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‘Enquanto a populagcdo cresce em progressao
geomeétrica, a producdo de alimentos cresce em

progressao aritmética”.
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Efeito do bindOmio tempo e temperatura de conservacdo sobre o
aspecto de qualidade higiénico-sanitario de leite de cabra

RESUMO

A contagem de células sométicas (CCS) é utilizada como indicador de qualidade
tanto do leite de vacas como de cabras. A contagem total de bactérias (CTB) € de
particular interesse para o produtor e para a industria, pois reflete as condi¢des
gerais de higiene no processo de producdo do leite na fazenda. A interferéncia do
tempo e temperatura na conservacao do leite para andlise de CCS e CTB pode ser
usada para mensurar a qualidade higiénico-sanitario do leite. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do bindbmio tempo e temperatura de conservagao sobre o
aspecto de qualidade higiénico-sanitario do leite de cabra. Foram coletadas 20
amostras de 1,8 litros de leite de cabras das ragas Saanen e Toggenburg em
garrafas plasticas para andlise de CCS, CTB e CIB, de cada animal. Ap6s chegada
das amostras no laboratorio, o leite foi homogeneizado e distribuido em 40 frascos
esterilizados, sendo 20 frascos contendo um comprimido do conservante azidiol e 20
frascos contendo um comprimido do conservante bronopol, totalizando 320 aliquotas
para cada conservante, respectivamente. Os frascos com amostras de leite foram
colocados em geladeiras e incubadoras com diferentes temperaturas (5, 10, 20 e
30°C). Essas amostras foram analisadas com 1, 3, 5 e 7 dias ap0s a coleta. ACCS e
CTB foram realizadas pelo método de citometria de fluxo. O delineamento utilizado
foi o de parcelas subdivididas. Os resultados de CCS, CTB e CIB foram
transformados em logaritmo neperiano para comparagcdo de médias. Foi utilizado o
teste Student-Newman-Keuls (SNK) para comparacdo das médias da CCS, CTB e
CIB de acordo com a temperatura e tempo de armazenamento. O maior impacto
sobre a variacdo da CCS foi devido ao tempo dentro da temperatura apresentando
diferenca significativa nas temperaturas 20 e 30°C, tendo uma diminuigdo da CCS
de 3,5 e 3,9% a cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma
temperatura de 20 e 30°C, respectivamente. O maior impacto sobre a variagcao da
CTB foi devido ao tempo dentro da temperatura apresentando diferenca significativa
nas temperaturas 10 e 30°C, tendo uma diminuigdo da CTB de 8,9% a cada dia de
aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 10°C e um aumento
da CTB de 33,3% a cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma
temperatura de 30°C. O maior impacto sobre a variagdo da CIB foi devido ao tempo
dentro da temperatura apresentando diferenca significativa nas temperaturas 10 e
30°C, tendo uma diminuicdo da CIB de 11,1% a cada dia de aumento no tempo de
armazenamento a uma temperatura de 10°C e um aumento da CIB de 44,3% a cada
dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C. Amostras
armazenadas em temperaturas superiores a 20°C podem gerar diminuicdo nos
resultados de CCS e aumento nos resultados de CTB. Os resultados mostram a
necessidade de se encaminhar as amostras de leite para CCS e CTB sob
refrigeracdo e de ser feita andlise até sete dias ap0s a coleta.

Palavras-chave: Contagem de células somaticas. Contagem total de bactérias.
Qualidade do leite. Leite de cabra.



Effect of binomial time and storage temperature on the quality
aspect hygienic-sanitary goat

ABSTRACT

The somatic cell count (SCC) is used as an indicator of milk quality for both cows and
goats. The total count of bacteria (TCB) is of particular interest to the producer and to
the industry, because it reflects the general conditions of hygiene in the production
process of milk on the farm. The interference of time and temperature on the
preservation of milk for analysis of SCC and TCB may measure the quality and
hygienic-sanitary milk. The objective of this study was to evaluate the effect of the
binomial time and storage temperature on the aspect of quality and hygienic-sanitary
of goat's milk. We collected 20 samples of milk from goats in the races Saanen and
Toggenburg in plastic bottles for analysis of SCC, TCB and ICB, totaling
approximately 1.8 liters of each animal. After arrival of the samples in the laboratory,
the milk was homogenized and distributed in 40 bottles sterilized, being 20 vials
containing a compressed of preservative azidiol and 20 vials containing a
compressed of preservative bronopol, totaling 320 aliquots with samples for each
preservative, respectively. The bottles with milk samples were placed in refrigerators
and incubators with different temperatures (5, 10, 20 and 30°C) and analyzed with 1,
3, 5 and 7 days after collection. The SCC and TCB were determined by the method
of flow cytometry. The experimental design was a split-plot. The results of SCC, TCB
and ICB were transformed into Neperian Logarithm for comparison of means. Was
SNK test for comparison of means of SCC, TCB and ICB in accordance with the
temperature and time of storage. The greatest impact on the variation of SCC was
due to time within the temperature showing significant difference in temperatures 20
and 30°C, having a decrease in SCC 3.5 and 3.9% each day increase in time of
storage at a temperature of 20 and 30°C, respectively. The greatest impact on the
variation of TCB was due to the length of time within the temperature showing
significant difference in temperatures 10 and 30°C, having a decrease in the TCB of
8.9% for each day of an increase in the time of storage at a temperature of 10°C and
an increase in the TCB of 33.3% each day increase in time of storage at a
temperature of 30°C. The greatest impact on the variation of the ICB was due to time
within the temperature showing significant difference in temperatures 10 and 30°C,
having a decrease in the ICB of 11.1% each day increase in long-term storage at a
temperature of 10°C and an increase in the ICB of 44.3% each day to increase the
time of storage at a temperature of 30°C. Samples stored at temperatures higher
than 20°C can generate decrease in results of SCC and increase in results of TCB.
The results show the need to forward the samples of milk for SCC and TCB under
cooling and be done analysis up to seven days after collection.

Keywords: Somatic cell count. Total Count of bacteria. Milk Quality. Goat milk.
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1 INTRODUCAO

O aumento da exploracdo da caprinocultura leiteira demanda uma maior
preocupacdo com a qualidade da matéria-prima, tanto do ponto de vista fisico-
quimico quanto microbiol6gico.

Os esforgos para aumentar a producdo e a qualidade do leite de cabra tém
incluido programas genéticos e de saude baseados em monitoramento de variaveis
do leite. A determinacao precisa dos seus elementos constitutivos é importante tanto
para o produtor de leite quanto a industria de laticinios por causa de implicactes
econdmicas, de saude e de gestdo. A contagem de células somaticas (CCS) do leite
de cabras nao infectadas € maior do que a CCS das vacas e ovelhas néo infectadas,
e os fatores fisioldgicos e produtivos tém sido relacionados ao aumento da CCS da
cabra (SANCHEZ et al., 2005). A CCS do leite € amplamente utilizada como uma
medida de saude do Ubere e da qualidade do leite de cabra (HAENLEIN, 2002;
PAAPE et al., 2007).

Nos Estados Unidos da América (EUA) o limite legal de CCS estabelecido
pela Food and Drug Administration (FDA) para cabras leiteiras € de 1.500.000
CCS/mL (FDA, PMO Grade “A”..., 2009; 2013). Os valores para CCS na Uniao
Europeia, conforme o Regulamento (EC) n.° 853/2004 do Parlamento e do Conselho
Europeu, que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros
alimenticios de origem animal ainda ndo estao estabelecidos (OFFICIAL JOURNAL
OF THE EUROPEAN UNION, 2004) e confirmado por Pirisi et al. (2007). No entanto
Kalantzopoulos et al., (2002) apresentaram o trabalho Caracteristicas dos leites de
ovinos e caprinos: Qualidade e higiene, apostas para o setor leiteiro dos ovinos e
caprinos, propondo os niveis de CCS entre 1.000.000 a 2.000.000/mL na Franca.

No Brasil a Instru¢do Normativa n° 37 de 31 de outubro de 2000 (IN 37/2000)
nao define os valores para CCS.

Os valores de CCS inferior a 400.000 células/mL podem ser utilizadas para
classificar cabras nado infectadas no inicio da lactagdo (McDOUGALL et al., 2001).
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Atualmente, o bronopol tem sido utilizado como um conservante para analise
de CCS em amostras de leite pelos laboratérios de qualidade do leite no Brasil.

Nos EUA o limite legal da contagem total de bactérias (CTB) estabelecido
pela FDA para cabras leiteiras ndo pode exceder 100.000 UFC/mL por produtor
individual antes de misturar com outros produtores e nao pode exceder a 300.000
UFC/mL antes da pasteurizagdo (FDA, PMO Grade “A’..., 2009; 2013). Na Uniao
Europeia conforme o Regulamento (EC) n.° 853/2004 do Parlamento e do Conselho
Europeu, que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros
alimenticios de origem animal (OFFICIAL JOURNAL OF THE EUROPEAN UNION,
2004) e relatado por Pirisi et al., (2007) os valores séo atribuidos em numero de
bactérias por mililitro e devem ser menor que 500.000 CIB/mL.

As exigéncias higiénico-sanitarias para o leite cru de cabra definidas na
Instrucdo Normativa n° 37/2000 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2000) incluem um limite maximo de 500.000 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/mL.

O conservante escolhido para esse fim é o azidiol (azida sodica e
cloranfenicol). Devido ao grande numero de produtores existentes no Brasil, as
distancias entre os pontos de coleta e os laboratérios da Rede Brasileira de
Qualidade do Leite (RBQL), e as dificuldades de logistica de transporte, nem sempre
€ possivel atender o prazo minimo entre a coleta de amostras no campo e a
realizacdo dos exames no laboratdrio.

A qualidade do leite cru esta relacionada com o grau de contaminacao inicial
e com o binbmio tempo e temperatura que o leite permanece desde a ordenha até o
processamento. Quanto maior o nimero de contaminantes e quanto mais alta for a
temperatura que o leite permanece, menor sera o seu tempo de conservacdo. Em
geral, a qualidade do leite estd associada com a carga microbiana presente no
produto (MUTUKUMIRA et al., 1996).

A carga microbiolégica do leite cru € de extrema importancia na qualidade
final de produtos lacteos. Um leite de baixa qualidade microbiolégica ndo se
conserva por longos periodos, mesmo sob refrigeracéo, devido a sua contaminagao
principalmente pelas bactérias psicrotroficas, que apesar de seu crescimento lento,
produzem grandes quantidades de enzimas (lipases e proteases), que rapidamente
alteram o produto (CRAVEN ; MACAULEY, 1993).
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Sabendo que a informacao sobre a variagdo da CCS, CTB e CIB em leite de
cabra de acordo com a temperatura e tempo de armazenamento pode ajudar na
interpretacdo dos resultados, e que informacdes sobre a variacdo da CCS, CTB e
CIB em leite de cabra em funcdo do tempo e temperatura de armazenamento séo
escassas no Brasil, estas informacdes podem ser usadas para estabelecer
protocolos de coleta de amostras de leite de cabra.

Desta forma, fica evidente que o binbmio tempo e temperatura sé&o
importantes fontes de variacdo para CCS, CTB e CIB em amostras de leite de cabra
cru, mesmo com adicao de bronopol e azidiol. Apesar de se recomendar a adi¢cdo do
conservante (azidiol) em amostras de leite cru no momento da coleta com a
finalidade de inibir a multiplicagédo bacteriana, recomenda-se manter as amostras em
temperatura de refrigeracdo, no maximo a 7°C, e que estas sejam analisadas no
maximo 96 horas apos a coleta (MESQUITA et al., 2003). Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito da temperatura de armazenamento e tempo decorrido
entre a coleta e analise em amostras de leite cru contendo bronopol sobre a CCS e
azidiol sobre a CTB e CIB bem como ampliar o conhecimento sobre o
comportamento da CCS, CTB e CIB frente a diferentes situacfes de temperatura de

armazenamento e tempo entre coleta e analise.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producao de leite de cabra no Mundo e no Brasil

A cabra € a terceira espécie produtora de leite em volume de producédo
mundial. Estima-se que em 2010 foram produzidos 16.646.618 toneladas de leite de
cabra no mundo, o que corresponde a 2,3% da producdo mundial de leite
(EMBRAPA, 2012).

Para Silveira (2008), aproximadamente 94,2% dos caprinos do mundo
encontram-se em regides em desenvolvimento, evidenciando a capacidade do
caprino de adaptacao a condi¢cdes diversas e de rusticidade. Porém, os 5,8% dos
caprinos localizados em regides desenvolvidas sdo responsaveis por 26,3% do leite
produzido pela espécie, o que demonstra aumento da produtividade em condicbes
favoraveis. No cenario agricola mundial, € notéria a evolucdo da caprinocultura
leiteira.

Em determinados paises, 0s sistemas de criacdo, transformacdo e
distribuicdo encontram-se em estagio avancado de desenvolvimento. Em 2012, de
acordo com os dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para Agricultura e
Alimentagéo (FAO), o Brasil foi 0 22° maior produtor de leite no mundo, produzindo
150.000 toneladas de leite de cabra (Tabela 1).

Os caprinos foram introduzidos no Brasil na época da colonizagdo. Os
animais que chegaram ao pais neste periodo passaram por um longo periodo de
adaptacdo e hoje se encontram naturalizados, formando 0s grupos genéticos
regionais (COSTA et al., 2008). Porém, a busca por racas mais produtivas fez com
que, a partir do final do século XIX e inicio do século XX, houvessem importacfes de
racas consideradas exoticas que, por cruzamentos absorventes, causaram uma
rapida substituicdo e erosdo nas racas naturalizadas (EGITO et al., 2002).

A preocupacao crescente em conservar 0s recursos genéticos locais, fez com
que em 1983 fosse criado o Programa Nacional de Conservacdo e Uso dos
Recursos Genéticos Animais do Brasil que deu origem a uma rede de conservacao

desse patriménio genético (MENEZES, 2005). Atualmente esta rede de conservacgao
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encontra-se consolidada, mas quando se trata do status sanitario desses animais
quase nada se sabe quanto a incidéncia de enfermidades, principalmente de
doencas infectocontagiosas, como a mastite, que séo frequentemente relatadas nos
rebanhos sem raca definida (SRD) e importados.

No Brasil, de acordo com a FAO o efetivo de caprinos em 2012 foi de 8,646
milhdes de cabecas, mostrando uma reducdo de 5,6% do rebanho em relacdo a
2009. Entretanto, neste mesmo periodo foi observado um aumento na producao de
leite de 143.768 para 150.000 toneladas, o que representa um aumento de 4,2%
neste periodo (Figura 1). Portanto, observa-se que houve um aumento da
produtividade no leite de cabra por rebanho, melhoria na genética, na alimentacéao,
nas instalacées, na reproducéo e sanidade do rebanho no Pais.

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012),
o efetivo de caprinos reduziu 7,9% em 2012 comparativamente ao ano de 2011. A
reducdo do efetivo ocorreu em todas as regides brasileiras, apresentando o0s
seguintes percentuais: Norte 10%, Nordeste 8,2%, Sudeste 2,1%, Sul 2,7% e
Centro-Oeste 10,8%. No entanto a Regido Nordeste do Pais continua sendo a
mantenedora do maior efetivo de cabras, com mais de 90,0% do total nacional, tanto
para producao de leite como de carne.

No Brasil, geralmente a producéo de leite de cabra é explorada de maneira
semi-intensiva, exceto nas propriedades rurais proximas aos grandes centros
urbanos, onde predomina o sistema de producéao intensivo. No Sudeste, a producéo
€ inteiramente intensiva, enquanto no Centro-Oeste e no Sul do pais esse sistema é
ainda incipiente (SILVA, 1998). Em relacdo a regido Sudeste do pais, as
propriedades rurais da Zona da Mata de Minas Gerais, das regibes Serrana e
Noroeste do Rio de Janeiro e das regides Sul e Serrana do Espirito Santo tém
sofrido reducgdes consideraveis no tamanho. A redugdo do tamanho das
propriedades rurais e a topografia caracteristica destas regides sao fatores limitantes
a producéo de bovinos de corte ou de leite na escala necessaria para torna-las um
negocio rentavel e atrativo aos produtores de toda esta macrorregido, uma vez que a
politica agricola brasileira ndo estabelece a concessao de subsidios aos produtores
rurais para cobrir os déficits financeiros gerados pelos sistemas de producao
(GONCALVES et al., 2008).
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Tabela 1 — Classificacdo dos paises produtores de leite de cabra e valores relativos

em funcao da produgcédo mundial durante o ano de 2012

Posicéo Pais Tonelada Participagéo (%)
1° india 4.850.000 26,75
20 Bangladesh 2.608.000 14,39
3° Sudéao 1.532.000 8,45
40 Paquistao 779.000 4,30
50 Mali 715.000 3,94
60 Franca 624.016 3,44
7° China 500.000 2,76
8° Somalia 443.625 2,45
9o Espanha 407.000 2,25
100 Grécia 369.429 2,04
11° Turquia 575.000 3,17
12° Niger 288.974 1,59
13° Indonésia 282.000 1,56
140 Quénia 267.904 1,48
150 Algéria 267.000 1,47
16° Russia 248.001 1,37
17° Ucrania 227.700 1,26
18° Ird 225.000 1,24
190 Holanda 217.330 1,20
20° Jamaica 182.000 1,00
21° México 155.636 0,86
220 Brasil 150.000 0,83
Total 15.914.615 87,79
Demais Paises (84) 2.214.004 12,21
Total Mundial (106) 18.128.619 100,0

Fonte: FAOSTAT, 2012.
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Figura 1 — Variacdo no efetivo do quantitativo de cabras e producdo de leite dos

rebanhos caprinos brasileiros no periodo de 2000 a 2012

Existem varios fatores, dentro e fora da propriedade, que limitam o aumento
da produtividade e da oferta de leite ou de carne caprina no Brasil. Apesar de ter
sido observado melhorias, o potencial genético dos rebanhos, a sazonalidade da
producgéo, a qualidade das forrageiras tropicais, o clima, o manejo, o intervalo de
partos, a idade ao primeiro parto, o controle das enfermidades, o gerenciamento dos
rebanhos, a nutricdo e a alimentacdo dos rebanhos sdo fatores que precisam ser
estudados para a realizacdo de melhorias significativas na produtividade dos
rebanhos caprinos. A construcdo da sustentabilidade na caprinocultura leiteira
depende da andlise dos principais desafios e das possibilidades, que podem ser
obtidas por meio de estudos dos segmentos da cadeia produtiva. Por isso, €
necesséria a inclusdo dos fatores de producdo na composi¢cdo dos custos de
producédo de leite em sistemas intensivos de producdo de caprinos.

Com o desenvolvimento da criacdo de caprinos e 0 aumento na producao
leiteira, tem ocorrido uma maior preocupacédo com a qualidade do leite, 0 que requer
o controle de alguns fatores que podem alterar suas caracteristicas, e o principal
deles é a mastite (LANGONI et al., 2006).
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2.2. Indicadores de Qualidade Higiénico-Sanitaria do Leite de
Cabra

2.2.1 Contagem de Células Somaticas

Células somaticas sdo aquelas encontradas no leite e que se originam do
sangue e da glandula mamaria. A maioria destas células passa do sangue para a
cisterna da glandula maméaria em resposta a um estimulo e uma pequena propor¢ao
desprende-se da glandula a medida que envelhecem. Essas Ultimas sédo conhecidas
como células epiteliais. As células que se originam do sangue sdo as células
brancas ou leucdcitos e possuem a capacidade de defender o animal de ataques
externos. Estas ofensivas podem ser causadas por microrganismos, traumas e
substancias quimicas. As causas mais comuns de agresséao a glandula mamaria sédo
0S microrganismos e dentre estes as bactérias sdo os mais importantes (SOUZA et
al., 2009).

Estudos que identificaram os tipos de células no leite mostraram que células
epiteliais ou células que produzem leite ndo sé@o frequentemente encontradas nas
secrecdes do Ubere; incluindo aquelas do Ubere seco, e variam de 0 a 7 % de todo o
conjunto de células. Durante a inflamacédo, o maior aumento da contagem de células
somaticas (CCS) é devido ao fluxo de neutréfilos para a glandula mamaria
(HARMON, 1998).

Os tipos de células brancas ou leucécitos encontrados no leite sdo o0s
polimorfonucleares, linfécitos e macréfagos. Junto com as células epiteliais, os
polimorfonucleares, linfécitos e macréfagos formam o que chamamos de células
somaticas. A composicdo e o0 numero total dos trés tipos principais
(polimorfonucleares, linfécitos e macrofagos) variam de animal para animal, estagio
de lactagdo e com a saude da glandula maméria. Os polimorfonucleares séo
reconhecidos como o grupo de células mais importante no mecanismo de defesa e
limpeza da glandula mamaria (SOUZA et al., 2009).

No leite de cabra, a CCS é fisiologicamente mais alta do que no leite de vaca,
sendo ainda observadas variacdes nas populacdes de células presentes. Apesar de
ainda ndo existirem padrdes estabelecidos para a sua enumeracédo, de acordo com
Zeng (1996), € normal a ocorréncia de contagens superiores a 1.000.000

células/mL. O numero de células se acentua no final da lactagcdo quando, mesmo na
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auséncia de infec¢Bes intramamarias, ocorre aumento significativo da CCS. As
principais células inflamatorias presentes no leite sdo os polimorfonucleares (74%),
os linfécitos (15%) e os monacitos (4,4%) (SIERRA et al., 1999).

A contagem eletrénica de células somaticas no leite € uma forma de
diagnostico da mastite subclinica, aceita internacionalmente como critério de
avaliacdo da sanidade da glandula mamaria, consequentemente, da qualidade do
leite produzido (LANGONI, 2000). Por isso, a CCS € importante no monitoramento
do “status” inflamatério das glandulas mamarias responsaveis pela producao de
leite. As células somaticas tém duas principais fungcdes no Ubere: combater os
microrganismos infecciosos e auxiliar na reparacao dos tecidos secretores de leite,
danificados pela infeccdo (PHILPOT, 1998).

A contagem de células somaticas € usada como indicador de qualidade tanto
do leite de vacas como de cabras. Normalmente a CCS no leite de cabras nédo
infectadas € maior que no leite de vacas ndo infectadas. Em média, a CCS no leite
de vacas livres de infec¢Bes intramamarias varia de 40.000 a 80.000 células/mL de
leite. No leite de cabras livres de infeccbes intramamarias a contagem varia de
50.000 a 400.000 células/mL (McDOUGALL et al., 2002). Gomes et al., (2006)
observaram aumento significativo da CCS ap0s o quarto més de lactacdo em cabras
da raca Saanen sem infeccdo intramamaria e enfatizaram a necessidade da
associacdo da CCS e outros métodos na avaliacdo e monitoramento da mastite e
qualidade do leite em rebanhos caprinos.

O limite de células somaticas no leite do rebanho é também motivo de grande
preocupacao para produtores de cabras e industria de laticinios. Nos ultimos vinte
anos, a CCS em caprinos tem sido incansavelmente estudada e sua relagcdo com a
qualidade do leite e saude do ubere (McDOUGALL et al.,, 2002; MORONI et al.,
2005; GOMES et al., 2006; RAYAL-LJUTOVAC et al., 2007; PAAPE et al., 2007),
porém os estudos desta natureza para CCS do rebanho sédo escassos (MORGAN et
al., 2003). Nos Estados Unidos desde 2009 houve mudangas no limite
regulamentado para CCS, sendo de 750.000 e 1.500.000 células/mL para rebanhos
bovinos e caprinos tipo A, respectivamente (FDA, PMO Grade "A"..., 2009; 2013).

A CCS do rebanho e do tanque de expansdo deve ser vista como uma
ferramenta valiosa que possui as seguintes finalidades: monitoramento da

prevaléncia de mastite subclinica no rebanho; fornecer um indicativo da qualidade
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do leite cru e indicar as condi¢des higiénicas sob as quais o leite foi produzido nas
fazendas leiteiras (PHILPOT, 1998).

O principal fator que afeta a CCS € a infeccdo da glandula mamaéaria
(HARMON, 1998). Todavia, a CCS também pode ser influenciada por niumero de
lactacbes (DULIN et al., 1982), idade, raca, estro, producao de leite, condigbes de
manejo (POUTREL et al., 1997) e pela artrite encefalite caprina e partos (PAAPE;
CAPUCO, 1997).

Outra particularidade do leite caprino sdo as particulas citoplasmaticas,
oriundas do processo de secrecdo lactea, que, nesta espécie, € classificada como
apocrina (Figura 2). Essas estruturas tém didmetro e morfologia semelhantes a de
leucécitos, contém grande quantidade de proteina e RNA, mas nenhum DNA
(DULIN et al., 1982).

Procedimentos de contagem que sdo especificos para identificacdo do DNA,
como contador celular eletrdnico e contagem celular por microscopia direta usando
corante especifico para DNA, devem ser usados para estimar a concentracdo de
células sométicas no leite de cabra, pois estes diferenciam células nucleadas de
particulas citoplasmaticas (DULIN et al., 1982).

O método de microscopia direta em que se usa o0 corante pyronina Y - verde
de metila € um teste confirmativo reconhecido e deve ser usado como meétodo
padrao de referéncia de leite de cabra e amostras desconhecidas. Zeng e Escobar
(1996) verificaram que a CCS no leite de cabra foi respectivamente 27,0% e 24,5%
menor quando o equipamento Fossomatic 300 foi calibrado com leite padréo de

cabra em relacdo ao mesmo equipamento calibrado com leite padréo de vaca.
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Figura 2 — Glandulas que podem perder parte do seu citoplasma durante o processo
de excrecdo, mas que, regeneram a porc¢ao perdida.

Fonte: http://lahistotecadenico.blogspot.com.br/2010/11/tejido-epitelial-glandular.html

Gonzalo (1995) citou os valores para células somaticas de 614.000 a 830.000
células/mL para a média aritmética. Para cabras no terco medio da lactacdo, o limite
de 550.000 células/mL é satisfatorio, pois permite a classificacdo correta da infeccéo
de 63% dos Uberes examinados. A chance de erro aumenta no final da lactacao,
quando um decréscimo normal na producéo de leite aumenta os falsos positivos em
até 37%. O mesmo autor prop6s o limite de 750.000 células/mL como um limiar de
diferenciacdo mais eficiente para toda a lactacdo. Zeng (1996) concluiu que 37,6%
das amostras ultrapassaram o limite legal de um milhdo estabelecido nos EUA até
2007.

Tirard-Collet et al. (1991) concluiram que, se o limite usado fosse 750.000
células/mL, 78% das amostras de leite de cabra seriam aceitas e se esse fosse de
1.000.000 células/mL apenas 9% indicariam possivel mastite e seriam rejeitadas.
Zeng e Escobar (1996) observaram que amostras com mais de 1.000.000


http://www.rodolfo.costa.nom.br/biowiki/doku.php?id=citoplasma
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células/mL apresentavam apenas tragos de bactérias patogénicas relacionadas a
mastite.

Na Noruega, a contagem de células somaticas também €& parametro
considerado para avaliar a qualidade do leite de cabra. As células somaticas séo
contadas duas vezes por més e, devido as variagbes sazonais observadas nesse
pais, o pagamento € baseado na média geométrica anual e o produtor recebe um
bénus de 4% sobre o preco base se a CCS for menor que 1.200.000 células/mL e
2% quando estiverem entre 1.200.000 e 1.500.000 células/mL (RAGE; LUNDER,
1995).

A CCS do leite de cabra é bem mais alta que a CCS do leite de vaca, embora
seja reconhecido que o aumento da CCS no leite de vaca resulte em diminuicdo da
producdo. Nao ha evidéncias de que isso ocorra na producdo de leite de cabra
(PAAPE; CAPUCO, 1997). A CCS de um leite de cabra ndo infectado é mais alta
gque uma CCS de leite de vaca sem infeccdo, especialmente no final da lactacao
(PARK; HUMPHREY, 1986).

A composicao das células somaticas difere entre cabras e vacas. Vacas livres
de infeccdo intramamaria possuem cerca de 5 a 20% de neutrofilos na CCS e as
cabras possuem 45 a 74% de neutrdfilos. Isto sugere que a migracdo de leucécitos
no leite de cabra é bem mais rapida que no leite de vaca, contribuindo naturalmente
para uma elevacdo da CCS. Devido a esta alta contagem de células na espécie
caprina, padrdes de CCS estabilizados para vacas ndo séo apropriados para cabras
(PAAPE; CAPUCO, 1997).

No geral, a CCS no leite de vacas, livres de infeccdo intramamaria, varia de
4,0 a 8,0 x 10 células/mL, enquanto que no leite de cabras esse valor varia de 5,0 x
10* a 4,0 x 10° células/mL (PAAPE; CAPUCO, 1997). Uma CCS de 1,5 x10°
células/mL é o limite Legal de qualidade para o leite de cabra nos Estados Unidos,
(FDA, PMO Grade "A"..., 2009; 2013).

Em um estudo realizado por Leitner et al. (2008) em Israel, a CCS do tanque
de um determinado rebanho caprino deve refletir diretamente a taxa de infeccéo
intramamaria subclinica nesse rebanho. De acordo com estes resultados, um regime
de pagamento que leva em consideracdo os dados cientificos e a situacao higiénica
real entre os rebanhos de Israel € sugerido para a classificagdo do leite de cabra

naquele Pais, o que poderia ser igualmente valioso para outros locais. Leite com <
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400.000 CCS/mL reflete uma taxa de infec¢é@o de todo o rebanho de zero ou proximo
de zero, mas esta situacdo que é a ideal, praticamente nédo existe. Diante do estudo
realizado foi proposto o seguinte: i. Leite de alta qualidade < 800.000 CCS/mL,
associada com infeccdo de ~ 25%; ii. Leite de qualidade média < 1.500.000
CCS/mL, associado com taxa de infeccdo entre 25 e 50%; iii. Leite de baixa
qualidade > 1.500.000 CCS/mL, associado com taxa de infec¢cao acima de 50%; e iv.
Leite contendo > 3.500.000 CCS/mL n&o devem ser aceitos para 0 cCoOnsumo
humano.

As perdas na producao de leite e de coalhada em um rebanho caprino em

Israel estdo demonstradas na tabela 2.

Tabela 2. Perda calculada do leite e coalhada do rebanho caprino devido o nivel de

infeccéo
Nivel de infeccdo CCS projetada Perda de leite Perda de
(%) (x10%) (%) coalhada (%)
25 840 0,8 3,3
50 1.200 15 6,5
75 1.600 2,3 9,8

Adaptado de Leitner et al. (2008)

2.2.2 Contagem Total de Bactérias

A contagem total de bactérias (CTB) € de particular interesse para o produtor
e para a industria, pois reflete condi¢cdes gerais de higiene no processo de producéo
do leite na fazenda (HOLM et al., 2004). De forma geral, as principais fontes de
contaminacao bacteriana do leite cru podem ser divididas em trés: quartos mamarios
infectados (mastite), Ubere e tetos sujos no momento da ordenha, e qualquer tipo de
utensilio ou equipamento que entre em contato com o leite no momento da ordenha
e estocagem (HAYES et al., 2001). Apds a ordenha, o armazenamento do leite em
tanque de refrigeracdo e o tempo de armazenamento influenciardo a habilidade de
multiplicacdo de bactérias contaminantes do leite (HEESCHEN, 1996; BOOR et al.,
1998). Como a contaminacao do leite por bactérias pode ter multiplas fontes, tais

como cabras com mastite, Ubere sujo e higienizacéo inadequada do equipamento de
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ordenha, medidas de controle e prevengdo da mastite podem apresentar grande
eficacia em reduzir a CTB.

Quando o leite € mantido sem refrigeracdo, ocorre a acidificacdo devido a
multiplicacdo de bactérias laticas e do grupo coliformes, que fermentam a lactose
produzindo &cido latico. No entanto, hoje se sabe que somente o resfriamento nédo
garante a qualidade microbiologica do leite. Os microrganismos psicrotroficos, se
presentes na carga bacteriana inicial do leite cru, sdo capazes de multiplicar a
temperatura inferior ou igual a 7°C, independente de sua temperatura Otima de
crescimento (FRANK et al., 1992).

Em um estudo realizado no Brasil, Fonseca et al., (2006) identificaram a
variagdo da contagem total de mesofilos e psicrotréficos de acordo com a
temperatura e o tempo de armazenamento (Tabela 3). Foi observado que a
temperatura de armazenagem do leite cru a 4°C manteve a populacdo de
microrganismos mesofilos dentro dos limites estabelecidos na IN 37 (500.000
UFC/mL) até o terceiro dia de armazenamento, enquanto que a 10°C, esse limite ja
havia sido ultrapassado para o0 mesmo periodo de armazenamento. Os
microrganismos psicrotréficos, diferente do que ocorreu com a populacdo dos
mesofilos, tiveram taxa de crescimento semelhante em ambas as temperaturas e
atingiram contagens proximas nas duas temperaturas de estocagem apés 6 dias. O
trabalho de Fonseca et al. (2006) demonstra a importancia da temperatura e o
tempo de armazenamento do leite na contagem total de mesdfilos e psicrotréficos.

Ressalta-se que os limites legais estabelecidos no Brasil (500.000 UFC/mL)
(BRASIL, 2000), Estados Unidos (100.000 UFC/mL) (FDA, PMO Grade "A"..., 2009;
2013) e até mesmo do Canada (50.000 UFC/mL) (PERKINS, 2013) podem ser
considerados altos do ponto de vista microbiolégico de acordo com Jayarao et al.,
(2004) que consideram baixa, média e alta contagem quando ha até 5.000, entre
5.000 e 10.000, e acima de 10.000 UFC/mL, respectivamente. O sumario dos
resultados de testes para avaliar o leite de 163 rebanhos caprinos localizados no
Canada mostrou que durante os anos de 2012 e 2013 foram analisadas 3.675
amostras. Desse total, 50, 80 e 85% das amostras apresentaram CTB’s inferiores a
7.000, 25.000 e 50.000 UFC/mL, respectivamente (PERKINS, 2013). Foi observado
também que aproximadamente 9% das amostras de leite analisadas para CTB
apresentaram resultados superiores a 100.000 UFC/mL. De acordo com a



27

experiéncia da industria de lacteos do Canada, os resultados de CTB superiores a
100.000 UFC/mL foram associadas ao mau funcionamento dos ciclos de lavagem do
equipamento de ordenha, praticas inadequadas de limpeza dos equipamentos e
utensilios que entram em contato com leite, demora no inicio da refrigeracéo do leite
e desgaste das partes de borracha do equipamento de ordenha. Os resultados
desse estudo mostraram que a baixa carga bacteriana inicial e a baixa temperatura
de armazenamento sdao a melhor combinagdo para a manutencdo da qualidade

microbioldgica do leite.

Tabela 3 — Média da contagem total de mesofilos e psicrotréficos em amostras de
leite de rebanhos caprinos de acordo com a temperatura e tempo de

armazenamento.

_ _ Dias de armazenamento
Microrganismos Temperatura

UFC/mL °C
( ) (°C) 0 3 5
4 5,21x10% 2,27x10° 2,76x10°
Mesobfilos 5 ; g
10 1,58x10 6,60x10 6,89x10
4 1,58x10% 1,76x10° 2,59x10’
Psicrotroéficos 5 ; g
10 1,31x10 6,09x10 7.37x10

Fonte: Adaptado de Fonseca et al., (2006)

2.3 Legislacao

O leite de cabra €, por definicdo, o produto da ordenha higiénica completa e
ininterrupta em condicdes de higiene, de animais da espécie caprina sadios, bem
alimentados e descansados. Entende-se, nesse caso, 0 conceito de sadios aos
animais sem sinais clinicos de doencas e/ou resultados negativos em provas
diagnésticas indicativas de doencas infectocontagiosas, bom estado de nutricao,
nem na fase final da lactacdo, nem na fase colostral, ndo recebendo medicamentos

capazes de deixar residuos no leite (BRASIL, 2000).
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O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), através da
Instrucdo Normativa n° 37 (IN 37/2000) de 31 de Outubro de 2000 (BRASIL, 2000),
estabeleceu requisitos minimos de qualidade do leite destinado ao consumo
humano, fixados no Regulamento Técnico de Producéo, Identidade e Qualidade do
Leite de Cabra. Como por exemplo, podem-se citar os limites aceitaveis para acidez
(13 a 18°D - graus Dornic) e densidade (1.028,0 a 1.034,0 a 15 °C), limites minimos
para os teores de proteina (2,9%), para lactose (4,3%) e para os soélidos nao
gordurosos (8,2%). O teor minimo de gordura nao € fixado, sendo admitidos valores
inferiores a 2,9% mediante comprovacdo de que o teor médio de gordura de um
determinado rebanho nao atinja esse nivel. Foi estabelecido na IN 37/2000 que o
leite de cabra, quando cru, devera apresentar Contagem Padrdo em Placas (CPP)
de, no maximo, 500.000 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colbnias por mililitro)
(BRASIL, 2000).

Entretanto, um importante indicador de qualidade higiénico sanitario do leite
de cabra nédo foi contemplado na IN 37/2000, que é a contagem de células
somaticas (CCS). Paises com a cadeia produtiva de leite de cabra mais
desenvolvidos consideram a CCS para fins de fiscalizacdo e pagamento do leite
baseado em indicadores de qualidade. O limite maximo para CCS nos Estados
Unidos é de 1.500.000 células/mL para o leite de cabra (FDA, PMO Grade "A"...,
2009; 2013). O leite de caprinos, em comparacdo ao de bovino, apresenta valores
superiores de CCS e, segundo Zeng (1996), ndo € rara a ocorréncia de cabras com
contagens superiores a 1.000.000 células/mL, e que essas altas contagens de CCS
se acentuam no final da lactagdo, mesmo com auséncia de infec¢des intramamarias.
Esta diferenca de valores de CCS entre vacas e cabras € devido a forma de
secrecdo de leite pela glandula mamaria. No caso da vaca, a glandula é classificada
como merdécrina onde somente o produto da glandula, o leite, € secretado. Na cabra,
o produto da glandula, o leite, € secretado juntamente com pedacos de células
glandulares, chamado de corpusculos citoplasmaticos (ZENG, 1996).

Ressalta-se que a CCS é uma importante ferramenta para avaliacdo e
monitoramento da saude da glandula mamaria e que pode ser utilizada para tomada
de decisdo em relacdo a medidas de controle e prevencédo da mastite em nivel de
rebanho e de individuo (SCHUKKEN et al., 2003).
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2.4 Interferéncias do tempo e temperatura na conservacao do

leite para analise de CCS e CTB

Conforme Chapaval et al. (2010), o controle de qualidade do leite de cabra
pode ser realizado através do conhecimento do conteudo bacteriano, sendo que o
namero elevado de bactérias pode ser indice de: a) leite velho; b) refrigeracéo
inadequada; ¢) métodos nao-higiénicos na produc¢do, manuseio e processamento.

De acordo com a recomendacgédo da International Dairy Federation (IDF,
2006), as amostras de leite de vaca com Bronopol®, mantidas entre 2°C e 6°C,
devem ser analisadas para CCS dentro de trés dias. Segundo Marshall (1992), as
analises podem ser feitas até sete dias apos a coleta, desde que a temperatura de
armazenamento esteja entre 0 e 4,4°C.

Em um estudo conduzido por Meyer et al., (2002) para avaliar métodos e
tempos de armazenamento das amostras nos resultados da analise da CCS do leite
de vaca, verificaram interacdo entre o método de armazenamento e a idade das
amostras de LnCCS, apresentando decréscimos lineares em funcdo da idade para
LnCCS e os declives foram -0,01, -0,006, -0,069 e -0,226 para refrigeracao
(temperatura de 4°C), congelamento (temperatura de -10°C), temperatura controlada
(temperatura de 22,1 a 30,9°C) e temperatura varidvel (temperatura ambiente
minima de 22,1°C e aquecida a 40°C por 4h/dia), respectivamente.

Sanchez et al., (2005) verificaram que os fatores cabra, temperatura de
armazenamento, conservante, interagdo da temperatura de armazenamento X
conservante, e idade do leite na interacdo temperatura de armazenamento X
conservante contribuiu significativamente para a variagdo observada logCCS. A
meédia dos quadrados minimos do logCCS foi maior (P <0,001) a temperatura de
refrigeracao (5,862) do que em temperatura de congelamento (5,830).

Considerando-se que uma variacdo de CCS menor que 10% é aceitavel para
monitorar a saude do Ubere e a CCS do tanque, amostras de leite de cabra
conservadas com bronopol podem ser armazenadas a temperatura de refrigeracao
(5 + 1°C) durante 25 dias (SANCHEZ et al., 2005).

Em trabalho realizado por Souza et al., (2006) foi verificado que as médias da
CTB em amostras de leite cru de vaca com azidiol de acordo com o tempo decorrido

entre a coleta e andlise e as temperaturas de armazenamento ndo apresentaram



30

diferenga estatistica entre as médias das amostras analisadas no dia zero e
amostras armazenadas a temperatura média de 3,8°C e 10°C e analisadas com um
dia apods a coleta (P> 0,05). No mesmo estudo néo foi verificado diferenca (P>0,05)
entre as médias das amostras armazenadas a 3,8°C e 10°C de acordo com os dias
de andlise. Para as amostras armazenadas a temperatura média de 16,7°C
verificaram diferenca (P<0,05) a partir do dia 5, sendo que as médias entre os dias 1
e 3 e entre os dias 5 e 7 foram iguais. O mesmo néo foi observado para as amostras
mantidas a temperatura média de 22,9°C. Nesta Ultima situacdo, as médias da CTB
diferiram estatisticamente entre os dias de analise das amostras.

De acordo com Souza et al., (2006) a temperatura foi responsavel pelo maior
efeito sobre a CTB, porém ressalta-se a importancia do tempo decorrido entre a
coleta e andlise. Apesar de o azidiol inibir a multiplicacdo bacteriana em amostras de
leite cru, fica evidente a importancia do armazenamento a baixa temperatura e do

periodo decorrido entre a coleta e realizacdo das andlises laboratoriais.
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o efeito do binbmio tempo e temperatura de conservacao sobre o

aspecto de qualidade higiénico-sanitario de leite de cabra.

3.2 Objetivos Especificos:
Avaliar o efeito do conservante bronopol na conservacdo do leite para a
analise de contagem de células somaticas do leite de cabra, nos tempos 1, 3,5e 7

dias e a quatro temperaturas de conservacéao (5, 10, 20 e 30°C).

Avaliar o efeito do conservante azidiol na conservacdo do leite para as
analises de contagem total de bactérias (CTB) e contagem individual de bactérias
(CIB) do leite de cabra, nos tempos 1, 3, 5 e 7 dias e a quatro temperaturas de
conservacao (5, 10, 20 e 30°C).

Identificar o tempo e temperatura ideal para cada anélise.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta de amostras e analise laboratorial

Vinte cabras das racas Saanen e Toggenburg do mesmo rebanho foram
selecionadas aleatoriamente para o estudo. Os animais estavam em diferentes
estagios de lactacdo, variaram de 1 a 5 paridades (partos), e ndo mostraram
nenhum sinal clinico de mastite. Antes da rotina de ordenha, vinte amostras de
1.800 mL de leite composta foram obtidos a partir das cabras selecionadas. As
amostras foram mantidas a 4°C e imediatamente transportadas para o Laboratério
(Laboratério de Qualidade de Leite - Embrapa Gado de Leite — Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuaria). Imediatamente ap0s a mistura, invertendo 20 vezes,
cada uma das amostras foi dividida em dezesseis aliquotas de 40 mL, sendo estas
entdo atribuidas aos dezesseis grupos experimentais.

Para analise da CCS, um total de 320 aliquotas foi obtido das 20 amostras de
leite de origem. Todas as aliquotas foram colocadas em frascos de plastico de 50
mL e preservadas com bronopol® (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol).

O tempo do leite testado foi de 1, 3, 5 e 7 dias de p6s-colheita. Todas as
aliquotas foram preparadas e armazenadas dentro de 6 horas apds a colheita. Antes
do ensaio, as aliquotas de leite foram aquecidas a 40°C durante 10 minutos, sendo
definido para realizar as analises o equipamento Somacount 300 do fabricante,
Bentley® Instruments Inc., Chaska, MN. A CCS foi determinada pelo método do
fluxo de citbmetro de equipamentos eletrénicos (Somacount 300, Bentley®
Instruments Inc., Chaska, MN) de acordo com a norma internacional IDF 148A (IDF,
2006).

Para andlise da CTB e CIB, um total de 320 aliquotas foi obtido das 20
amostras de leite de origem. Todas as aliquotas foram colocadas em frascos de
plastico de 50 mL e preservadas com azidiol (cloranfenicol e azul de bromofenol).

O tempo do leite testado foi de 1, 3, 5 e 7 dias de pos-colheita. Todas as
aliquotas foram preparadas e armazenadas dentro de 6 horas apds a colheita. Antes

do ensaio, as aliquotas de leite foram aquecidas a 40°C durante 10 minutos, sendo
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definido para realizar as analises o equipamento Bactocount IBC do fabricante
Bentley® Instruments Inc., Chaska, MN. A CTB e CIB foram determinadas pelo
método do fluxo de citbmetro de equipamentos eletrénicos (Bactocount IBC,

Bentley® Instruments Inc., Chaska, MN) de acordo com Holm et al., (2004).

4.2. Analise estatistica

O delineamento utilizado neste experimento foi o de parcelas subdivididas e
com medidas repetidas no tempo, em que cada animal assumiu o papel de um
bloco. A parcela foi definida como sendo as temperaturas 5, 10, 20 e 30°C, e as
subparcelas como os tempos decorridos entre coleta e analise, ou seja, 1, 3,5e 7
dias. As amostras foram armazenadas em geladeira comercial com temperatura
controlada, 5°C, ou em estufa incubadora para as temperaturas 10, 20 e 30°C.
Foram feitas andlises de variancia e comparacao de médias da CCS, CTB e CIB
usando-se o Teste de Student-Newman-Keuls (SNK). Os resultados originais da
CCS (x 1.000 células/mL), CTB (x 1000 UFC/mL) e CIB (x 1000 bactérias/mL) foram
transformados para logaritmo natural (Ln), de acordo com Sampaio (2010). Apesar
de a comparacdo de médias terem sido realizadas com dados transformados para
Ln, as médias foram apresentadas com os dados originais de CCS (x 1.000
células/mL), CTB (x 1000 UFC/mL) e CIB (x 1000 bactérias/mL) (SAMPAIO, 2010).
Para avaliar a variacdo da CCS, CTB e CIB em funcdo da temperatura e do tempo
de estocagem, foram aplicados modelos de regresséo linear a partir dos dados
originais e transformados para Ln. As analises estatisticas foram feitas com o uso do
programa Sisvar (FERREIRA, 2010).

Antes e durante 0s experimentos, testes de controle de qualidade
interlaboratorial e calibragdo do equipamento para verificar se h& variabilidade inter-
amostra foi realizada pelo laboratorio de referéncia VALACTA (Ste Anne de
Bellevue, Canada), utilizando padrdes de leite de vacas disponiveis. Durante as
contagens experimentais, o contador de células foi ajustado para um declive (b) =
1,00 e intercepcéo (a) = 0.

De acordo com Arcuri et al.,, (2004) a utilizacdo do método automatizado,

padronizado com leite de vaca € apropriado para leituras de CCS de leite de cabras
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dentro dos limites considerados no trabalho realizado entre 24.000 a 2.549.000
células mL™.

A analise estatistica foi realizada utilizando o modelo linear geral (MLG)
(FERREIRA, 2010). O Ln CCS foi utilizado para normalizar a distribuicdo de CCS e
usado como a variavel dependente. As médias foram comparadas utilizando-se os
procedimentos GLM. No modelo utilizado, o efeito da cabra foi aleatério, e os efeitos

eram fixos de tal modo que:

Yijk =m + Gi + Sj + Tk + STik + eijk

Onde Yi jk = variaveis dependentes para logCCS; m = média; Gi = efeito de cabra
(20 niveis); Sj = efeito da temperatura de armazenamento (4 niveis: 5, 10, 20 e
30°C); Tk = efeito do tempo do leite (4 niveis: 1, 3, 5 e 7 dias apés a colheita); STjk =
efeito do tempo de armazenamento de interagdo x temperatura do leite; e eijk =
residuo aleatorio.

Como foi realizada a transformacdo logaritmica da resposta (y), para
interpretacdo dos coeficientes gerados nas analises de regressao simples e multipla
em termos originais, foi feita a exponencial de y.

A interpretacéo dos resultados depois de feita a exponencial de y foi realizada
da seguinte maneira: i) Coeficientes maiores que 1: considera-se que houve um
aumento na CCS, CTB ou CIB em funcdo do tempo e temperatura, retirando-se do
valor do coeficiente com transformacéo exponencial uma unidade e multiplicando-o
por 100 para saber a porcentagem de aumento. ii) Coeficientes menores que 1:
considera-se que houve uma reducéo na CCS, CTB ou CIB em funcdo do tempo e
temperatura, fazendo-se a subtracdo — 1 menos o valor do coeficiente com
transformacao exponencial — e multiplicando-o por 100 (HAIR JR et al., 2009).

Para comparacdo das meédias, os resultados originais de CCS, CTB e CIB
foram transformados para Ln.

Para os modelos matematicos utilizaram-se modelos de regressao linear,
tendo como variavel resposta a CCS, CTB, e CIB e como explicativas o Tempo e a
Temperatura de Conservacao.

Para interpretar os coeficientes de regressao foi feito o exponencial dos

mesmos para avaliar o impacto em termos originais.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Contagem de Células Somaticas

As médias da CCS em amostras de leite cru de cabra conservadas com
bronopol de acordo com o tempo decorrido entre a coleta e andlise e as
temperaturas de armazenamento estdo apresentadas na Tabela 4. Ndo houve
diferenca estatistica entre as médias das amostras analisadas nas temperaturas de
5, 10, 20 e 30°C com 1, 3 e 5 dias apos a coleta (P> 0,05). Verificou-se diferenca
significativa (P< 0,05) nas amostras analisadas com temperaturas de 20 e 30°C no
dia 7. Para as amostras armazenadas na temperatura de 30°C foi observada
diferenca (P<0,05) nos dias 3, 5 e 7, em relacdo ao primeiro dia. Apesar da
recomendacdo de Chapaval et al. (2010) em néo ultrapassar a temperatura de 7°C
durante todo o periodo entre a coleta e a recepc¢éo no laboratério, foi verificado que
nao houve diferenca entre as médias de CCS para as amostras mantidas até 20°C e

analisadas ao longo de cinco dias.

Tabela 4 — Médias originais da CCS (x 10° CCS/mL) para amostras armazenadas

em diferentes temperaturas ao longo do tempo de conservacéo

Tempo (dias)

Temperatura

(0]

C) 0 1 3 5 7

- 1.007,55 - - - -

5 1.009,85**  1.005,25** 1.011,30"* 978,40 °
10 1.028,20"*  986,05**  999,40"° 970,20 °
20 1.035,30"  983,75"* 963,55 847,00"°
30 1.019,55"°  939,85**  910,70"* 847,65

Letras mailsculas e minusculas distintas nas linhas e colunas, respectivamente, indicam valores
diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.
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Durante o armazenamento a 5°C, a CCS ndo mudou no periodo de 1 a 7 dias
de pos-colheita, de acordo com resultados anteriores obtidos em amostras de leite
de cabra mantido refrigerado para 3 e 4 dias, conforme Zeng et al., (1999).

Avaliando as médias de CCS das amostras de leite conservadas em cada
uma das temperaturas ao longo do tempo (Gréfico 1) podemos observar que a 5°C
as médias de CCS permanecem constantes até o dia 5, tendo uma diminuigdo no
dia 7. Para as temperaturas de armazenamento de 10 e 20°C as meédias de CCS
foram equivalentes para os dias 1 e 3 com decréscimo, sendo que na temperatura
de 10°C no dia 5 apresentou aumento, enquanto que na temperatura de 20°C houve
diminuicdo com novo decréscimo no dia 7. Para a temperatura de 30°C o
decréscimo das médias de CCS foi constante.

Efeito do tempo de armazenamento em cada temperatura de
conservagdaona CC5
1.040
1.005,25
1.000 -
978,4
= 970,2
E 960
E‘.'i —p— G o
m
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=
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i () {IC
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847,65% ga7
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1 3 5 7
Tempo de armazenagem (dias)

Gréfico 1 — Efeito do tempo de armazenamento em cada temperatura de conservagao na CCS.

Avaliando as meédias de CCS levando em consideracdo as temperaturas
dentro de cada tempo (Gréafico 2) podemos observar que no primeiro dia de
armazenamento as médias de CCS foram equivalentes para todas as temperaturas.

No terceiro dia as médias de CCS decresceram quando as amostras foram
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armazenadas a 10°C quando comparadas as das amostras armazenadas a 5°C, no
terceiro dia as menores médias de CCS foram observadas quando armazenadas a
30°C. No quinto dia de armazenamento as medias de CCS sofreram uma
diminuicdo constante nas temperaturas de 5 a 10°C e permaneceram constantes
nas temperaturas de 20 a 30°C. No sétimo dia de armazenamento o decréscimo das
médias de CCS foi constante.

Efeito da temperatura de conservagio em cada tempo de
armazenamento na CCS
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Gréfico 2 — Efeito da temperatura de conservagédo em cada tempo de armazenamento na CCS.

Com essas andlises podemos perceber que hd uma interagdo entre os fatores
tempo e temperatura e que a resposta da CCS depende da interacdo desses dois
fatores.

Observamos que o impacto da temperatura dentro do dia apresentou
diferenca significativa nos dias 5 e 7, tendo uma diminui¢cdo de 0,5 e 0,9% a cada
grau de aumento da temperatura nos dias 5 e 7, respectivamente (Tabela 5).

Foi observado que o maior impacto sobre a variagdo da CCS foi devido ao
tempo dentro da temperatura apresentando diferenca significativa nas temperaturas
20 e 30°C, tendo uma diminuicdo da CCS de 3,5 e 3,9% a cada dia de aumento no

tempo de armazenamento a uma temperatura de 20 e 30°C, respectivamente
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(Tabela 6). Verificou-se que o efeito da temperatura foi 0 maior responséavel pela
variagdo da CCS em amostras de leite cru contendo bronopol, o que indica a
necessidade de enviar as amostras sob refrigeracdo. Embora a temperatura seja
responsavel pelo maior efeito sobre a CCS, ressalta-se também a importancia do
tempo decorrido entre a coleta e analise.

Gonzalo et al. (2003) ao efetuar a contagem de células somaticas em
amostras de leite de ovelha concluiu que amostras mantidas sob refrigeracéo
apresentaram médias mais elevadas do que aquelas mantidas em temperatura
ambiente. Os autores sugerem que esta diferenca se deva ao fato da refrigeracéo
conservar a integridade da célula somatica.

Verificou-se que com o aumento do tempo de estocagem das amostras de
leite de cabra houve diminuicdo da CCS, sendo explicado por Souza et al., (2005) e
Meyer et al., (2002) que o decréscimo da CCS em leite em relacdo a temperatura e
o0 tempo de armazenamento, ocorra em razado da propor¢gdo e meia-vida dos tipos
celulares, ou seja, com a lise celular o DNA da célula fica inviavel para leitura.

Verificou-se decréscimo dos valores iniciais da CCS transformados para Ln
em funcdo da temperatura de armazenamento e do tempo entre a coleta e a andlise
das amostras de leite. Estes resultados sdo semelhantes aos encontrados por Meyer
et al. (2002), que avaliaram métodos e tempos de armazenamento das amostras nos
resultados da analise da CCS do leite de vaca, verificando interacdo entre o método
de armazenamento e a idade das amostras de LnCCS, apresentando decréscimos
lineares em funcéo da idade para LnCCS e os declives foram -0,01, -0,006, -0,069 e
-0,226 para refrigeracdo (temperatura de 4°C), congelamento (temperatura de -
10°C), temperatura controlada (temperatura de 22,1 a 30,9°C) e temperatura variavel
(temperatura ambiente minima de 22,1°C e aquecida a 40°C por 4h/dia),
respectivamente.

Os resultados encontrados estdo de acordo com o trabalho de Sanchez et al.,
(2005), que em amostras de leite de cabra, adicionadas de bronopol e armazenadas
sob refrigeracdo apresentaram decréscimo nas médias geomeétricas da contagem de

células sométicas ap0s 10, 25 e 42 dias de 5, 6,9 e 15%, respectivamente.



39

Tabela 5 — Andlise da regressdo para o desdobramento da temperatura (°C) dentro
do dia

Impacto em Significancia e )
Tempo i _ R
. Formula termos Desvio da
(dia) _ o (%)
originais Linearidade
bl NS
1 y = 6,635890 + 0,001307x 0,1% . 26,20
Desvio NS
bl NS
3 y =6,636127 — 0,003185x 0,4% _ 93,65
Desvio NS
blS
5 y = 6,653271 — 0,004947x 0,5% . 95,68
Desvio NS
bl S
7 y = 6,644381 — 0,008254x 0,9% _ 93,57
Desvio NS

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CCS diminui 0,5% no tempo (dia) 5.

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CCS diminui 0,9% no tempo (dia) 7.

Tabela 6 — Analise da regressado para o desdobramento do tempo (dia) dentro da

temperatura (°C)

Impacto em Significancia e ;
Temperatura ] _ R
Formula termos Desvio da
(°C) S o (%)
originais Linearidade
bl NS
5 y = 6,624350 — 0,002900x 0,3% _ 52,85
Desvio NS
bl NS
10 y = 6,668425 — 0,012825x 1,3% _ 69,20
Desvio NS
bl S
20 y = 6,710450 — 0,035300x 3,5% _ 93,75
Desvio NS
bl S
30 y = 6,683100 — 0,039400x 3,9% _ 95,79
Desvio NS

A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 20°C a CCS diminui
3,5%.
A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C a CCS diminui
3,9%.
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5.2 Contagem Total de Bactérias

As meédias da CTB em amostras de leite cru de cabra conservadas com
azidiol de acordo com o tempo decorrido entre a coleta e andlise e as temperaturas
de armazenamento estdo apresentadas na Tabela 7. Nao houve diferenca
estatistica (P> 0,05) entre as médias das amostras analisadas armazenadas nas
temperaturas de 5, 10 e 20°C e analisadas ao longo do tempo (1 a 7 dias apés a
coleta). Também néo foi verificada diferenca (P>0,05) entre as médias das amostras
analisadas nas temperaturas armazenadas a 5, 10, 20 e 30°C nos tempos 1 e 3 dias

de analise.

Tabela 7 — Médias originais da CTB (x 102 UFC/mL) para amostras armazenadas em

diferentes temperaturas ao longo do tempo de conservacéao

Tempo (dias)

Temperatura
(°C) 0 1 3 5 7
- 255,6 - - - -
5 - 253,80"*  283,45" 251,60  186,35™
10 - 276,55 239,90"" 214,80"""  164,25""
20 - 296,35  209,45"*  184,90"*  300,35"*"
30 - 218,15"*  401,35"* 813,10 " 1.877,55°

Letras mailsculas e minusculas distintas nas linhas e colunas, respectivamente, indicam valores
diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

N&o foi observada diferenca significativa (P> 0,05) nas analises realizadas ao
longo do tempo na temperatura de 5°C. Na temperatura de 10°C n&o houve
diferenca estatistica nos dias 1, 3 e 5, apresentando diferenca estatistica (P< 0,05)
no dia 7. Verificou-se diferenga estatistica (P< 0,05) nas amostras analisadas na
temperatura de 30°C a partir do terceiro dia de analise, onde ficou evidente o
crescimento bacteriano de forma exponencial ao longo do tempo na referida
temperatura.

Observamos que o impacto da temperatura dentro do dia apresentou
diferenca significativa nos dias 5 e 7, tendo um aumento de 1,7 e 7,8% a cada grau

de aumento da temperatura nos dias 5 e 7, respectivamente (Tabela 8).
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Tabela 8 — Andlise da regressdo para o desdobramento da temperatura (°C) dentro
do dia

Impacto em  Significancia e

Tempo )
' Formula termos Desvio da
(dia) o o (%)
originais Linearidade
bl NS
1 y =5,422746 — 0,006831x 0,7% _ 31,47
Desvio NS
bl NS
3 y =5,267627 — 0,000685x 0,1% ) 0,44
Desvio NS
blS
5 y = 4,992025 + 0,016883x 1,7% _ 24.34
Desvio S
blS
7 y = 4,243729 + 0,075347x 7,8% _ 74,90
Desvio S

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CTB aumenta 1,7% no tempo (dia) 5.

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CTB aumenta 7,8% no tempo (dia) 7.

Avaliando as médias de CTB das amostras de leite conservadas em cada
uma das temperaturas ao longo do tempo (Gréafico 3) podemos observar que a 5°C
as médias de CTB permanecem constantes até o dia 7. Para a temperatura de
armazenamento de 10°C as médias de CTB foram equivalentes para os dias 1,3 e 5
com decréscimo, sendo que no dia 7 apresentou queda acentuada. Para a
temperatura de 20°C as médias de CTB foram equivalentes para os dias 1, 3 e 5
com decréscimo, tendo um aumento no dia 7. Para a temperatura de 30°C o
aumento das médias de CTB foi constante.

Avaliando as médias de CTB levando em consideracdo as temperaturas
dentro de cada tempo (Gréfico 4) podemos observar que no primeiro dia de
armazenamento as médias de CTB foram equivalentes para todas as temperaturas.
No terceiro e quinto dias as médias de CTB diminuiram quando as amostras foram
armazenadas a 10 e 20°C, respectivamente, quando comparadas as das amostras
armazenadas a 5°C, tendo um aumento na temperatura de 30°C. No sétimo dia de
armazenamento houve queda de CTB na temperatura de 10°C, tendo em seguida

um aumento constante nas temperaturas 20 e 30°C.
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Com essas andlises podemos perceber que ha uma interagcéo entre os fatores
tempo e temperatura e que a resposta CTB depende da interacdo desses dois
fatores.

Foi observado que o maior impacto sobre a variacdo da CTB foi devido ao
tempo dentro da temperatura apresentando diferenca significativa nas temperaturas
10 e 30°C, tendo uma diminuigéo da CTB de 8,9% a cada dia de aumento no tempo
de armazenamento a uma temperatura de 10°C e um aumento da CTB de 33,3% a
cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C
(Tabela 9).

Supomos que na temperatura de 20°C houve uma neutralizacdo da acao
bacteriana conforme consta na tabela 9, pois ao invés de ocorrer o crescimento de
bactérias, teve um decréscimo de 5,2%.

Verificou-se que o efeito da temperatura foi 0 maior responsavel pela variacao
da CTB em amostras de leite cru contendo azidiol, o que indica a necessidade de
enviar as amostras sob refrigeracdo. Embora a temperatura seja responsavel pelo
maior efeito sobre a CTB, ressalta-se também a importancia do tempo decorrido
entre a coleta e andlise.

Apesar da recomendacdo de Mesquita et al. (2003) em nao ultrapassar a
temperatura de 7°C durante todo o periodo entre a coleta e a recepcdo no
laboratorio, foi verificado que ndo houve diferenca entre as médias de CTB para as
amostras mantidas até 10°C e analisadas ao longo de cinco dias.

Os resultados médios da CTB encontrados para as amostras armazenadas a
5°C apresentaram comportamento semelhante aos resultados encontrados por
Souza et al. (2006) em leite de vaca, ndo apresentando diferenca estatistica ao
longo dos sete dias.

O limite legal estabelecido pela IN 37/2000 € de 500 mil UFC/mL. Sendo
assim, o leite analisado neste estudo esta dentro dos padrdes legais analisados ao

longo de 7 dias nas temperaturas de 5, 10 e 20°C.
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Tabela 9 — Andlise da regressao para o desdobramento do tempo (dia) dentro da
temperatura (°C)

Impacto em  Significancia

Temperatura ) _ R®
Foérmula termos e Desvio da
(°C) . o (%)
originais Linearidade
bl NS
5 y =5,414325 — 0,046925x 4.6% . 59,53
Desvio NS
blS
10 y = 5,525525 — 0,092475x 8,9% _ 97,16
Desvio NS
bl NS
20 y = 5,344300 — 0,052950x 5,2% . 38,42
Desvio S
blS
30 y = 4,635400 + 0,288150x 33,3% _ 88,31
Desvio S

A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 10°C a CTB diminui
8,9%.

A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C a CTB aumenta
33,3%.

5.3 Contagem Individual de Bactérias

As médias da CIB em amostras de leite cru de cabra conservadas com azidiol
de acordo com o tempo decorrido entre a coleta e andlise e as temperaturas de
armazenamento estdo apresentadas na Tabela 10. Nao houve diferenca estatistica
(P> 0,05) entre as médias das amostras analisadas armazenadas nas temperaturas
de 5, 10 e 20°C e analisadas ao longo do tempo (1 a 7 dias apés a coleta). Também
nao foi verificada diferenca (P>0,05) entre as médias das amostras analisadas nas

temperaturas armazenadas a 5, 10, 20 e 30°C nos tempos 1 e 3 dias de analise.
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Tabela 10 — Médias originais da CIB (x10° bactérias/mL) para amostras

armazenadas em diferentes temperaturas ao longo do tempo de conservagao

Tempo (dias)

Temperatura

(0]
(°C) 0 1 3 5 7

- 364,4 - - - -

5 - 367,717 427,617 358,8"° 249 6"°
10 - 406,02"° 338,70"* 297,59"* 2145
20 - 449,3"° 287,48  253.84"% 517,34
30 - 307,3" 783,64 1.937,1"° 5.060,3°°

Letras mailsculas e mindsculas distintas nas linhas e colunas, respectivamente, indicam valores
diferentes (P<0,05) pelo teste SNK.

N&o foi observada diferenca significativa (P> 0,05) nas analises realizadas ao
longo do tempo na temperatura de 5°C. Na temperatura de 10°C nao houve
diferenca estatistica nos dias 1, 3 e 5, apresentando diferenca estatistica (P< 0,05)
no dia 7. Verificou-se diferenca estatistica (P< 0,05) nas amostras analisadas na
temperatura de 30°C a partir do terceiro dia de analise.

Avaliando as médias de CIB das amostras de leite conservadas em cada uma
das temperaturas ao longo do tempo (Gréfico 5) podemos observar que a 5°C as
médias de CIB permanecem constantes até o dia 7. Para a temperatura de
armazenamento de 10°C as médias de CIB foram equivalentes para os dias 1,3 e 5
com decréscimo, sendo que no dia 7 apresentou queda acentuada. Para a
temperatura de 20°C as médias de CIB foram equivalentes para os dias 1, 3 e 5 com
decréscimo, tendo um aumento no dia 7. Para a temperatura de 30°C o aumento das
médias de CIB foi constante.

Avaliando as meédias de CIB levando em consideracdo as temperaturas
dentro de cada tempo (Gréafico 6) podemos observar que no primeiro dia de
armazenamento as meédias de CIB foram equivalentes para todas as temperaturas.
No terceiro e quinto dias as médias de CIB cairam quando as amostras foram
armazenadas a 10 e 20°C, respectivamente, quando comparadas as das amostras
armazenadas a 5°C, tendo um aumento na temperatura de 30°C. No sétimo dia de
armazenamento houve queda de CIB na temperatura de 10°C, tendo em seguida um

aumento constante nas temperaturas 20 e 30°C.
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Com essas andlises podemos perceber que ha uma interacéo entre os fatores
tempo e temperatura e que a resposta CIB depende da interagdo desses dois

fatores.
Efeito do tempo de armazenamento em cada temperatura
de conservacaona CIB
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Gréfico 5 — Efeito do tempo de armazenamento em cada temperatura de conservacéo na CIB.
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Efeito da temperatura de conservagao em cada tempo de
armazenamento na CIB
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Gréfico 6 — Efeito da temperatura de conservagdo em cada tempo de armazenamento na CIB.

Observamos que o0 impacto da temperatura dentro do dia apresentou
diferenca significativa nos dias 5 e 7, tendo um aumento de 2,1% e 10,0% a cada
grau de aumento da temperatura nos dias 5 e 7, respectivamente (Tabela 11).

Foi observado que o maior impacto sobre a variagdo da CIB foi devido ao
tempo dentro da temperatura apresentando diferenca significativa nas temperaturas
10 e 30°C, tendo uma diminui¢éo da CIB de 11,1% a cada dia de aumento no tempo
de armazenamento a uma temperatura de 10°C e um aumento da CIB de 44,3% a
cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C
(Tabela 12). Verificou-se que o efeito da temperatura foi o maior responsavel pela
variagdo da CIB em amostras de leite cru contendo azidiol, o que indica a
necessidade de enviar as amostras sob refrigeracdo. Embora a temperatura seja
responsavel pelo maior efeito sobre a CIB, ressalta-se também a importancia do
tempo decorrido entre a coleta e andlise.

Verificou-se que as médias da CIB tiveram 0 mesmo comportamento da CTB

ao longo do tempo do estudo.
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Tabela 11 — Andlise da regressédo para o desdobramento da temperatura (°C) dentro

do dia
Impacto em  Significancia e )
Tempo i _
' Formula termos Desvio da
(dia) _ o (%)
originais Linearidade
bl NS
1 y = 12,585424 — 0,008649x 0,9% _ 31,25
Desvio NS
bl NS
3 y = 12,388381 — 0,000854x 0,1% _ 0,43
Desvio NS
bl S
5 y =12,037500 + 0,021500x 2,1% _ 24,44
Desvio S
bl S
7 y =11,089864 + 0,095824x 10,0 % _ 74,88
Desvio S

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CIB aumenta 2,1% no dia (tempo) 5.

A cada grau de aumento da temperatura em °C a CIB aumenta 10,0% no dia (tempo) 7.

Tabela 12 — Analise da regressao para o desdobramento do tempo (dia) dentro da

temperatura (°C)

Impacto em  Significancia )
Temperatura ] _ R
Foérmula termos e Desvio da
(°C) . L (%)
originais Linearidade
bl NS
5 y = 12,572450 — 0,058800x 58 % _ 59,15
Desvio NS
blS
10 y=12,717125 - 0,117625x 11,1 % _ 97,38
Desvio NS
bl NS
20 y = 12,484575 — 0,066675x 6,5 % _ 37,91
Desvio S
blS
30 y =11,584100 + 0,366850x 44.3 % _ 88,25
Desvio S

A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 10°C a CIB diminui

11,1%.

A cada dia de aumento no tempo de armazenamento a uma temperatura de 30°C a CIB aumenta

44,3%.
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6 CONCLUSAO

Amostras de leite de cabra destinadas as andlises de contagem de células
somaticas adicionadas de bronopol e armazenadas em temperaturas de 5 a 10°C
quando analisadas em até sete dias apdés a coleta das mesmas ndo apresentam

diferencas estatisticas.

O armazenamento em temperatura ambiente de amostras de leite de cabra
destinadas as andlises de CTB e CIB, mesmo adicionadas do conservante azidiol,

ndo é recomendado devido a ocorréncia do crescimento bacteriano.

Amostras de leite de cabra adicionadas de azidiol, conservadas em
temperaturas de 5 a 10°C, podem ser usadas na contagem bacteriana por citometria
de fluxo, sem que ocorram diferencas significativas nos resultados encontrados por

até sete dias de armazenamento.

O tempo limite para analise do leite de cabra para CCS utilizando o
conservante bronopol e para CTB e CIB utilizando o conservante azidiol € de 1 a 7

dias ap0s a coleta a uma temperatura de conservacao de 0 a 10° C.
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