA

O presente estudo foi realizado objetivando comparar trés métodos de conservacao
(sem adicdo de conservante, azidiol e bronopol), na conservacdo de leite cru destinado a
analise de contagem bactéria total (CBT) pelo método de contagem padrdo em placas,
composic¢do centesimal (gordura, proteina, lactose, sélidos totais e sélidos desengordurados),
pH e do ponto de congelamento do leite. O trabalho também objetivou estudar a influéncia do
periodo de armazenamento (dias), temperatura (refrigerado e ndo refrigerado) e a qualidade
microbiologica inicial de amostras de leite cru. Foi utilizado delineamento em blocos
casualizados com arranjo fatorial de 3 (métodos) x 2 (temperaturas) x 5 (tempos). A CBT foi
influenciada pelo conservante, pois aos sete dias de armazenamento a amostra sem
conservante apresentou maior CBT. Nas amostras com bronopol sem refrigeracdo houve
reducdo gradual de CBT. Observou-se que as amostras conservadas com azidiol,
independente da temperatura de armazenagem, reduziram a CBT ao longo do tempo. A
temperatura influenciou o teor de gordura (P<0,001. Os teores de proteina, lactose, sélidos
desengordurados e densidade média do leite foram influenciados pelo tipo de conservante e
dias de armazenamento (P<0,001). O pH foi influenciado pelo tipo de conservante e pelos
dias de armazenamento (P<0,001). Para analises de CBT, o uso de azidiol, independente de
refrigeracdo ou armazenagem, € o método mais adequado para manter as caracteristicas
originais do produto. A partir do primeiro dia de armazenamento das amostras ocorre
aumento dos teores medios de proteina, lactose e solidos desengordurados em relacdo aos
quantificados no dia da coleta. Por outro lado, a CBT foi alterada de forma isolada pela CBT
inicial, temperatura de armazenamento e dias de armazenagem (P<0,001). Houve aumento da
CBT de acordo com os dias de armazenamento, uma vez que até o primeiro dia de
armazenamento os valores aumentaram, ja a partir do segundo dia de armazenamento a CBT
comecou a reduzir. Nos teores de gordura, houve apenas efeito de CBT inicial e temperatura
de armazenamento (P<0,001). Nos percentuais de proteina houve efeito de dias de
armazenamento, a proteina aumentou até o primeiro dia de armazenamento, onde estabilizou
até 7 dias de armazenamento. Lactose foi alterada pela CBT inicial e pelos dias de
armazenamento (P<0,001), teor de lactose aumentou até o primeiro dia de armazenamento,
onde estabilizou até o sétimo dia. O teor de ST foi alterado pela CBT inicial, temperatura e
dias de armazenamento (P<0,001), amostras com alta CBT inicial apresentaram maiores
teores de ST. O teor de SD foi alterado apenas pela CBT inicial e pelos dias de
armazenamento (P<0,001). O pH foi alterado pela CBT inicial, temperatura e dias de
armazenamento. Para anélise de CBT, o uso de azidiol como conservante € dependente do uso
de refrigeracdo durante a armazenagem para manter as caracteristicas microbiolégicas mais
estaveis ao longo de sete dias de armazenamento. Para analises de composicao fisico-quimica,
a partir do primeiro dia de armazenamento das amostras, ocorreu aumento dos teores de
proteina, lactose e solidos desengordurados do leite, em relacdo aos teores observados quando
guantificados no mesmo dia da coleta do leite.

Palavras-chave: azidiol, bronopol, contagem bacteriana total, qualidade do leite



ABSTRACT

DIFFERENT METHODS AND TIMES OF MILK SAMPLES OF CONSERVATION
RAW FOR DETERMINATION OF PHYSICOCHEMICAL COMPOSITION AND
QUALITY MICROBIOLOGICAL

The present study aimed to compare three methods of conservation (no added
preservative, azidiol and bronopol), conservation of raw milk for total bacteria count analysis
(TBC) for the standard counting method plating, chemical composition (fat, protein, lactose,
total solids and fat solids), pH and freezing of milk. The research also aimed to study the
influence of the storage period (days), temperature (cooled and uncooled) and the initial
microbiological quality of raw milk samples. It was used a randomized block design with
factorial arrangement of 3 (methods) x 2 (temperature) x 5 (times). The TBC was influenced
by the preservative, since after seven days of storage the sample without preservative had
greater TBC. In the unrefrigerated samples with bronopol there was a gradual reduction of
TBC. It was observed that the samples preserved with azidiol, regardless of storage
temperature, TBC reduced over time. The temperature affected the fat content (P <0.001).
The protein, lactose, solids and milk medium density were influenced by the type of
preservative and storage days (P <0.001). The pH was influenced by the type of preservative
and the storage days (P <0.001). For TBC analysis, the use of azidiol, independent of
refrigeration or storage, is the most appropriate method to maintain the original characteristics
of the product. From the first day of storage of the samples, there was an increase of the
average levels of protein, lactose and degreased solids in relation to the quantified on the
collection day. On the other hand, the TBC was changed isolated by the initial TBC, storage
temperature and storage days (P <0.001). There was an increase of TBC according to the days
of storage, since until the first day of storage values increased already from the second day of
storage TBC started to reduce. In fat content, there was only initial TBC effect and storage
temperature (P <0.001). In the protein percentage there was the effect of days of storage, the
protein increased until the first day of storage, where it stabilized until 7 days of storage.
Lactose was amended by initial TBC and the storage days (P <0.001), lactose increased until
the first day of storage, which stabilized until the seventh day. The total solids (TS) content
was amended by initial TBC, temperature and storage days (P <0.001), samples with high
TBC showed higher initial TS levels. The SD content was changed only by the initial TBC
and the storage days (P <0.001). The pH was amended by initial TBC, temperature and days
of storage. For TBC analysis, using azidiol preservative is dependent on the use of
refrigeration during storage to maintain more stable microbiological characteristics over seven
days of storage. For analysis of physical and chemical composition, from the first day of
sample storage, there was an increase of protein, lactose and fat solids of milk, compared to
levels observed when quantified in the same day of collection of milk.

Keywords: azidiol, bronopol, total bacterial count, milk quality
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1 INTRODUCAO

Atualmente o regulamento técnico vigente de producdo, identidade, qualidade, coleta e
transporte de leite é a Instrucdo Normativa n° 62 (IN 62), de 29 de dezembro de 2011, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). O regulamento técnico de
identidade e qualidade de leite cru refrigerado, estabelece teor minimo de gordura de 3%;
proteina total minimo de 2,9%; extrato seco desengordurado (ESD) de 8,4%; unidade
formadora de colénia méaximo 300.000/ml e contagem de células somaticas maximo
500.000/ml, sendo este requisito microbioldgico e de células somaticas para o periodo de 01
de julho de 2014 a 30 de junho de 2016, nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste (MAPA,
2011).

Com base na IN 62, empresas do setor de laticinios estdo trabalhando e remunerando o
produtor pela qualidade do leite produzido, pois a normativa prevé valores tanto para a
composicdo fisico-quimica quanto para os constituintes microbiol6gicos (contagem bacteriana
total (CBT)) e de contagem de células somaticas (CCS). Os constituintes fisico-quimicos do
leite sdo influenciados pela estacdo do ano, fase produtiva da vaca e principalmente pela
nutricdo do rebanho leiteiro. A CCS e a CBT sdo ferramentas utilizadas para avaliar a satde
da glandula maméria, higiene de ordenha, eficiéncia de armazenagem e condi¢cdes de
transporte. Assim, as analises de composi¢do do leite, bem como as de CBT e CCS tornam-se
ferramenta indispensavel no gerenciamento das propriedades leiteiras, resultando em maior
lucratividade da atividade devido ao pagamento pela qualidade do produto e direcionam a
qualidade do leite recebido nas industrias de laticinios.

A IN 62 determina também que o setor de laticinios efetue com periodicidade minima,
uma andalise mensal para CBT, CCS e composicdo. Essas devem ser realizadas em uma
unidade operacional da Rede Brasileira de Laboratorios para Controle da Qualidade do Leite,
independente das analises efetuadas pelo controle de qualidade interno. Ainda a IN 62 salienta
que as amostras devem ser transportadas em caixas térmicas higienizveis, na temperatura e
demais condicBes recomendadas pelo laboratério que procedera as analises (MAPA, 2011).

De acordo com Cassoli et al. (2010), o Brasil difere-se de muitos paises que utilizam
somente a refrigeracdo como método de conservagédo das amostras, devido a possibilidade de
analise em tempo inferior a 48 horas. Desta forma, no pais faz-se necessario a adigdo de
conservantes nas amostras destinadas as analises de qualidade do leite, devido a grande

extensdo territorial do pais e também ao grande nimero de propriedades leiteiras.
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Mediante ao exposto, as principais estratégias utilizadas pelos laboratérios na
conservacao das amostras € a adicdo de conservantes quimicos podendo ser associados ao
resfriamento das amostras. Segundo diversos autores (MONARDES et al., 1996; GONZALO
et al., 2004; SANCHEZ et al., 2005) o principal conservante utilizado na conservagio das
amostras para a analise de composi¢édo fisico e quimica é o bronopol. Em relagcdo a CBT, o
principal conservante de amostras de leite cru, atualmente é o azidiol, podendo a amostra ser
analisada até sete dias ap0s a coleta se mantida a temperatura de 7°C, sem congelamento e
sem aquecimento (CASSOLI et al., 2010).

Desta forma, este estudo foi realizado objetivando comparar trés métodos de
conservacao (sem adicdo de conservante, azidiol e bronopol), na conservacdo de leite cru
destinado a analise de CBT pelo método de contagem padrdo em placas, composicdo
centesimal (teores de gordura, proteina, lactose, solidos totais e solidos desengordurados), pH
e do ponto de congelamento do leite. O trabalho também teve como objetivo estudar a
influéncia do periodo de armazenamento (dias), temperatura (refrigerado e néo refrigerado) e

a qualidade microbioldgica inicial de amostras de leite cru.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producéo de leite no Brasil

Em 2014 a producdo nacional de leite foi de 35,17 bilhdes de litros, apresentando-se
2,7% superior & producdo de leite registrada no ano de 2013 (IBGE, 2015). Considerando o
cenario mundial no ano de 2014, o Brasil ocupou a quinta posi¢do no ranking, ficando atras
da Unido Européia, india, Estados Unidos e China (USDA, 2015).

A regido Sul, representada pelo Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parang, no ano de
2014, pela primeira vez na série de dados, foi a regido com maior producgdo, representando
34,7% da producdo nacional, desbancando a historica regido Sudeste que, neste ano,
representou 34,6% da producdo de leite do Brasil (IBGE, 2015). O estado de Minas Gerais
manteve-se como maior produtor no ano de 2014, com produgéo de 9,37 bilhdes de litros. O
Rio Grande do Sul colocou-se como o segundo estado maior produtor, seguido pelo Parana.
Os municipios de Castro (PR), Piracanjuba (GO) e Patos de Minas (MG), tiveram destaque
em termos municipais na producéo de leite (IBGE, 2015).

A regido Sul além de ser a regido mais produtora, também apresentou a maior
produtividade nacional (2.789 litros/vaca/ano), sendo maior que a média da producéo de leite
no Brasil (1.525 litros/vaca/ano), que apresentou um crescimento de 2,2% quando comparada
a produtividade de 2013 (1.492 litros/vaca/ano). O Rio Grande do Sul apresenta atualmente a
maior produtividade de leite do Brasil, com 3.034 litros/vaca/ano, seguido este de Santa
Catarina e Parana com 2.694 e 2.629 litros/vaca/ano, respectivamente. Os municipios
brasileiros que apresentaram as trés maiores médias de produtividade em 2014 foram: Araras
(SP), Castro (PR) e Carlos Barbosa (RS) (IBGE, 2015).

Em contraponto ao expressivo aumento na producdo de leite no Brasil, no periodo
entre 2000 e 2010, o pais se destacou pelo elevado nimero de fazendas que abandonaram a
atividade leiteira. Cerca de 3,2% dos produtores deixaram a atividade leiteira e passaram a
exercer outras atividades agropecudarias. Neste mesmo periodo, entre 0s maiores produtores
mundiais o Brasil apresentou-se em primeiro lugar em crescimento na quantidade de vacas
por fazenda (5,3% ao ano) e o primeiro em crescimento relativo da producdo por

estabelecimento. Devido ao fato de que a indicacdo de tecnologia de produgdo (genética,
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nutricdo e manejo) vem evoluindo, o Brasil ocupa o quarto lugar com maior crescimento em
producgéo por vaca (EMBRAPA, 2011).

De acordo com Zoccal et al. (2011), a pecuéria leiteira no Brasil apresenta duas
caracteristicas marcantes; a primeira é que a producdo ocorre em todo o territorio nacional, e a
segunda € a ndo existéncia de um padrdo de producdo. A diversidade dos sistemas de
producdo de leite € muito grande e ocorre em todos os estados do pais; existem propriedades
de subsisténcia, sem nenhum tipo de técnica e com producéo diaria menor que 10 litros, até
produtores comparaveis aos mais competitivos mundialmente, usando tecnologias avancadas
e com producéo superior a 60.000/litros/dia.

Ainda segundo os mesmos autores, no pais observa-se existéncia de um grande
nimero de estabelecimentos que desenvolvem a atividade leiteira em condigdes ainda
precérias, onde os produtores, com volume muito baixo de producdo, praticam um tipo de
exploracdo muito aquém do que é a expectativa de um sistema eficiente e sustentavel, mesmo
existindo no Brasil tecnologias desenvolvidas e adaptadas as condi¢6es climaticas, que podem

mudar a situacdo desse perfil de produtores (ZOCCAL et al., 2011).

2.2 Constituintes e qualidade do leite

O leite, de maneira geral, € um produto da secrecdo mamaria de todos mamiferos, que
tem a funcéo bioldgica de fornecimento de nutrientes e prote¢do imunolégica para o neonato.
Além dessas funcdes biologicas, o leite ainda oferece diversas possibilidades de
processamento industrial para obtencdo de produtos destinados a alimentagdo humana
(SANTOS e FONSECA, 2007).

De acordo com o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de
Origem Animal (RIISPOA) no artigo 475, leite € o produto oriundo de ordenha completa,
interrupta, em condices de higiene, de vacas sadias, bem alimentas e bem descansadas
(MAPA, 1952).

De maneira mais detalhada, o leite € uma combinacdo de diversas substancias em
agua, como: suspenséo coloidal de micelas de caseina ligadas a calcio e fésforo; emulsdo de
gldébulos de gordura e vitaminas lipossoluveis; solugéo de lactose, proteinas solGveis em agua,
sais minerais e vitaminas hidrossoltveis (SANTOS e FONSECA, 2007). Desta forma entdo, a
agua é o componente mais abundante do leite, onde se encontram as solugdes acima descritas.

Alguns minerais encontram-se na solugdo ibnica; a lactose e a albumina aparecem como
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solucdo verdadeira; a caseina e os fosfatos no estado de dispersdo coloidal e a gordura
encontra-se na forma de pequenos globulos dispersos, e assim constituindo uma emulsdo
(TRONCO, 2013).

De acordo com Tronco (2013), os termos sélidos totais (ST) ou entdo extrato seco
total (EST) compreendem-se os componentes do leite, com exce¢do da agua e esse encontra-
se num percentual médio de 12,7%. Sdlidos ndo-gordurosos (SNG) ou extrato seco
desengordurado (ESD), entende-se todos constituintes do leite, subtraindo-se o percentual de
agua e o teor de gordura e, desta forma, apresenta 9,1% na composicdo do leite. A IN 62
determina que o extrato seco desengordurado apresente requisito minimo de 8,4 g para cada
100 g (MAPA, 2011).

A gordura do leite encontra-se na forma de emulsao de glébulos graxos e esta presente
numa proporcao de 3,5%. A gordura em maior parte € constituida por triglicerideos (97-98%),
e em menores quantidades, na forma de esterdis, acidos graxos livres e fosfolipidios. Os
glébulos encontram-se envoltos por uma membrana de natureza proteica na qual, ficam
aderidos os fosfolipidios, proteinas e outras substancias (TRONCO, 2013).

Ainda, o leite bovino apresenta cerca de 3,2 a 3,5% de proteina na sua constituicéo,
sendo que, 95% dos compostos nitrogenados ocorrem como proteina e 5% como compostos
nitrogenados ndo-proteicos. Aproximadamente 80% do nitrogénio proteico do leite é
constituido pela caseina e os demais 20% por proteinas do soro (TRONCO, 2013). De acordo
com Santos e Fonseca (2007), a fracdo de compostos nitrogenados ndo-proteicos (NNP), que
compde aproximadamente 5% do total de nitrogénio do leite, sdo sobretudo de origem
sanguinea, que incluem principalmente substancias como a ureia, creatina e a creatinina.

A lactose é encontrada totalmente em solucdo verdadeira na fase aquosa do leite,
tratando-se de um dissacarideo formado por glicose e galactose e apresenta-se numa
proporcao de aproximadamente 48 gramas/litro (TRONCO, 2013).

A lactose, conforme Santos e Fonseca (2007) € o principal carboidrato encontrado no
leite e ainda e o principal determinante do volume de leite produzido. A lactose representa
50% da pressdo osmotica do leite e assim, juntamente com ions de sodio, cloro e potassio,
exercem papel fundamental no controle da pressdo osmética na glandula maméria, entdo,
quando ocorre reducdo da concentracdo de lactose, como na mastite, existe uma compensacao
pelo aumento da concentracdo de minerais soltveis no leite. A secregédo de lactose dentro do
limen alveolar estimula a passagem de agua, efetuando importante controle do volume de
leite, onde cada micrograma de lactose é capaz de arrastar aproximadamente dez vezes o seu

peso em agua.
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Os minerais presentes no leite, representam cerca de 0,6 a 0,8% do seu peso. Dentre 0s
minerais encontrados, o célcio e o fosforo encontram-se ligados a caseina na forma de um
complexo de fosfocaseinato de calcio. Além do calcio e do fosforo, também sdo encontrados
no leite em quantidades bastante reduzidas o sodio, potassio, magnésio, fldor, iodo, enxofre,
cobre, zinco, ferro, etc. O leite ainda contém vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) e
lipossolveis (B e C), aléem de enzimas naturais como as lilases, peroxidases, catalase,
fosfatase, etc (TRONCO, 2013).

2.3 Qualidade microbioldgica do leite

O leite torna-se um excelente meio de cultura para 0os microrganismos, devido as suas
caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de &gua, pH préximo ao neutro e sua riqueza
de nutrientes. 1sso acontece porque as substancias inibitorias para 0s microrganismos, como
as lactoperoxidase e aglutininas, presentes no leite cru recém-ordenhado, sdo inativadas
rapidamente (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A lactoferrina presente no leite também possui atividade antimicrobiana, sendo essa
uma proteina que inibe a multiplicacdo dos microrganismos através da retirada de ions de
ferro do leite (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Durante a sintese do leite, nas células epiteliais da glandula mamaéria dentro dos
alvéolos, o leite é considerado estéril, porém este pode ser contaminado por microrganismos
ainda no interior da glandula mamaria infectada, e, posteriormente pela pele e pélos do Ubere
e dos tetos, e a superficie interna dos equipamentos de ordenha e tanque de resfriamento. Mas
guando o leite é ordenhado do Ubere de vacas sadias, a contagem de microrganismos &
bastante reduzida, onde apresenta niveis inferiores a 1.000 bactérias/mL (SANTOS e
FONSECA, 2007).

A contagem de bactérias totais (CBT) ou entdo a carga microbiana, que atualmente
ndo deve ultrapassar o maximo 300.000/ml de leite, esta relacionada com a contaminagéo
inicial do leite e com a taxa de multiplicacdo dos microrganismos, e esta relacionada
diretamente com a temperatura do leite, que deve ser de no maximo 4°C, dentro de duas horas
até o término da ordenha (TRONCO, 2013).

A temperatura e o periodo de armazenamento do leite determinam, de maneira seletiva

e pronunciada, a intensidade de desenvolvimento das diversas espécies microbianas
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contaminantes. As temperaturas baixas inibem ou reduzem a multiplicagdo da maioria das
bactérias e diminuem a atividade de enzimas degradativas (ARCURI et al., 2006).

As bactérias podem ser classificadas em trés categorias distintas com relacéo a faixa
Otima de temperatura para multiplicacdo, essas podem ser: psicrofilas, mesofilas e termofilas.
A faixa 6tima de crescimento dos microrganismos psicrofilos encontra-se entre 0 e 15°C;
mesdfilas entre 20 e 40°C e termdfilas entre 44 e 55°C. Além dessas, também sdo importantes
as bactérias psicrotroficas e as termoddricas, onde as psicrotroficas sdo capazes de
multiplicarem a temperatura inferior a 7°C (independente de sua temperatura étima de
crescimento) e as bactérias termoddricas, correspondem ao grupo capaz de resistir ao
tratamento térmico (SANTOS e FONSECA, 2007).

A carga microbiana inicial se refere a concentracdo de microrganismos existentes no
leite armazenado no tanque resfriador, imediatamente depois de se realizar a ordenha. A carga
microbiana inicial é influenciada pela carga microbiana dentro da glandula mamaria, limpeza
do Ubere, higiene dos equipamentos e também com a &gua utilizada nos procedimentos de
ordenha. Deve-se considerar também que os fatores higiene, tempo e temperatura de
armazenamento sdo de extrema importancia na qualidade microbiologica do leite e
determinam a CBT dos tanques de resfriamento (TRONCO, 2013).

De acordo com Tronco (2013), a CBT é utilizada como um indicativo da qualidade
higiénica do leite. Nessa andlise é feita a contagem do nimero de coldnias presentes em uma
amostra, por meio de diluicdes decimais seriadas, onde o resultado final é expresso em
UFC/mL. Contagens totais de bactérias mesoéfilas elevadas podem indicar matéria-prima
muito contaminada, devido a falta de higiene na producado, limpeza e desinfecdo insuficiente e
ainda condicdes de tempo e temperatura inadequada durante a producdo. Desta forma, a
contagem total de microrganismos no leite cru pode variar de contagem menor a 1.000
UFC/mL (quando a contaminac¢do durante a obtencdo foi minima), até contagem com valores
superiores a 10 UFC/mL.

A legislacéo brasileira (IN 62) estabelece como requisito microbiolégico maximo de
1,0 x 10° UFC/mL, (a partir de 01.7.2016 nas regides sul, sudoeste e centro-oeste e a partir de
01.7.2017 nas regides norte e nordeste), sendo que este deve ser avaliado pela Rede Brasileira
de Laboratdrios de Controle da Qualidade do Leite (RBQL) e com periodicidade minima de
uma analise mensal, com média geométrica sobre periodo de 03 meses (MAPA, 2011).

As bactérias lacticas, que compdem o leite, possuem grande importancia no caso do
leite e produtos lacteos (os fermentos lacteos). A acdo maléfica desse grupo de

microrganismos, considerando leite cru, deve-se ao fato de que essas bactérias metabolizam a
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lactose, formando proporcdes significativas de acido lactico e de acido pirdvico, que, ao se
acumularem no leite, causam reducéo do pH, e consequentemente causam desestabilizacéo de
proteinas, principalmente a precipitacdo da caseina, alterando assim as caracteristicas do
produto. Pertencentes ao grupo de bactérias laticas estdo as familias Lactobacillaceae,
Streptococcaceae e também alguns representantes identificados como agentes causadores de
mastite (Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenesetc). Uma medida eficaz para deter
a acdo das bactérias lacticas é realizar a refrigeracédo do leite, j& que as bactérias lacticas sao
micro-organismos mesofilos ou termofilos, que param a sua proliferagdo em temperaturas
abaixo de 8 a 10°C (ORDONEZ, 2005; TRONCO, 2013).

Outro grupo microbiano importante no leite sdo os estafilococos, que sdo anaerdbios
facultativos e provocam fermentacdo acidificante da glicose com diminuicdo acentuada do pH
(até 4,3 e 4,5). A maior preocupacdo com esse grupo de microrganismos ocorre devido aos
estafilococos patogénicos (Staphylococcus aureus) produtores de enterotoxinas. Estes
microrganismos sdo termolabeis, mas a toxina é termorresistente, desta forma, se houver
condicdes de producdo desta enterotoxina, mesmo o leite sendo submetido a processo de
pasteurizacdo posterior, ela ndo sera destruida (TRONCO, 2013).

Na microbiota do leite, também podem haver formas de bactérias esporuladas, que séo
capazes de resistir a tratamentos térmicos elevados. Os dois géneros de maior interesse no
caso especifico de leite sdo os Bacillus e Clostridium. Nos laticinios, a maior preocupacao
com tais bactérias esta relacionada com os leites esterilizados. O conceito de leite esterilizado
implica em chegar a um produto com estabilidade microbioldgica, o que se consegue com a
utilizacdo de tratamentos térmicos que objetivam a destruicdo de todos os microrganismos
viaveis, mas o que ainda preocupa a industria nesse assunto é a termoresisténcia dos esporos
das bactérias, que mesmo ap0s o tratamento térmico ainda podem causar dano ao produto,
como reducéo do tempo de vida de prateleira (ORDONEZ, 2005; VIDAL-MARTINS et al.,
2005).

As bactérias psicrotréficas sdo aquelas bactérias que apresentam temperaturas étimas
de crescimento entre 20 e 40°C, porém podem crescer em temperaturas abaixo de 7°C
(SANTOS e FONSECA, 2007). Esse grupo de bactérias produzem enzimas que sdo capazes
de degradar o leite, lipases e proteases, que apresentam termoestabilidade, podendo assim
continuar agindo nos produtos lacticos ja elaborados, uma vez que as condigbes de
temperatura, armazenamento e pH forem as adequadas, dando margem assim a degradagdo do
material protéico e lipidico nos lacteos e seus derivados (MALACRINO et al.,, 2001,
ORDONEZ, 2005).
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Os géneros Pseudomonas, Bacillus, Serratia, Listeria, Yersinia, Lactobacillus,
Flavobacterium, Corynebacterium, Micrococcuse Clostridium sdo as principais bactérias
psicrotroficas. Listeria, Yersinia e Bacillus, ainda sdo microrganismos capazes de provocar
doengas em humanos por ingerir leite cru (SANTOS e FONSECA, 2007).

De acordo com Arcuri et al. (2008), o numero de bactérias psicrotroficas presentes no
leite cru esté relacionado as condicGes higiénicas na produgédo e ao tempo e a temperatura em
que o leite é armazenado. Uma baixa contagem de psicrotroficos no leite € de fundamental
importancia para sua qualidade, pois a atividade metabolica desses microrganismos resultam
em alteracfes bioguimicas nos constituintes do leite que limitam a vida de prateleira dos
produtos lacteos.

Dentre os principais grupos de microrganismos presentes no leite cru, também
podemos citar as enterobactérias, que sdo importantes sob o ponto de vista higiénico e o
tecnoldgico. Sobre o ponto de vista relacionado a higiene, diversas espécies dessa familia sdo
responsaveis por doencas infecciosas que podem até apresentar carater endémico
(salmonelose, shigelose etc). Em relagdo ao ambito tecnoldgico, os maiores problemas estdo
relacionados a fermentacao de agucares, com formacdo de gases (CO2 e H2) e &cidos, além da
formacdo de substancias viscosas ou de sabor desagradavel. Em relacdo as enterobactérias, os
géneros mais importantes sdo Escherichia, Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Salmonella
e Shigella sp. (TRONCO, 2013).

O grupo coliforme € formado por diferentes géneros que incluem bactérias aerdbias e
anaerdbias fermentativas, ndo formadoras de esporos e com capacidade de fermentacdo da
lactose e, consequentemente, producdo de gas, acido latico e de outros acidos organicos.
Geralmente esses sdo utilizados como microrganismos testes no monitoramento da qualidade
microbioldgica de processos em laticinios, uma vez que, se detectados no leite pasteurizado
ou em seus derivados, a partir deste, podem indicar um sistema de limpeza deficiente
(CASTANHEIRA, 2012).

2.4 Coleta de amostras

Uma das fontes de variacdo dos resultados de composicdo e qualidade do leite das
propriedades leiteiras esta relacionada com incorreto procedimento de coleta de amostra de

leite, isso quando a amostragem é realizada sem adequada agitacdo do tanque de
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armazenamento do leite. O leite em repouso tende a acumular a gordura na camada superior, a
qual esta associada os microrganismos e células somaticas do leite e desta forma levam a
resultados errdneos quanto a composicdo e qualidade da matéria prima. Por mais que seja um
ponto critico na credibilidade dos resultados de composicdo e qualidade do leite, ndo existe
unanimidade sobre os procedimentos para agitacdo do leite antes da coleta de amostras, onde
0 objetivo de qualquer procedimento de homogeneizagdo do leite deve ser a garantia de que a
amostra coletada represente a composicdo do tanque sem, no entanto, causar alteracdes da
qualidade, com a ruptura dos glébulos de gordura, que pode ocorrer quando submetido a
excessiva agitacdo (SANTOS e FONSECA, 2007).

A coleta de amostras de leite individual deve ser criteriosa, para que as mesmas
possam refletir a sua real composicao, tornando-se verdadeiramente representativa do leite
como um todo. Porém, com diferentes tipos de ordenha e metodologias de coleta, podem
ocorrer variagdes nos teores dos seus componentes, produzindo resultados desiguais na
analise laboratorial de uma mesma amostra de leite (REIS et al., 2007).

Como principal estratégia na conservacdo das amostras, estd a adi¢do de conservantes
quimicos, podendo estes serem ou ndo associados a resfriamento das amostras. Segundo
autores (MONARDES et al., 1996; GONZALO et al., 2004; SANCHEZ et al., 2005), 0
principal conservante utilizado na conservacdo das amostras para a analise de composi¢do
fisico e quimica é o bronopol. No Brasil o Bronopol (Microtabs®) é utilizado na forma de
pastilhas contendo 8 mg de bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol) e 0,3 mg de
natamicina (D&F CONTROL SYSTEMS, 2009). O bronopol trata-se de um conservante
bactericida, esse também € utilizado na conservacdo de cosméticos e preparagdes
farmacéuticas, pois possuem a vantagem de no causar reacdes alérgicas (ARDO, 1982).

Com relacdo a CBT, atualmente o principal conservante de amostras de leite cru é o
azidiol, podendo a amostra ser analisada até 7 dias apds a coleta se mantida a temperatura de
7°C, sem congelamento e sem aquecimento (CASSOLI et al., 2010). O azidiol tem efeito
bacteriostatico e é composto de azida sodica, cloranfenicol, etanol, citrato de sédio e azul de
bromofenol, sendo que a azida sodica trata-se de um inibidor do processo de respiracdo
aerobia, por interferir na cadeia de transporte de elétrons no interior da mitocdndria (LEITE,
2006).

A refrigeracdo e o armazenamento sob refrigeragdo constituem um dos métodos mais
brandos de conservacdo, pois as velocidades das rea¢Bes quimicas e enzimaticas diminuem
em termos logaritmicos com a temperatura, portanto, a refrigeracdo permite controlar a perda

de qualidade dos alimentos decorrente da atividade fisiologica ou de reages quimicas como,
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oxidacdo de lipideos, degradacdo de pigmentos e vitaminas e desnaturacdo de proteinas
(ORDONEZ, 2005).

Em muitos paises, a adi¢cdo de algum tipo de conservante nas amostras de leite néo se
faz necessario, devido a curta distancia entre as propriedades e os laboratérios de anélises. No
Brasil, em funcdo do grande numero de propriedades e da propria extensdo territorial,
impossibilita a coleta e andlise em 48 horas, sendo assim, recomenda-se a utilizacdo de
conservantes no processo de coleta, transporte e analise do leite (CASSOLI et al., 2010). Isso
porque o leite € um excelente meio de cultura para 0s microrganismos devido a suas
caracteristicas intrinsecas, como alta atividade de agua, pH proximo ao neutro e riquezas em
nutrientes e as substancias inibitérias para os microrganismos, como lactoperoxidase e
aglutininas, presentes no leite cru recém ordenhado, sdo inativadas rapidamente apos a
refrigeracdo (FRANCO et al., 2008).

Martins et al. (2009) avaliaram o efeito do conservante bronopol em comparacgédo ao
azidiol liquido com corante azul de bromofenol na CBT, em amostras de leite cru submetidas
a diferentes temperaturas de armazenamento. Os autores constataram que o efeito do
conservante bronopol pode ser influenciado pelo nivel de contaminacédo do leite cru, tratando-
se de um produto que possui efeito tanto bacteriostatico em amostras de leite com CBT abaixo
de 10° UFC/mL, quanto bactericida em amostras com CBT superiores a 10 UFC/mL. Ainda
segundo os autores, a CBT obtida nas amostras de leite cru conservadas com bronopol foi
inferior aquela obtida nas amostras com azidiol. A eficiéncia do azidiol na amostra de leite
cru, destinada a CBT como agente bacteriostatico, foi dependente da menor temperatura de
armazenamento da amostra, independente do nivel de contaminacéo inicial e, a amostra de
leite cru destinada a CBT, pode ser analisada em até uma semana depois de colhida, se ela for
adicionada de azidiol e mantida sob refrigeracdo em temperatura entre 1°C e 4 °C.

De acordo com Sanchez et al. (2005), quando for dispensado o uso de conservantes
quimicos se recomenda que as amostras sejam refrigeradas e ndo ultrapassem temperaturas
superiores a 4°C. Sierra et al. (2006), relatam que o tempo decorrido entre a coleta da amostra
e sua analise influencia diretamente nos resultados, sendo que estes autores recomendam o
tempo méaximo de 4 dias para a anélises de composi¢do sem a utilizagdo de conservante.
Cassoli et al. (2010) obtiveram valores semelhantes para os indices de gordura, proteina,
lactose, sdlidos totais e CCS, analisados até 7 dias ap0s a coleta, independente da temperatura

de armazenagem das amostras, desde que essas amostras fossem conservadas com bronopol.
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4 INFLUENCIA DO BINOMIO TEMPERATURA/TEMPO NA,CONSER\'/ACAO DE
AMOSTRAS DE LEITE DESTINADAS A ANALISES FISICO-QUIMICAS E
CONTAGEM PADRAO EM PLACAS

RESUMO

Este estudo objetivou verificar métodos de conservacdo de amostras de leite cru
submetidas a diferentes temperaturas e periodos de armazenamento, destinadas
posteriormente a analises fisico-quimicas e contagem de padrdo em placas. Foram adotados
trés métodos: sem adicdo de conservantes, com adi¢do de azidiol ou bronopol. O trabalho foi
realizado no Laboratério de Qualidade de Leite e Derivados da Universidade Federal de Santa
Maria em Palmeiras das MissOes — RS. A coleta do leite cru, a 4°C, foi feita direto do tanque
de expansdo em uma fazenda do municipio e armazenada em caixa isotérmica e transportada
até o laboratorio. O leite foi subdividido em 100 amostras de 40 ml cada. Destas, 20 amostras
ndo receberam adicdo de conservante, em 40 amostras foi adicionado azidiol e nas 40
restantes, bronopol. As amostras foram fracionadas e identificadas de acordo com o método
de conservacdo e temperatura de armazenagem: T1 (Azidiol/ambiente), T2
(bronopol/ambiente), T3 (azidiol/refrigerado), T4 (bronopol/refrigerado) e T5 (sem
conservante/refrigerado). Avaliaram-se cinco tempos (dia 0, 1, 3, 5, 7) e duas temperaturas de
armazenamento: Temperatura ambiente (20,7 a 22,6 °C) e Temperatura refrigerada (3,9 a
5°C), as amostras sem conservantes foram armazenadas na geladeira. Foi utilizado
delineamento em blocos casualizados com arranjo fatorial de 3 (métodos) x 2 (temperaturas) X
5 (tempos). A CBT foi influenciada pelo conservante, pois aos sete dias de armazenamento a
amostra sem conservante apresentou maior CBT em relacdo as demais. Nas amostras com
bronopol sem refrigeracdo houve reducdo gradual de CBT. Observou-se que as amostras
conservadas com azidiol, independente da temperatura de armazenagem, reduziram a
contagem bacteriana ao longo do tempo. N&o houve observou-se efeito sobre a composicédo
fisico-quimica do leite. A temperatura influenciou o teor de gordura (P<0,001), pois houve
aumento nas amostras mantidas refrigeradas em relacdo a temperatura ambiente. Os teores de
proteina, lactose, s6lidos desengordurados e densidade média do leite foram influenciados
pelo tipo de conservante e dias de armazenamento (P<0,001). O pH foi influenciado pelo tipo
de conservante e pelos dias de armazenamento (P<0,001). Para analises de CBT, o uso de
azidiol, independente de refrigeracdo ou armazenagem, é o método mais adequado para
manter as caracteristicas originais do produto. A partir do primeiro dia de armazenamento das
amostras ocorre aumento dos teores médios de proteina, lactose e sélidos desengordurados em
relacdo aos quantificados no dia da coleta.

Palavras-chave: azidiol, bronopol, contagem bacteriana total, qualidade do leite
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4 INFLUENCE OF THE BINOMIAL TEMPERATURE / TIME IN MILK SAMPLES
CONSERVATION DESTINATED TO PHYSICOCHEMICAL ANALYSES AND
STANDARD COUNTING ON PLATES

ABSTRACT

This study aimed to verify conservation methods of raw milk samples under different
temperatures and storage periods, later destined to physical and chemical analysis and
standard plate count. Three methods were used: no added preservatives, adding azidiol or
bronopol. The analyses were performed in the Laboratory of Milk Quality and Dairy Products
of the Universidade Federal de Santa Maria in Palmeira das Miss@es - RS. The collection of
raw milk at 4 ° C, was done directly from an expansion tank in a farm in the same city and
stored in isothermal box and transported to the laboratory. The milk was divided into 100
samples of 40 ml each. Of these, 20 samples did not receive addition of preservative; in 40
samples were added azidiol and the remaining 40, bronopol. Samples were fractionated and
identified according to the method of preservation and storage temperature: T1 (azidiol /
environment), T2 (bronopol / environment), T3 (azidiol / cooled), T4 (bronopol / cooled) and
T5 (no preservative / cooled). They were evaluated five times (day O, 1, 3, 5, 7) and two
storage temperature: Environment temperature (20.7 to 22.6 ° C) and refrigerated temperature
(3.9 to 5 ° C,) the samples without preservatives were stored in the refrigerator. It was used a
randomized block design with factorial arrangement of 3 (methods) x 2 (temperature) x 5
(times). The TBC was influenced by the preservative, because at the seventh day of storage
the sample without preservative showed higher TBC in relationship to the others. In the
unrefrigerated samples with bronopol there was a gradual reduction of TBC. It was observed
that the samples preserved with azidiol, regardless of storage temperature, reduced the
bacterial count over time. There was no effect on the physico-chemical composition of milk.
The temperature affected the fat content (P<0,001), as there was an increase in the samples
kept refrigerated relative to environment temperature. The protein, lactose, solids and milk
medium density were influenced by the type of preservative and storage days (P<0,001). The
pH was influenced by the type of preservative and the storage days (P<0,001). For analyzes of
TBC, the use of azidiol, independent of refrigeration or storage, is the most appropriate
method to maintain the original characteristics of the product. From the first day of storage of
the samples there is an increase of the mean protein values, lactose and degreased solids in
relation to quantified on the collection day.

Keywords: azidiol, bronopol, total bacterial count, milk quality
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4.1 Introducgéo

Em muitos paises a adi¢do de algum tipo de conservante nas amostras de leite nao se
faz necessario, devido a curta distancia entre as propriedades e os laboratorios de analises. No
Brasil, em funcdo do grande nimero de propriedades e da propria extensdo territorial, hd a
impossibilidade da coleta e andlise do leite em 48 horas, sendo assim, recomenda-se a
utilizacdo de conservantes em seu processo de coleta, transporte e analise (CASSOLI et al.,
2010).

A principal estratégia utilizada na conservacdo das amostras é a adicdo de
conservantes quimicos, podendo estes estarem ou ndo, associados ao resfriamento das
amostras. Segundo autores (MONARDES et al., 1996; GONZALO et al., 2004; SANCHEZ et
al., 2005) o principal conservante utilizado na preservacdo das amostras para a analise de
composicao fisico e quimica é o bronopol. No Brasil, o Bronopol (Microtabs®) é utilizado na
forma de pastilhas contendo 8 mg de bronopol (2-bromo-2-nitro-1,3-propanediol) e 0,3 mg de
natamicina (D&F CONTROL SYSTEMS, 2009). Com relacdo a contagem bacteriana total,
atualmente o principal conservante de amostras de leite cru é o azidiol, podendo a amostra ser
analisada até 7 dias ap0s a coleta se mantida a temperatura de 7°C, sem congelamento e sem
aquecimento (CASSOLI et al., 2010).

Sanchez et al. (2005), relataram que quando for dispensado o uso de conservantes
guimicos, recomenda-se que as amostras sejam refrigeradas e ndo ultrapassem temperaturas
superiores a 4°C. Sierra et al. (2006), relatam que o tempo decorrido entre a coleta da amostra
e sua andlise influencia diretamente nos resultados, sendo que recomendam o tempo maximo
de 4 dias para a anélises de composicao sem a utilizacdo de conservante. Cassoli et al. (2010),
obtiveram valores semelhantes para os indices de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e
contagem de células somaticas, analisados até sete dias apds a coleta, independente da
temperatura de armazenagem das amostras, desde que essas amostras fossem conservadas
com bronopol.

Diante do exposto, realizou-se um estudo objetivando verificar o método de
conservacao (azidiol, bronopol e sem utilizacdo de conservante) de amostras de leite cru
submetidas a diferentes temperaturas e periodos de armazenamento, destinadas as anélises

fisico-quimicas e contagem padréo em placas.
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4.2 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Qualidade de Leite e
Derivados, da Universidade Federal de Santa Maria, Campus de Palmeira das Missdes/RS no
periodo de 08/12/2014 a 18/12/2014.

4.2.1 Amostras

Uma amostra de leite cru refrigerado (quatro litros) foi coletada em uma fazenda
produtora de leite no municipio de Palmeira das Missdes, situada na regido Noroeste do Rio
Grande do Sul.

A coleta do leite ocorreu diretamente do tanque de expansao, o qual estava com uma
temperatura de 4°C no momento da coleta. Inicialmente foi agitado o leite através do agitador
automatico do equipamento de refrigeracdo, por um periodo de 10 minutos, posteriormente
foi proferida a coleta do volume que ocorreu com o auxilio de um copo coletor e um funil
analitico para facilitar o preenchimento do baldo volumétrico, em que foi armazenado o leite.
Apos a coleta, a amostra foi acondicionada e transportada em caixa isotérmica, contendo gelo
reciclavel, até o Laboratorio de Inspecdo e Qualidade de Leite e Derivados do campus da
UFSM-PM.

No laboratério, o leite foi subdividido, em 100 sub amostras de 40 ml cada,
acondicionadas em frascos estéreis com capacidade de 50 ml. Destas 100 sub amostras, 20
ndo receberam adicdo de conservante, 40 receberam a adicdo de uma unidade de azidiol
comprimido (comprimido entre 41 e 50mg — contendo azida sédica e cloranfenicol) e 40 de
um comprimido de bronopol (comprimido entre 41 e 50mg, contendo natamicina e bronopol).
Apbs a adicdo do conservante, os frascos foram homogeneizados, por inversdo e reversao, até
completa dissolucdo do conservante no leite.

Avaliaram-se duas temperaturas de armazenamento de amostras: Temperatura
ambiente (20,7 a 22,6°C), onde 20 amostras conservadas com azidiol e 20 amostras
conservadas com bronopol foram incubadas em estufa. Temperatura refrigerada (3,9 a 5°C),
em 20 amostras conservadas com azidiol, 20 amostras conservadas com bronopol e 20
amostras que ndo receberam a adicdo de conservante foram armazenadas em geladeira. A
temperatura do local de armazenamento das amostras foi aferida com auxilio de termémetro e

registrada a cada 4 horas.
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Assim, as sub amostras foram distribuidas e identificadas entre os tratamentos: T1-

Azidiol/Ambiente — conservado com azidiol em temperatura ambiente; T2 -
Bronopol/Ambiente — conservado com bronopol em temperatura ambiente; T3 -
Azidiol/Refrigerado — conservado com azidiol em temperatura refrigerada;, T4 -

Bronopol/Refrigerado — conservado com bronopol em temperatura refrigerada; T5 - Sem
conservante/Refrigerado - sem utilizacdo de conservante em temperatura refrigerada.

Ap0s a incubacdo, nas duas faixas de temperatura, nos diferentes tempos (dia 0, 1, 3, 5
e 7), analisou-se o leite dos 100 frascos, procedendo-se da seguinte forma: para cada
tratamento obteve-se quatro repeti¢cfes e durante os diferentes tempos de analises ndo se
analisou 0 mesmo frasco, sendo este descartado apds cada periodo, por motivo de possivel

contaminacdo da amostra.

4.2.2 Andlises realizadas

Todas as amostras de leite foram submetidas a analises de contagem bacteriana e
andlises fisico-quimicas (percentual de gordura, proteina, lactose, solidos totais, sélidos
desengordurado, densidade, ponto de congelamento e pH).

As analises de contagem bacteriana (CBT) foram realizadas pelo método de contagem
padrdo de microrganismos aerobios meséfilos em placas, método descrito pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2002). Utilizaram-se placas descartaveis (90 x 15mm) e
estéreis. A preparacdo do agar de contagem padrdo — PCA e a solidificacdo das placas foram
realizadas no dia anterior a semeadura do indculo. Para cada amostra foi utilizado trés
diluicbes decimais sucessivas empregando como diluente a 4gua peptonada tamponada a
0,1%. Em seguida, foram transferidos, a partir de trés diluicdes selecionadas, 0,1 ml do
diluido para as placas de Petri em duplicata, onde o meio ja se encontrava vertido e
solidificado e com o auxilio de uma alca de Drigalski, flambada, foram entdo semeados os
indculos nas placas. Posteriormente as placas foram incubadas invertidas na estufa a 36+1°C
por 48+3 horas, seguindo o protocolo de incubacéo descrito por Walters et al. (1998). Apds o
periodo de incubacdo, foi efetuada a contagem das UFC com o auxilio de um contador de
col6nias modelo manual. Os resultados foram transformados em logaritmos de base dez (Log
10), para facilitar as analises estatisticas.

As analises fisico-quimico (percentual de gordura, proteina, lactose, solidos totais,

solidos desengordurado, densidade, ponto de congelamento) foram realizadas pelo
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equipamento MilkoTester, que utiliza o principio de infravermelho. Antes de realizar a
andlise, as amostras foram igualmente homogeneizadas. Para cada a higienizacdo do
equipamento foi efetuada a cada troca de tratamento.

As analises de pH foram realizadas por meio de pHmetro de bancada (TECNOPON
mPA 210), com eletrodo de vidro e que permitiu a leitura direta no dispositivo digital. O
eletrodo foi limpo e higienizado a cada troca de tratamento.

4.2.3 Andlise estatistica

Utilizou-se o delineamento estatistico arranjo fatorial 3 x 2 X 5, sendo que os fatores
foram: trés tipos de conservacdo, duas temperaturas de incubacdo e cinco tempos (dias) de
analises.

Os resultados foram analisados pelo programa computacional Statistical Analysis
System® (SAS, 2001), apds verificacdo da normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias. Para andlise dos dados foi utilizado o procedimento MIXED do SAS (2001) de

acordo com o seguinte modelo:

Yik = p + Ti+ Cj + Dk + (Cj x Dx) + e(@)ijk + (Ti x Cj) + (Ti x Di) + (Ti x Cj x Dx) +
e(b)ijk,

em que Yijk = foi o valor observado; p = média geral; Ti = efeito fixo de temperatura
i; Cj = efeito fixo do conservante; Dk = efeito fixo do dia; Ti x Cj= efeito fixo de interacéo
entre temperatura e conservante; Ti x Dx= efeito fixo de interacdo entre temperatura e dia; Cj
x Dy= efeito fixo de interagdo entre conservante e dia; T; X Cj x D= efeito fixo de interacéo
entre temperatura, conservante e dia; e(a)ijk= erro aleatorio associado a cada observacdo
dentro da parcela principal; e(b)ijk = erro aleatério associado a cada observacdo dentro da
subparcela. O efeito de dia de coleta foi analisado como medida repetida no tempo, onde
diversas estruturas de erros foram investigadas, e a estrutura escolhida para cada variavel
avaliada foi de acordo com o critério de informacéo bayesiano (BIC). As médias ajustadas
foram obtidas utilizando o comando LSMEANS do procedimento MIXED do SAS. Para
todas as analises estatisticas a significancia foi declarada quando P < 0,05 e tendéncia quando
P < 0,10 ¢ as médias foram comparadas utilizando-se 0 teste de Tukey ao nivel de

significancia de 5%.
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4.3. Resultados e Discussao

No presente estudo, a contagem bacteriana total do leite foi influenciada pelo
conservante, temperatura, tempo de armazenamento e suas interagdes (P<0,0001). Ao longo
dos sete dias de armazenamento, as amostras de leite conservadas sob refrigeracdo sem
conservante apresentaram maior CBT, enquanto que as amostras conservadas com azidiol a
temperatura ambiente ou refrigerado, bem como com bronopol refrigerado, apresentaram
CBT intermediéria, sem diferenca significativa. Porém, amostras conservadas com bronopol
sem refrigeracdo apresentaram reducdo gradual da CBT ao longo do tempo (Tabela 1). Este
resultado pode indicar inibicdo do crescimento microbiano resultante de acidificacdo da
amostra, principalmente pela atividade de bactérias mesdfilas na converséo da lactose do leite
em é&cido latico, como podemos observar na Tabela 9, onde as amostras conservadas com
bronopol apresentaram menores valores de pH.

Observa-se que a variacdo da contagem bacteriana (Log 10) do leite (Tabela 1) em
funcdo dos tratamentos e tempos de armazenamento. O presente estudo sugere que a
utilizacdo de bronopol para conservacdo de amostras para analise de CBT pode ser utilizado,
desde que as amostras permanecam refrigeradas, enquanto que o uso de azidiol pode ser a
melhor alternativa para conservacdo de amostras de leite ndo refrigeradas até 7 dias. Cassoli et
al. (2010) avaliaram os métodos de conservacdo de amostras de leite para determinacdo da
contagem bacteriana total por citometria de fluxo. Os autores observaram que as amostras
conservadas com bronopol apresentaram contagem bacteriana total inferior as amostras do
tratamento controle, independentemente do tempo de armazenamento das amostras e da
temperatura de manutencdo das mesmas. Segundo Chemical (2004), o bronopol apresenta
efeito bactericida, ou seja, quando utilizado em amostras de leite, esse tipo de conservante

elimina os microrganismos presentes.
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Tabela 1 - Variacdo da contagem bacteriana (Log 10) do leite com relacdo aos tratamentos e
tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 3,932A 3,932A 3,932A 3,934 3,934
1 4,402A 4,092A 3,248 3,41°8 4,642A
3 4,13°A 3,53¢B 2,419¢ 3,25¢8 4,80%A
5 3,28°B 3,30°B 0,62¢P 3,10°8 5,243A
7 3,288 3,30°B 0,64¢P 3,10°8 5,242A

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras maidsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Leite (2006), avaliando a influéncia do conservante no armazenamento de amostras
destinadas a analises eletronicas de qualidade do leite, o autor verificou que quando o
bronopol foi usado em amostras destinadas a contagem padrdo em placas, houve interacéo
entre os efeitos de conservante e tempo, onde as medias obtidas em amostras conservadas
com bronopol foram inferiores aquelas obtidas em amostras conservadas com o azidiol
liquido e comprimido, apenas em amostras com um dia de armazenamento. Nos demais dias,
os efeitos dos trés conservantes foram iguais, embora o bronopol sendo considerada uma
substancia bactericida, ndo promoveu a reducao das contagens bacterianas em placas.

Os dados obtidos neste trabalho, em relacdo as amostras conservadas com bronopol
em temperatura ambiente, também sdo divergentes aos verificados por Martins et al. (2009),
onde 0s mesmos observaram que as amostras conservadas a 25°C com contagem bacteriana
<10°, apresentaram acentuado crescimento bacteriano.

Para as amostras conservadas com azidiol, independentemente da temperatura de
armazenamento, o efeito do tempo de armazenamento foi significativo, em ambos os casos,
onde observou-se diminuicdo da contagem bacteriana total ao longo do tempo de
armazenamento das amostras (Tabela 1). Isto pode ser justificado por possiveis injurias
celulares nos microrganismos decorrentes da acdo do conservante azidiol que possui azida
sodica em sua composicdo e esta € conhecida como inibidor do processo de respiragdo
aerobica, por interferir na cadeia de transporte de elétrons no interior da mitocéndria (LEITE,
2006).
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Os valores médios das contagens bacterianas das amostras que nao receberam adigéo
de conservante e que foram mantidas refrigeradas, ndo diferiram ao longo dos sete dias de
armazenamento. No entanto, o aumento foi de 1,31 Log ao longo dos setes dias de
armazenamento, que pode, eventualmente, prejudicar os produtores de leite devido aos
sistemas de pagamento por qualidade do leite impostos pelas industrias de laticinios.

De acordo com Pinto et al. (2006), as bactérias que estdo presentes no leite tem uma
alta taxa de replicacdo, principalmente as psicrotroficas, que sdo os grupos de bactérias que
permanecem com atividade acentuada durante a conservacéo do leite a baixas temperaturas.

Outro fator que deve ser salientado € a baixa contagem inicial de microrganismos do
leite utilizado nas amostras, onde o mesmo apresentou 9.000 UFC/mL, desta forma a
contagem bacteriana total do leite avaliado apresentou-se bem inferior ao estabelecido pela
Instrucdo Normativa n® 62 (IN 62), de 29 de dezembro de 2011, do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA),que estabelece maximo de 300.000/ml para unidade
formadora de colénia para o periodo de 01 de julho de 2014 a 30 de junho de 2016, nas
regides Sul, Sudeste e Centro Oeste (MAPA, 2011).Apesar da CBT ter sido semelhante em
todos os dias de avaliacdo quando o leite ndo recebeu adi¢cdo de conservante e foi mantido em
temperatura refrigerada, este método de conservagdo de amostras ndo pode ser recomendado
sem que haja mais estudos que avaliem a possibilidade de interferéncia da contagem
bacteriana inicial, pois esta pode ndo condizer com a realidade do pais atualmente.

Tabela 2 — Média dos teores de gordura do leite (em percentual) com relacdo aos tratamentos
e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 3,88 3,88 3,88 3,88 3,88
1 3,88 3,97 3,91 3,94 3,84
3 3,81 3,88 3,66 3,91 3,91
5 3,57 3,95 3,55 3,95 3,97
7 3,80 3,90 3,71 391 3,47
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N&o houve efeito de dia, temperatura, e conservante sobre o teor de gordura do leite
(Tabela 2). Butler e Stergiadis (2011), em estudo que teve como objetivo testar se o leite
conservado com bronopol pode ser usado de forma confiavel para a determinacéo de acidos
graxos, constataram que o uso de bronopol para preservar o leite ndo tem efeito significativo
sobre a composicdo de acidos graxos, onde a concentracdo média foi superior a 4 g/kg de
gordura total.

Entretanto, para o teor de proteina do leite (Tabela 3), a partir do primeiro dia de
armazenamento das amostras, o teor médio de proteina aumentou em todos os métodos de
conservagao, exceto nas amostras mantidas sem conservantes sob refrigeracdo. As amostras
mantidas sob refrigeracdo e sem conservantes apresentaram menor teor medio de proteina do
leite durante todos os seis dias posteriores de armazenamento; uma vez que a partir do 1° dia
de armazenamento as amostras mantidas sob refrigeracdo ou temperatura ambiente com
azidiol ou bronopol como conservantes, apresentaram aumento no teor médio de proteina do

leite.

Tabela 3 — Média dos teores de proteina do leite (em percentual) com relacdo aos tratamentos
e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 3,3228 3,3228 3,3228 3,3228 3,3284
1 3,5613A 3,5618A 3,482A 3,4834 3,344
3 3,482A 3,492A 3,442A 3,5024 3,36°A
5 3,502A 3,562A 3,462A 3,484 3,36°A
7 3,502A 3,502A 3,473A 3,4924 3,364

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Cassoli et al. (2010), verificaram valores semelhantes entre as amostras conservadas
com azidiol e bronopol e mantidas sob refrigeracdo. Resultado semelhante foi verificado no
presente estudo entre o bronopol e o azidiol, mas esses divergiram das amostras conservadas
sem conservante. Esse fato pode estar ligado com o crescimento bacteriano, pois quando se

realiza a andlise dos constituintes fisico-quimicos do leite pelo método de infravermelho, ndo
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é possivel diferenciar quais sdo as proteinas verdadeiras do leite (caseina, albumina,
lactoalbumina, lactoglobulina e imunoglobulinas) das proteinas formadas por nitrogénio ndo
proteico, produzido por alguns grupos de bactérias.

No primeiro momento de avaliacdo (tempo 0), o teor de lactose do leite foi similar
para todos os tratamentos (média = 4,47%) (Tabela 4). De forma semelhante ao que ocorreu
com a proteina, a partir do primeiro dia de armazenamento, as amostras apresentaram
aumento do teor médio de lactose do leite, principalmente as armazenadas com conservantes.
Amostras de leite sem conservantes armazenadas sob refrigeracdo a partir do 1° dia de
conservagdo apresentaram menores médias de teor de lactose quando comparadas ao teor de
lactose do leite armazenado com os demais métodos de conservacdo. Este resultado sugere
gue, nas amostras de leite, mesmo mantidas sob refrigeracdo, pode haver degradacdo de

lactose por atividade microbiana.

Tabela 4 — Média dos teores de lactose do leite (em percentual) com relacdo aos tratamentos e
tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 4,472A 4,4728 4,478 4,478 4,472~
1 4,473A 47424 4,713A 4,713A 45204
3 4,713A 47224 4,654 4,7424 45524
5 47224 4,754 4,684 4,713A 4,540 A
7 4,732A 4,732A 4,692A 4,713A 4,554

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras minisculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Os resultados observados neste trabalho em relagdo ao comportamento da,
independentemente do método de conservacao € divergente ao relatado por Orddfiez (2005) e
Tronco (2013), que atribuem o declinio no teor de lactose com o tempo de armazenamento do
leite, a deterioracdo passivel de ocorrer por meio do aumento da temperatura, onde ocorre a
transformacdo da lactose em compostos acidos e deterioracdo por meio da fermentacdo da
lactose por microrganismos que degradam esse composto em acido lactico.

Né&o foi encontrada diferenga significativa entre as médias de solidos totais do leite

referentes ao tipo de armazenamento (Tabela 5). Apesar dos teores de proteina e lactose serem
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alterados ao longo dos sete dias de armazenamento, a gordura manteve-se estavel durante este
periodo (Tabela 2), o que pode ter diluido o efeito dos demais componentes do leite,
resultante da auséncia de efeito de tempo sobre o teor de solidos totais do leite.

O dnico componente do leite que permaneceu sem alteracdo durante os sete dias de
armazenamento foi a gordura, uma vez que os teores de proteina e lactose aumentaram a
partir do 1° dia de conservagdo. Este resultado sugere que o dia de andlise de composicdo
fisico-quimica do leite pode afetar os teores dos componentes acima citados, bem como o teor
de sdlidos totais do leite. Isto interfere especialmente em sistemas de bonificacdo/penalizacéo
pela qualidade do leite, em que o dia de analise das amostras pode definir o pagamento pelo
litro de leite produzido.

Tabela 5 — Média dos teores de solidos totais do leite (em percentual) com relacdo aos
tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 12,57 12,57 12,57 12,57 12,57
1 13,03 13,12 12,99 13,02 12,60
3 12,89 13,03 12,65 13,06 12,71
5 12,69 13,17 12,59 13,05 12,77
7 12,92 13,04 12,78 13,01 12,28

Em relacdo ao teor de sélidos desengordurados do leite (Tabela 6), a partir do 1° dia de
conservacao das amostras, houve aumento do teor de sélidos desengordurados do leite, com
excecdo das amostras armazenadas sem conservante sob refrigeracdo, que nao foram alteradas
pelos dias de armazenamento. Este resultado provavelmente ocorreu em resposta as alteracdes
dos teores de proteina e de lactose do leite, pois sdo 0s principais elementos que compdem o
teor de solidos desengordurados do leite, e que foram alterados de forma similar pelo método

de conservacao das amostras.
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Tabela 6 — Média dos teores de solidos desengordurados do leite (em percentual) com relacao
aos tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 8,692 8,692 8,698 8,692 8,692A
1 9,152A 9,152A 9,092A 9,092A 8,76°A
3 9,084 9,123A 8,993A 9,143A 8,813
5 9,122A 9,213A 9,042A 9,102A 8,80°A
7 9,132A 9,142A 9,072A 9,102A 8,81°A

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras maidsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Para a densidade média do leite (Tabela 7), no tempo 0, todas as amostras de leite,
independente do tratamento, apresentaram densidade média de 1028,04 g/l. Porém, a partir do
1° dia de armazenamento, a densidade média do leite foi elevada, de modo que apenas no 5°
dia de armazenamento as amostras de leite mantidas sem conservantes sob refrigeracdo
apresentaram menor densidade do leite quando comparada as amostras submetidas aos demais

métodos de armazenamento.

Tabela 7 — Média da densidade do leite (em g¢/l) com relagdo aos tratamentos e tempo de
armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo
(Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 1028,042B 1028,043B 1028,043B 1028,042B 1028,043A
1 1029,802A 1029,743A 1029,532A 1029,513A 1028,01°4
3 1029,622A 1029,672A 1029,342A 1029,733A 1028,413A
5 1029,942A 1029,802A 1029,652A 1029,533A 1028,36°4
7 1029,792A 1029,743A 1029,612A 1029,613A 1028,802A

Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha nao diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.
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O aumento de densidade ap6s o 1° dia de conservacao, também pode ser associado as
alteracOes observadas para os varidveis teores de proteina e lactose do leite, uma vez que estes
componentes aumentaram a partir do primeiro dia de armazenamento. Como 0s elementos
lactose e proteina sdo mais densos que a dgua, enquanto a gordura é menor, o aumento do teor
de proteina e lactose do leite podem contribuir com aumento médio da densidade do leite.

O ponto crioscépico do leite (Tabela 8), foi alterado apenas pelo tipo de conservante e
dias de armazenamento. No tempo 0, o ponto crioscépico médio do leite foi de -0,545 °H,
sendo que os valores médios aumentaram a partir do primeiro dia de armazenamento, exceto
para as amostras mantidas sem conservante sob refrigeracdo, que mantiveram-se estaveis ao
longo dos sete dias de armazenamento. As amostras armazenadas sem conservante sob
refrigeracdo, do 1° ao 7° dia apresentaram menor média de crioscopia em relacdo as amostras
tratadas com os demais métodos de conservacao.

De acordo com a Instru¢cdo Normativa n® 62 (IN 62), de 29 de dezembro de 2011, do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o ponto crioscopico do leite
deve estar entre -0,530 e -0,550 graus Horvert, desta forma sugere-se que as amostras
destinadas a essas analises, ndo podem receber adi¢do de conservante e devem ser analisadas
preferencialmente no dia da coleta, para que ndo haja comprometimento das caracteristicas
originais do produto (MAPA, 2011).

Tabela 8 — Média do ponto de congelamento do leite (em graus Horvert (°H)) com relacdo aos
tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem conservante
Azidiol Bronopol
Tempo (Dias)
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 -0,545%8 -0,54528 -0,54528 -0,545%8 -0,54524
1 -0,5772A -0,57724 -0,5743A -0,57284 -0,552°A
3 -0,5782A -0,57924 -0,57524 -0,575%4 -0,555°A
5 -0,5783A -0,576%A -0,5723A -0,5773A -0,555A
7 -0,576%A -0,57824 -0,5713A -0,57734 -0,552°A

Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias
seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Amostras de leite armazenadas com bronopol como conservante, a partir do 1° dia de

armazenamento apresentaram reducdo nos valores médios de pH, enquanto que esta reducéao
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observada nas amostras conservadas com os demais métodos ndo foi significativa (Tabela 9).
Este resultado novamente comprova que o azidiol é o melhor método de conservacéo de
amostras para manter a qualidade higiénica/microbiolégica do leite, independente da amostra
estar ou ndo refrigerada.

Considerando os resultados de ponto de congelamento, bem como pH do leite, o
melhor método de conservacdo de amostras de leite é a ndo adicdo de conservante associada a
refrigeracdo, podendo a amostra ser analisada em até sete dias, sem comprometimento dos
resultados. Esses resultados sdo divergentes aos encontrados por Aradjo et al. (2010), que
verificaram que a adicdo do conservante quimico bronopol, ndo alterou os valores de pH e o
ponto de congelamento do leite. Esses dados confirmam a possibilidade de anélises de pH e
ponto de congelamento, sem adi¢do de conservante e mantidos refrigerados, que € préatica
realizada pelo setor de laticinios nas analises de monitoramento e controle interno realizado

no laboratério das empresas.

Tabela 9 — Média de pH do leite com relacdo aos tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Sem
Azidiol Bronopol conservante
Tempo
(Dias) ] . . . .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado Refrigerado
0 6,032A 6,0324 6,0324 6,032A 6,032A
1 5,992A 5,982A 5,962 A 5,9438 5,984
3 5,973A 5,982A 5,932A 59138 5,973A
5 5,873A 5,962 A 5,8428 5,988 5,932 A
7 5,928A 5,942A 5,8428 5,9238 5,913A

Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras maitsculas iguais na mesma coluna nédo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

4.4 Concluséao

Para analise de CBT do leite, o uso de azidiol como conservante independente do uso
de refrigeracdo ou ndo durante a armazenagem, ¢ o método mais adequado para manter as
caracteristicas microbioldgicas originais do leite ao longo de sete dias de armazenamento. De
outra forma, para as analises de composicdo fisico-quimica do leite, especialmente para 0s

teores de proteina, lactose e solidos desengordurados do leite, 0 numero de dias de
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armazenamento é um importante fator que deve ser considerado e padronizado nas coletadas
de leite nas fazendas. A partir do primeiro dia de armazenamento das amostras, ocorre
aumento dos teores medios de proteina, lactose e sdlidos desengordurados do leite, em relacao

aos teores observados quando quantificados no mesmo dia da coleta do leite.
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6 FATORES INTERFERENTES NA CONSERVACAO DE AMOSTRAS DE LEITE
CRU DESTINADAS A ANALISE DE CONTAGEM PADRAO EM PLACAS

RESUMO

Objetivou-se verificar possiveis interferéncias na conservacdo de amostras de leite
conservadas com azidiol e destinadas a analises de contagem bacteriana total. O trabalho foi
desenvolvido no Laboratério de Qualidade de Leite e Derivados, da Universidade Federal de
Santa Maria, em Palmeira das Miss6es/RS. Duas amostras de leite foram coletadas com
valores de CBT pré-determinados. No laboratorio, o leite foi subdividido, em 80 sub amostras
e essas foram distribuidas entre os tratamentos: T1 - Baixa CBT inicial/temperatura ambiente;
T2 - Baixa CBT inicial/temperatura refrigerada; T3 - Alta CBT inicial/temperatura ambiente;
T4 - Alta CBT inicial/temperatura refrigerada. Avaliaram-se duas temperaturas de
armazenamento (ambiente e refrigerado). Ap6s incubacédo, analisou-se o leite dos 80 frascos.
O delineamento estatistico utilizado foi arranjo fatorial 3 x 2 X 5 (conservacgéo, temperatura e
tempos). A contagem bacteriana foi alterada de forma isolada pela CBT inicial, temperatura
de armazenamento e dias de armazenagem (P<0,001). Houve aumento da CBT de acordo com
os dias de armazenamento, uma vez que até o primeiro dia de armazenamento os valores
aumentaram, ja a partir do segundo dia de armazenamento a CBT comecou a reduzir. Para 0s
teores de gordura, houve apenas efeito de CBT inicial e temperatura de armazenamento
(P<0,001). Nos percentuais de proteina houve efeito dos dias de armazenamento, a proteina
aumentou até o primeiro dia de armazenamento, onde estabilizou até 7 dias de
armazenamento. A lactose foi alterada pela CBT inicial e pelos dias de armazenamento
(P<0,001). O teor de lactose aumentou até o primeiro dia de armazenamento, onde estabilizou
até o sétimo dia de avaliacdo. O teor de ST foi alterado pela CBT inicial, temperatura e dias
de armazenamento (P<0,001). Amostras com alta CBT inicial apresentaram maiores teores de
ST. O teor de SD foi alterado apenas pela CBT inicial e pelos dias de armazenamento
(P<0,001). O pH foi alterado pela CBT inicial, temperatura e dias de armazenamento
(P<0001). Para anéalise de CBT do leite, 0 uso de azidiol como conservante é dependente do
uso de refrigeracdo durante a armazenagem para manter as caracteristicas microbioldgicas
mais estaveis ao longo de sete dias de armazenamento. Para analises de composicao fisico-
quimica do leite, a partir do primeiro dia de armazenamento das amostras, ocorreu aumento
dos teores de proteina, lactose e solidos desengordurados do leite, em relacdo aos teores
observados quando quantificados no mesmo dia da coleta do leite.

Palavras-chaves: azidiol; contagem bacteriana total; qualidade do leite
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6 FACTORS INTERFERING IN CONSERVATION OF RAW MILK SAMPLES
DESTINED TO ANALYSIS OF STANDARD COUNTING ON PLATES

ABSTRACT

This study aimed to verify possible interferences in conservation of milk samples
preserved with azidiol and intended to total bacterial count analysis. The work was developed
in the Laboratory of Milk Quality and Dairy Products of the Universidade Federal de Santa
Maria in Palmeira das Missdes - RS. Two milk samples were collected with predetermined
TBC values. In the laboratory, milk was divided in 80 sub samples and these were distributed
among the treatments: T1 - Low initial TBC / room temperature; T2 - Low initial TBC /
refrigerated temperature; T3 - High initial TBC / room temperature; T4 - High initial TBC /
chilled temperature. They were evaluated both storage temperatures (room temperature and
refrigerated). After incubation, were analyzed the milk of 80 bottles. The statistical design
was a factorial arrangement 3 x 2 x 5 (conservation, temperature and times). The bacterial
count was changed in isolation by the initial TBC, storage temperature and storage days (P
<0.001). There was an increase of TBC according to the days of storage, since until the first
day of storage values increased, yet from the second day of storage CBT started to reduce. For
the fat content, there was only initial TBC effect and storage temperature (P <0.001). In the
protein percentage was no effect of storage days, the protein increased until the first day of
storage, which stabilized within 7 days of storage. Lactose was amended by initial TBC and
the storage days (P <0.001). The lactose content increased until the first day of storage, which
stabilized until the seventh evaluation day. The TS content was amended by initial TBC,
temperature and storage days (P <0.001). Samples with high initial TBC showed higher levels
ST. The DS content was modified only by the initial TBC and the storage days (P <0.001).
The pH was amended by initial TBC, temperature and storage days (P <.0001). For TBC
analysis of milk, using azidiol preservative is dependent on the use of refrigeration during
storage to maintain more stable microbiological characteristics over seven days of storage.
For analysis of physical and chemical composition of milk, from the first day of sample
storage, there was an increase of protein, lactose and degreased solids of milk, compared to
levels observed when quantified in the same day of collection of milk.

Keywords: azidiol; total bacterial count; milk quality
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6.1 Introducao

O setor de lacteos, bem como outros segmentos da producdo de alimentos é uma
atividade cada vez mais competitiva, tornando-se assim, indispensavel a constante busca pelo
aumento da producdo e melhoria da qualidade, para atender a demanda nacional e conquistar
novos mercados internacionais.

O Brasil, no que se refere a producdo, identidade, qualidade, coleta e transporte de
leite é regido pela Instrucdo Normativa n°® 62 (IN 62), de 29 de dezembro de 2011, do
Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA). Esse regulamento técnico
estabelece como teor minimo de gordura de 3%; proteina total minimo de 2,9%; extrato seco
desengordurado (ESD) de 8,4%; unidade formadora de col6nia (UFC) méaximo 300.000/mL e
contagem de celulas somaticas (CCS) maximo 500.000/mL, sendo este requisito
microbioldgico e de células somaticas para o periodo de 01 de julho de 2014 a 30 de junho de
2016, nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste, j& a partir desta data, os valores tornardo-se
mais criteriosos e 0 maximo permitido de UFC passara para 100.000/mL e CCS maximo de
400.000/mL (MAPA, 2011).

A IN 62 determina também que o setor de laticinios efetue com periodicidade minima,
uma analise mensal para CBT, CCS e composicdo. Essas devem ser realizadas em uma
unidade operacional da Rede Brasileira de Laboratdrios para Controle da Qualidade do Leite,
independente das analises efetuadas pelo controle de qualidade interno (MAPA, 2011). Com
isso as industrias de laticinios estdo remunerando o produtor pela qualidade do leite produzido
e assim a producao de leite com qualidade pode resultar em maior lucratividade da atividade
devido ao pagamento pela qualidade do produto.

De acordo com Reis et al. (2007), para um resultado confidvel, a coleta de amostras de
leite individual deve ser criteriosa, para que as mesmas possam refletir a sua real composicao,
tornando-se verdadeiramente representativa do leite como um todo. E ainda em relacdo a
contagem bacteriana total (CBT), a temperatura e o periodo de armazenamento do leite
determinam, de maneira seletiva e pronunciada, a intensidade de desenvolvimento das
diversas espécies microbianas contaminantes (ARCURI et al., 2006).

A principal estratégia utilizada na conservagdo das amostras destinadas as analises de
CBT é o uso de azidiol, podendo a amostra ser analisada até 7 dias ap0s a coleta se mantida a
temperatura de 7°C, sem congelamento e sem aquecimento (CASSOLI et al., 2010). Mas
ainda sdo escassas as informacOes referentes ao efeito dos conservantes utilizados nas

amostras, a temperatura de armazenamento, no prolongamento do tempo entre a coleta da
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amostra e a anélise de CBT e a interferéncia da qualidade inicial do leite em sua conservagéo,
e desta forma essas informagdes poderdo garantir maior confiabilidade dos resultados.

Diante do exposto, realizou-se um estudo objetivando verificar as possiveis
interferéncias na conservagdo (temperatura, tempo de armazenamento e qualidade inicial do
leite) de amostras conservadas com azidiol e destinadas a anélises de contagem bacteriana
total pelo método de contagem padrdo em placas.

6.2 Material e Métodos

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Qualidade de Leite e
Derivados, da Universidade Federal de Santa Maria, Campus de Palmeira das MissGes/RS no
periodo de 08/12/2014 a 18/12/2014.

6.2.1 Amostras

Duas amostras de leite cru refrigerado (de 1.600 mL cada) foram coletadas em duas
fazendas produtoras de leite no municipio de Palmeira das Missdes, situada na regido
Noroeste do Rio Grande do Sul. Essas fazendas possuiam manejos e condi¢fes higiénicas
distintas com valores de CBT pré-determinados (10.000 e 500.000 UFC/mL,
respectivamente).

As coletas de leite ocorreram diretamente do tanque de expansdo, 0s quais estavam
com temperatura inferior a 4°C no momento da coleta. Inicialmente o leite foi agitado por
meio do agitador automatico do equipamento de refrigeracdo, por um periodo de 10 minutos.
Posteriormente foi proferida a coleta do volume com auxilio de um copo coletor e um funil
analitico para facilitar o preenchimento do baldo volumétrico, no qual foi armazenado o leite.
Apbs as coletas, as amostras foram acondicionadas e transportadas em caixa isotérmica
contendo gelo reciclavel até o Laboratério de Inspecdo e Qualidade de Leite e Derivados do
campus da UFSM-PM.

No laboratorio, o leite das duas fazendas foram subdivididos em 80 sub amostras de
40 ml cada, acondicionadas em frascos estéreis e que receberam adi¢do de um comprimido

(entre 41 e 50 mg) contendo azida sodica e cloranfenicol. Apos a adi¢cdo do conservante, 0s
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frascos foram homogeneizados por inversdo e reversdo até completa dissolucdo do
conservante no leite.

Avaliaram-se duas temperaturas de armazenamento de amostras: Temperatura
ambiente (20,7 a 22,6°C), onde 40 amostras foram incubadas em estufa (T1 e T3) e
temperatura refrigerada (3,9 a 5°C), onde 40 amostras foram armazenadas sob refrigeracdo de
4°C (T2 e T4).

As sub amostras foram distribuidas e identificadas entre os tratamentos: T1 - Baixa
CBT inicial e armazenado em temperatura ambiente; T2 - Baixa CBT inicial e armazenado
em temperatura refrigerada; T3 - Alta CBT inicial e armazenado em temperatura ambiente;
T4 - Alta CBT inicial e armazenado em temperatura refrigerada.

Apds a incubacao, nas duas faixas de temperatura, nos diferentes tempos (dia 0, 1, 3, 5
e 7), analisou-se o leite dos 80 frascos, procedendo-se da seguinte forma: para cada
tratamento obteve-se quatro repeticfes e durante os diferentes tempos de analises ndo se
analisou 0 mesmo frasco, sendo este descartado apds cada periodo, por motivo de possivel

contaminacdo da amostra.

6.2.2 Andlises realizadas

Todas as amostras de leite foram submetidas as analises de contagem bacteriana e
analises fisico-quimicas (percentual de gordura, proteina, lactose, solidos totais, sélidos
desengordurado e pH).

As andlises de contagem bacteriana (CBT) foram realizadas pelo método de contagem
padrdo de microrganismos aerdbios meséfilos em placas, método descrito pela Association of
Official Analytical Chemists (AOAC, 2002). Utilizaram-se placas descartaveis (90 x 15 mm)
e estéreis. A preparacdo do agar de contagem padrdo — PCA e a solidificagdo das placas foram
realizadas no dia anterior a semeadura do inéculo. Para cada amostra foi utilizado trés
diluicBes decimais sucessivas empregando como diluente a dgua peptonada tamponada a
0,1%. Em seguida, foram transferidos, a partir de trés diluicdes selecionadas, 0,1 ml do
diluido para as placas de Petri em duplicata, onde o meio j& se encontrava vertido e
solidificado e com o auxilio de uma alca de Drigalski, flambada, foram entdo semeados os
indculos nas placas. Posteriormente as placas foram incubadas invertidas na estufa a 36+1°C
por 48+3 horas, seguindo o protocolo de incubagdo descrito por Walters et al. (1998). Apds o

periodo de incubacdo, foi efetuada a contagem das UFC com o auxilio de um contador de
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coldnias modelo manual. Os resultados foram transformados em logaritmos de base dez (Log
10), para facilitar as anélises estatisticas.

As analises fisico-quimico (percentual de gordura, proteina, lactose, solidos totais,
solidos desengordurado) foram realizadas pelo equipamento Milko Tester, que utiliza o
principio de infravermelho. Antes de realizar a analise, as amostras foram igualmente
homogeneizadas. A higienizacdo do equipamento foi efetuada a cada troca de tratamento.

As analises de pH foram realizadas por meio de pHmetro de bancada (TECNOPON
mPA 210), com eletrodo de vidro e que permitiu a leitura direta no dispositivo digital. O

eletrodo foi limpo e higienizado a cada troca de tratamento.

6.2.3 Andlise estatistica

Utilizou-se o delineamento estatistico em arranjo fatorial 3 x 2 x 5, sendo que 0s
fatores foram: trés tipos de conservacdo, duas temperaturas de incubagdo e cinco tempos
(dias) de analises.

Os resultados foram analisados pelo programa computacional Statistical Analysis
System® (SAS, 2001), apds verificacdo da normalidade dos residuos e a homogeneidade das
variancias. Com a distribuicdo normal dos dados, o procedimento estatistico adotado foi de
acordo com os efeitos principais dos tratamentos, pelo comando PROC MIXED do SAS
(2001), adotando-se nivel de significancia de 0,05. Os dias de armazenamento foram
analisados como medidas repetidas no tempo. Diversas estruturas de erros foram investigadas,
e a estrutura escolhida para cada variavel avaliada foi de acordo com o critério de informacao
bayesiano (BIC), de acordo com o seguinte modelo:

Yij = 4+ CBTi + Tj + (CBTi x Tj) + e(a)ik + DIAk + (CBT; x DIAK) + (Tj x DIAK) +
(T; x DIAk x CBT;) + e(b)iju,

em que, Yij = € o valor observado; u = média geral; CBT; = efeito fixo de contagem
bacteriana inicial; Tj = efeito fixo de temperatura de armazenamento; CBTi x T; = efeito fixo
de interagdo entre CBTi e Tj; e(a)ij = erro aleatorio associado a cada observagéo da parcela
principal; DIAx = efeito fixo de dias de armazenamento; CBT; x DIAk = efeito fixo de
interacdo entre CBT; e DIAk; Tj x DIAk = efeito fixo de interacdo entre Tj e DIAk; Tj x DIAk X
CBT; = efeito fixo de interacdo tripla entre T; e DIAx e CBTi. Os graus de liberdade foram

calculados de acordo com o método Satterthwaite (DDFM = Satterth).
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As médias ajustadas foram calculadas e comparadas pela op¢ao DIFF do ‘statement’
LSMEANS.

6.3. Resultados e Discussao

A contagem bacteriana do leite foi alterada de forma isolada pela CBT inicial,
temperatura de armazenamento e dias de armazenagem (Tabela 1). Houve aumento da CBT
do leite de acordo com os dias de armazenamento, uma vez que até o primeiro dia de
armazenamento os valores desta varidvel aumentaram, enquanto que a partir do segundo dia
de armazenamento a CBT comecou a reduzir (Tabela 1). Essa reducdo significativa, nos
valores de CBT de acordo com os dias de armazenamento, independentemente da temperatura
de armazenamento, pode ser justificada por possiveis injurias celulares nos microrganismos
decorrentes da acdo do conservante azidiol que possui azida sédica em sua composicao e esta
é conhecida como inibidor do processo de respiracdo aerdbica, por interferir na cadeia de

transporte de elétrons no interior da mitocondria (LEITE, 2006).

Tabela 1- Variacdo da contagem bacteriana total (Log 10) do leite com relacdo aos
tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . . .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 3,89°¢ 3,930A 5,632A 5,638
1 4,40°A 4,109A 5,34°8 5,90%A
3 4,138 3,538 5,308 5,252¢
5 3,28¢P 3,30°8 4,90°¢ 5,20%¢
7 3,28°P 3,30°8 3,978P 3,00°P

Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

As reducdes dos valores de CBT (Tabela 1), a partir do dia 1 podem ser ainda
associadas as quedas de pH, que tiveram comportamento similar. Este resultado pode entdo
indicar inibicdo do crescimento microbiano resultante de acidificagdo da amostra. O que deve

ser salientado é que este trabalho foi realizado utilizando a metodologia de contagem
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bacteriana em placa, que é um método oficial, mundialmente reconhecido, mas que determina
0 conteudo de bactérias aerdbias e/ou facultativos mesofilos viaveis presentes no leite.

De acordo com Gunasekera et al. (2000) existe boa correlacdo entre a citometria de
fluxo (metodologia utilizada pelos laboratorios da Rede Brasileira de Qualidade do Leite) e de
contagem padrdo em placa, no entanto, em seu estudo, a citometria de fluxo apresentou maior
CBT, pois a cultura em placa é dependente da viabilidade das células bacterianas que
originam col6nias a partir de uma ou varias células.

Amostras de leite com baixa CBT inicial armazenadas refrigeradas apresentaram
valores inferiores para esta varidvel até o terceiro dia de armazenamento (Tabela 1), quando
comparado a amostras armazenadas em temperatura ambiente, e assim mostrou-se o
tratamento com menor oscilacdo ao longo dos dias de analises. Isto pode entdo ser justificado,
pela temperatura de armazenamento, aliado a baixa contagem inicial de microrganismos do
leite utilizado nessas amostras, onde o mesmo apresentou 9.000 UFC/mL e desta
apresentando-se bem inferior ao estabelecido pela Instrucdo Normativa n° 62 (IN 62), de 29
de dezembro de 2011, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que
estabelece maximo de 300.000/ml para unidade formadora de colénia para o periodo de 01 de
julho de 2014 a 30 de junho de 2016, nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste (MAPA, 2011).

Martins et al. (2009), avaliando o efeito do conservante bronopol em contraste com o
conservante azidiol na CBT (analise por citometria de fluxo) em amostras de leite cru
submetidas a diferentes temperaturas de armazenagem, verificaram que no nivel de
contaminacdo <10° UFC/mL, tanto no nivel de contaminacio >10%° UFC/mL, as amostras
conservadas com o azidiol s&o viaveis para andlise até o dia de armazenamento, quando foram
mantidas em temperatura entre 1,8 e 4,2°C

Para Cassoli et al. (2010), as amostras de leite cru conservadas com azidiol, podem ser
analisadas até 7 dias ap0s a coleta se mantida a temperatura de 7°C, sem congelamento e sem
aquecimento, isso devido ao azidiol ter efeito bacteriostatico e ser composto de azida sodica,
cloranfenicol, etanol, citrato de sodio e azul de bromofenol, sendo que a azida sédica trata-se
de um inibidor do processo de respiracdo aerdbia, por interferir na cadeia de transporte de
elétrons no interior da mitocéndria (LEITE, 2006).

Em relacdo aos teores médios de gordura do leite, houve apenas efeito de CBT inicial
e temperatura de armazenamento para teor de gordura do leite. Amostras de leite com baixa
CBT inicial apresentaram menores teores de gordura do leite, do que amostras com alta CBT
inicial (Tabela 2). Essa queda verificada no dia 7 para o tratamento alta CBT inicial,

conservado em temperatura ambiente, bem como no dia 5 para o tratamento baixa CBT inicial
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conservada em temperatura ambiente, pode estar atrelada ao aumento excessivo de
viscosidade das amostras conservadas com azidiol e em temperatura ambiente, assim pode ter
dificultado a homogeneizagdo das amostras apresentando uma errénea reducdo dos teores de

gordura.

Tabela 2 — Média dos teores de gordura do leite em percentual, com relacéo aos tratamentos e
tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . . .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 3,884 3,884 4,53 3A 4,53 A
1 3,884 3,964 4,56 A 4,55 aA
3 3,8004 3,884 4,48 3A 4,53 A
5 3,574 3,954 4,45 3A 4,57 A
7 3,784 3,904 4,024 4,56 A

Médias seguidas por letras minusculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Esses resultados obtidos em relagdo aos teores de gordura, corroboram entdo com
Monardes et al. (1996), Gonzalo et al. (2004) e Sanchez et al. (2005) que recomendam como
principal estratégia na conservacdo das amostras destinadas as analises de composicao fisico e
qguimica a adicdo do conservantes bronopol, podendo este ser ou ndo associados a
resfriamento das amostras.

Nos percentuais médios de proteina houve efeito de dias de armazenamento sobre o
teor de proteina do leite, que aumentou até o primeiro dia de armazenamento, estabilizando-se
até 7 dias de armazenamento. O teor de proteina do leite também foi alterado pela CBT
inicial, uma vez que amostras de leite com baixa CBT apresentaram menores teores de
proteina quando mantidas em temperatura ambiente (Tabela 3).

Esse aumento nos teores de proteina pode estar relacionado com o crescimento
bacteriano verificado, pois quando se realiza a analise dos constituintes fisico-quimicos do
leite pelo método de infravermelho, ndo € possivel diferenciar quais sdo as proteinas
verdadeiras do leite (caseina, albumina, lactoalbumina, lactoglobulina e imunoglobulinas) das

proteinas formadas por nitrogénio ndo proteico, produzido por alguns grupos de bacteérias.
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Também pode ser resultado de um aumento na CBT, pois as paredes celulares que revestem
as bactérias podem ser consideradas proteinas, pois sdo constituidas por aminoacidos.

Tabela 3 — Média dos teores de proteina do leite em percentual, com relacdo aos tratamentos
e tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . ) .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 3,3208 3,3228 3,4128 34128
1 3,56134 3,561234 3,69 24 3,69 24
3 3,483A 3,493A 3,6023A 3,59 23A
5 3,494 3,56 24 3,604 3,684
7 3,503A 3,503A 3,613A 3,59 23A

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras maidsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

O teor de lactose aumentou até o primeiro dia de armazenamento do leite, onde
estabilizou até o sétimo dia de avaliacdo. Amostras com baixa CBT inicial apresentaram
menores teores de lactose, em comparacdo com amostras de leite com alta CBT (Tabela 4), a
alteracdo pela CBT inicial pode ser justificada por o leite ser oriundo de duas fazendas
distintas, com manejo, alimentacéo e padréo racial diferenciado.

Tabela 4 — Média dos teores de lactose do leite em percentual, com relacdo aos tratamentos e
tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . ) .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 4,468 4,468 4,62 238 4,62 238
1 4,744 4,744 4,864 4,84 24
3 4,70 3A 4,72 3A 4,87 3A 4,86 A
5 4,723A 4,753A 4,88 2A 4,8523A
7 4,734 4,734 4,88 3A 4,87 A

Meédias seguidas por letras mindsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.
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O aumento dos teores de lactose do dia 0 ao 1, pode estar associado a um erro na
leitura pelo equipamento de infravermelho, pois Ordofiez, (2005) e Tronco (2013), relatam
declinio no teor de lactose com o tempo de armazenamento do leite devido a deterioracdo da
lactose em compostos acidos.

O teor de ST do leite aumentou até o primeiro dia de armazenamento (Tabela 5),
comportamento esse que foi influenciado pelos teores de proteina e lactose, mas como
gordura manteve-se estavel durante este periodo (Tabela 2), o que pode ter diluido o efeito
dos demais componentes do leite, resultante da auséncia de efeito de tempo sobre o teor de
solidos totais do leite. As amostras com alta CBT inicial apresentaram maiores teores de ST
(como verificado no percentual de proteina e lactose), enquanto que ndo foi observado
diferenca entre as médias na comparacdo entre as duas diferentes temperaturas de

armazenamento (Tabela 5).

Tabela 5 — Média dos teores de sélidos totais do leite em percentual, com relacdo aos
tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . . .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 12,57 A 13,1254 13,4624 13,4624
1 13,0304 12,1254 13,9134 13,8824
3 12,89 A 13,00 °A 13,8624 13,8924
5 12,69 A 13,17 A 13,8424 13,9134
7 12,92 bA 13,04 0A 13,4124 13,92 2A

Médias seguidas por letras minudsculas iguais ha mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras maidsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

De forma similar aos ST, o teor de SD aumentou até um dia de armazenamento, onde
entdo estabilizou (Tabela 6). O Unico componente do leite que permaneceu sem alteracao
durante os sete dias de armazenamento foi a gordura, uma vez que o0s teores de proteina e
lactose aumentaram a partir do 1° dia de conservacdo. Este resultado sugere que o dia de
analise de composicéo fisico-quimica do leite pode afetar os teores dos componentes acima
citados, bem como o teor de solidos desengordurados que sdo compostos em sua grande

maioria pela proteina e pela lactose. Além disso, amostras de leite com alta CBT inicial
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apresentaram maiores teores de SD, do que amostras com baixa CBT (Tabela 6), e isso

ocorreu em decorréncia a composicdo inicial dos leites utilizados que foram distintos.

Tabela 6 — Média dos teores de solidos desengordurados do leite em percentual, com relagéo
aos tratamentos e tempo de armazenamento.

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . ) .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 8,69 b4 8,69 08 8,9328 8,93 28
1 9,154 9,154 9,354 9,324
3 9,08 PA 9,12 PA 9,383A 9,36 34
5 9,123A 9,21 34 9,38 24 9,34 34
7 9,134 9,14 34 9,39 24 9,36 24

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras mailsculas iguais na mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.

Para o pH na comparacdo de médias, houve diferenca apenas nas comparacfes entre
amostras de leite com alta CBT mantidas em temperatura ambiente em comparacdo com 0s
demais tratamentos a partir do quinto dia de armazenamento. Amostras de leite com alta CBT
mantidas em temperatura ambiente apresentaram menor pH nos tempos 5 e 7, em comparacéo

aos demais tratamentos nestes tempos de coletas (Tabela 7).

Tabela 7 — Média de pH do leite com relacdo aos tratamentos e tempo de armazenamento

Tratamento
Baixa CBT Inicial Alta CBT Inicial
Tempo (Dias) . . ) .
Ambiente Refrigerado Ambiente Refrigerado

0 6,03 24 6,03 24 5,99 24 59924
1 5,99 24 5,98 24 5913234 5,98 24
3 5,99 2A 5,98 24 5,88 24 5,94 24
5 58704 5,96 24 58004 59324
7 5,924 5,94 24 5,820A 5,94 24

Médias seguidas por letras minudsculas iguais na mesma linha ndo diferem entre si (P>0,001). Médias

seguidas por letras mailsculas iguais ha mesma coluna ndo diferem entre si (P>0,001), pelo teste de Tukey.
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De acordo com Cassoli et al., (2010), a refrigeracdo constante das amostras de leite no
processo de transporte e durante a conservacdo dessas € necesséria, pois somente o
conservante quimico ndo é suficiente para cessar 0 crescimento bacteriano, e esse
comportamento torna-se ainda mais pronunciado quando a qualidade microbioldgica inicial

do leite possui valores mais elevados.

6.4 Conclusao

Para analise de CBT do leite, 0 uso de azidiol como conservante é dependente do uso
de refrigeracdo durante a armazenagem para manter as caracteristicas microbiolégicas mais
estaveis ao longo de sete dias de armazenamento.

Para as analises de composicdo fisico-quimica do leite, especialmente para os teores
de proteina, lactose e sélidos desengordurados do leite, o azidiol ndo pode ser utilizado, pois a
partir do primeiro dia de armazenamento das amostras, ocorre aumento dos teores médios de
proteina, lactose e solidos desengordurados do leite, em relacdo aos teores observados quando

quantificados no mesmo dia da coleta do leite.
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