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RESUMO

O leite de colostro bovino se destaca por suas propriedades nutricionais,
terapéuticas e apresenta alta quantidade de imunoglobulinas, sendo uma fonte
potencial de anticorpos aos humanos. O uso da carbonatagdo tem o intuito de inibir
0 crescimento microbiano do meio, com a possibilidade de aumentar o tempo atil do
produto cru durante o armazenamento refrigerado. Este trabalho tem como objetivo
avaliar o efeito da acidificacdo com CO, sobre as caracteristicas fisico-quimicas
como, pH, acidez titulavel, densidade, gordura, proteinas, EST, ESD, cinzas, calcio,
viabilidade das imunoglobulinas IgG e contagem microbiolégica de mesofilos,
psicrotréficos, coliformes totais e E.coli do leite de colostro bovino apds 48 horas do
processo da carbonatacdo. O CO, foi adicionado ao leite de colostro bovino, em
sistema aberto, sob pressdo ambiente, a temperatura de 5°C até atingir os valores
médios de pH 6,30 e 6,06. As analises foram realizadas em triplicata, exceto a
imunodifusdo radial simples e analises microbiolégicas que foram realizadas em
duplicata. Inicialmente os resultados foram checados quanto a Normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias entre as trés
amostras de leite de colostro bovino foi estudada pelo teste de Hartley. Diferencas
estatisticamente significativas foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA)
unifatorial e o teste de Fisher foi utilizado para comparar as médias entre 0s
tratamentos. Imunoglobulinas da classe IgG, gordura, proteina, extrato seco total,
extrato seco desengordurado, cinzas e célcio ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas apds o processo de acidificacdo utilizado no trabalho.
Os valores de pH se mostraram diferentes (p<0,05) entre si, mostrando que a
carbonatacao foi eficiente na diminuicdo do pH do leite de colostro bovino. Acidez
titulavel teve seus valores iniciais aumentados nas amostras carbonatadas até pH
extremo. Os micro-organismos mesofilos e E.coli, ndo foram afetados pelo processo
da acidificacé@o, 48 horas ap0s 0 processo. Para 0s micro-organismos psicrotroficos
e coliformes totais pesquisados as diferencas médias das contagens microbianas
nao foram estatisticamente significativas, porém analisando aliquotas isoladas nota-
se reducdo na carga microbiana em diversas amostras carbonatadas até o pH
extremo em comparagdo com as amostras in natura de leite de colostro.

Palavras-chave: Carbonatacdo, Acidificacdo, Leite de Colostro Bovino,
Imunoglobulinas IgG, Micro-organismos.



ABSTRACT

The bovine milk colostrum stands out for its nutritional and therapeutic properties,
and presents a high amount of immunoglobulins, being considered as a potential
source of antibodies to human. The use of the carbonation is intended to inhibit
microbial growth, with the possibility of increasing the useful life of the crude product
during the refrigerated storage. This study aims to evaluate the effect of acidification
with CO, on the physico-chemical characteristics such as pH, acidity, density, fat,
protein, EST, ESD, ash, calcium, viability of IgG immunoglobulins and microbiological
count of mesophilic, psychrotrophic, total coliforms and E.coli in the bovine milk
colostrum after 48 hours of the carbonation process. The CO2 was added to bovine
milk colostrum in an open system under an ambient pressure, at a temperature of 5 °
C, until reach pH values of 6.30 and 6.06. Analyses were performed in triplicate,
except the single radial immunodiffusion and microbiological analyzes that were
performed in duplicate. Initially the results were checked as normality by the
Kolmogorov-Smirnov’s test and homogeneity of variances among the three milk
samples from bovine colostrum was studied by Hartley's test. Statistically significant
differences were evaluated by variance analysis (ANOVA) one-factor and Fisher’s
test was used to compare the averages between treatments. IgG immunoglobulins,
fat, protein, total solids, nonfat dry, ash and calcium showed no statistically significant
differences after the acidification process used at work. The pH values were different
(p <0.05) from each other, showing that carbonation was efficient in decreasing the
pH of the milk from colostrum. Acidity had increased their initial values in the samples
carbonated to pH extremes. Mesophilic microorganisms and E. coli, were not
affected by the process of acidification, 48 hours after the procedure. For
psychrotrophic micro-organisms and coliforms researched, the differences between
average microbial counts were not statistically significant, but analyzing isolated
aliquots were noted a reduction in microbial load in various carbonated samples to
the extreme pH compared with fresh samples of milk colostrum.

Keywords: Carbonation, Acidification, Milk Bovine Colostrum, Immunoglobulins 1gG,
Microorganisms.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 01 - ESTRUTURA BASICA EM Y DOS ANTICORPOS........c.cccoevenrnnene, 21

FIGURA 02 - FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO DO PROCEDIMENTO
EXPERIMENTAL. ... s 35

FIGURA 03 - SISTEMA PARA CARBONATACAO DO LEITE DE COLOSTRO
BOVINO COM DIOXIDO DE CARBONO.......cc.ceiuieeieeecieeeiceeteeete et 36

FIGURA 04 - PICNOMETROS COM CAPACIDADE DE 25 ML REPLETOS DE
LEITE DE COLOSTRO. ..ottt e e e 38

FIGURA 05 - BUTIROMETRO DE GERBER........ccccociiieiieeeieeeeeee e, 39

FIGURA 06 - EQUIPAMENTO ORION 2 STAR PARA ANALISE DO
CA LI, 41

FIGURA 07 — REACAO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO DILUIDO EM PLACA
MARGCA VIMRD ...ttt 42

FIGURA 08 - REACAO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO DILUIDO EM PLACA
MARGCA KENT .ttt et e e e e e e e e e eees 42



LISTA DE TABELAS

TABELA 01 - pH DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (630) E CARBONATADO pH C
(B,0B)...v e veevereeeeeeeseeeeeeeeeeeee et et e s sttt e ettt eee ettt ettt ettt 47

TABELA 02 - ACIDEZ TITULAVEL EM GRAUS DORNIC DO LEITE DE COLOSTRO
BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 03 - DENSIDADE EM g/L DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 04 - GORDURA EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 05 - TEOR DE PROTEINA EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 06 - EST EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 07 - ESD EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 08 - CINZAS DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 09 - CALCIO EM ¢g/L DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C



TABELA 10 - IMUNOGLOBULINAS IGG EM MG/DL DO LEITE DE COLOSTRO
BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

TABELA 11- CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS MESOFILOS EM LOG
UFC.mL DE LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B
(6,30) E CARBONATADO PH C (8,06).....c.veevreereeeeeeeeseeessseseseesessessesseseeeesessessssoes 59

TABELA 12 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS PSICROTROFICOS EM
LOG UFC' mL DE LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO
pH B (6,30) E CARBONATADO PH C (6,06).......eveveeeeereereeeeerseeseeeeeseeseeseseesesened 61

TABELA 13 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS COLIFORMES TOTAIS EM
LOG UFC mL DE LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO
pH B (6,30) E CARBONATADO PH C (6,06).......crveeveereeeeseerereeseeseeesessesseeseseesseeee 63

TABELA 14 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS E.COLI EM UFC/ML DE
LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E
CARBONATADO PH C (8,06).......ceeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeesee s seeeees e eeeee e s s, 64



LISTA DE QUADROS

QUADRO 01 - COMPOSICAO DO LEITE E LEITE DE
COLOSTRO . ettt e e et et e e et et e e e e e e e e e e e e e e e eeeenrnnnane 19

QUADRO 02- VALORES DOS COMPONENTES DO LEITE DE COLOSTRO IN
NATURA, CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C

QUADRO 03 - VALORES DOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS EM LOG
UFC.mL ENCONTRADOS NO LEITE DE COLOSTRO IN NATURA,
CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)........oveeveeriereerrerrend 45



LISTA DE ABREVIATURAS

CO, — Gas carbonico

DBO — Demanda biolégica de oxigénio
ESD — Extrato seco desengordurado
EST — Extrato seco total

EUA — Estados Unidos da América
IgA — Imunoglobulina da classe A

IgG — Imunoglobulinas da classe G
IgM — imunoglobulina da classe M

Igs- Imunoglobulinas

MG/DL — miligramas por decilitro
MGI/L - Miligramas por litro

N, — Nitrogénio

ONU — Organizacao das Nacdes Unidas

UFC/mL- Unidades formadoras de col6nias por mililitros



SUMARIO

L 2101010 07:X @ TR 15
L1 OBUIETIVOS....cce ettt ettt st st b e st b et e s bt e at et s bt et e besaeeeas 17
I @ T o] 1= 11V o I e 1= | 17
1.1.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS .....cueieiiiiirieiirierie et 17

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 18
2.1 LEITE DE COLOSTRO BOVINO ......ooiiitiiiieeteneetere ettt 18
2.2 IMUNOGLOBULINAS ...ttt st sttt st s 20
2.3 QUALIDADE DO LEITE DE COLOSTRO.....cccceitiniiniinieeieenitesee et 22
2.4 ARMAZENAMENTO E TRATAMENTO DO LEITE DE COLOSTRO ................ 24
2.5 ACIDIFICACAO DO LEITE DE COLOSTRO COM DIOXIDO DE CARBONO..... 27
2.6 TECNICA IMUNODIFUSAO RADIAL SIMPLES .....o.oviereveeeeeeeeeseeeeseesessssnienes 28
2.7 MICRO-ORGANISMOS NO LEITE DE COLOSTRO BOVINO.......ccccceveriieeieenen. 29
2.7. 1 MESOFIOS ...ttt 30
2.7.2 PSICIOIOfICOS ...ttt ettt 30
2.7.3 COlfOIMES TOTAIS ....c.veueeieeiieieeieeeeetere ettt 31
2.7.4 ESCNErICRIA COli..ueviniiiieiiicieie e 31
2.8 CONSUMO HUMANO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO .....cccccocirierieeieenen. 32
3 MATERIAL E METODOS ..ottt ss s sseessene s eees 33
B L MATERIAL ..ttt et st b e st sbe et e sbeese et sbe et 33
3.1.1 Leite de ColOStro BOVINO .......ccccivieirieiinieiiicinieieieeeeeeeee et 33
3.1.2 DiOXIdO d€ CarbONO......ccccuiieiiieiiieire e 34
B2 METODOS ...ttt s e s s s asassssanassnassassssesansnans 34
3.2.1 Acidificacao do leite de colostro bovino com diéxido de carbono................... 35
3.2.2 Analises FiSiCO-QUIMICAS........ccceeiieeerecteeeeere ettt ettt st ene b eae e 37
B2 2.1 PH ettt be s 37
3.2.2.2 ACIAEZ TILUIAVEL.....c.eiiiiiieiec e 37
3.2.2.3 DENSIAAUE ...ttt 38
3.2.2.4 GOTUUIL....eiieeieeteeteeee ettt sa e ene s 39
3.2.2.5 EXtrato SECO TOtal (EST) ..cceecieeeeeiieeetesteeeesesteeie et reenene s 39
3.2.2.6. Extrato Seco Desengordurado (ESD).......cccoveeevineeienieieieseeeseeeeins 40
3.2.2.7 Nitrogénio Total (ProteiNa) ........cccceeeeieerierieieieeeeeeeteee et 40

B.2.2.8 ClINZAS oottt ettt e e ettt e e e e e e e e e ettt e e e eseeaaa e teeeeeeeaa i ——reteeerenanaa—aaes 40



B.2.2.9 CAICIO e e e e e e e e e e e e ——eeaa—aeaannaan 41

3.2.3 Imunodifusdo Radial SIMPIES ........cccccvvieieiieeeeeee e 42
3.2.4 Analises MICrobiOlOQICAS .........cccevereeciesieece ettt 43
3.2.4.1 Contagem total de MesSOfilOS.........ccoeveiiieieniceeceeeeee e 43
3.2.4.2 Contagem total de pSICrotrofiCOS ........covivrerirerieirieereeere e 43
3.2.4.3 Contagem total de coliformes tOtaiS .........cccevveeeieirininineseeeeceeeeeene 44
3.2.4.4 Contagem de Escherichia COli........cccoouevviiieieniiiecececceceee e 44

3.3 ANAIISE ESTALISTICA ......cveveieiiieiiieieicee ettt 44
4 RESULTADOS E DISCUSSAO ......c.coiieeieceecte ettt ete e ave e 45
A1 0 PHeeeeeeeeeeeeeeeeee et 46
4.1.2 ACIAEZ HIUIAVEI ... 48
4. 1.3 DENSIAUE.......ccviiitiieieecitee ettt 50
4. 1.4 GOFUUIBL.eenitiiieieiet ettt ettt b ettt e b b e senn e 51
4. 1.5 PrOEING. ...ttt ettt ettt 52
4.1.6 EXtrato SECO TOtal (EST) .eoiviririirieieieieeeienestese ettt 53
4.1.7 Extrato Seco Desengordurado (ESD) ......ccccocevivenenieiieininineneneeeeeeeeeee 53
4. 1.8 ClINZAS....eitiuiriiieteeettetet ettt ettt b et b et b e s 54
419 CAICIO ...ttt bbbttt 55
4.1.20 ImunOglobUlNGS IGG ....c.eeeieiiceeeeeeeeeee et st 56
4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS............... 58
4.2.1 Contagem MESOFIlOS .......ceeiiiiiiicieseeeeeeeeee et 58
4.2.2 Contagem PSICIOtrOfICOS .......ceciiiiiiiieieiceeeee e 60
4.2.3 Contagem Coliformes TOLAIS .......cccvevieieeieiiceeec ettt 62
4.2.4 CoNtagem E. COli ..oouiiiiiciicececeeeee ettt st et 63

5 CONCLUSOES ...ttt ettt ee et ne e 65

B REFERENCIAS .....oooiieeeeee ettt ettt et et e neeve e 67



15

1 INTRODUCAO

Em 2010 o rebanho bovino brasileiro era constituido por 209,5 milhdes de
animais. Destes, 22,9 milh6es eram vacas destinadas a producdo de leite, que
totalizaram um volume de 30,7 bilhdes de leite produzidos (IBGE, 2010).

A producéo brasileira de leite, em relacdo ao ranking mundial, em 2011
estava na quinta posicdo, atras da Unido Européia, EUA, india e Rassia (USDA,
2011).

A producdo do leite de colostro aumentou devido a expansdo da
bovinocultura, em particular, tecnologias empregadas para a producéao acelerada de
bezerros. Devido ao fato do leite de colostro ndo ser normalmente consumido pelos
humanos, o excesso da producédo é descartado.

Uma vaca da raca holandesa produz em média 15 litros de leite de colostro,
na primeira ordenha apos o parto, enquanto o bezerro consome em média 3 litros do
alimento na primeira mamada, sobrando 12 litros que podem ser usados para outros
fins (SANTOS et al, 2002). Para muitos produtores, 0 excesso era considerado “leite
sujo” sendo descartado de maneira incorreta, tornando-se um potencial poluente. O
impacto ambiental deste produto reflete um grande problema, pois apresenta valores
estimados de DBO de 100.000 mg/L, enquanto o chorume possui 1.930 mg/L
(ENEAPAL, 2005).

De acordo com a ONU (2011), a populacdo mundial ja chegou aos 7 bilhdes
de pessoas e em 2050 superara 9,2 bilhdes. Um indicativo importante para que néo
haja desperdicios de alimentos e que todo e qualquer tipo de mantimento deve ser
aproveitado, de maneira a suprir necessidades da populacéo.

O leite de colostro bovino, através de estudos vem se destacando por suas
propriedades nutricionais e terapéuticas, possui uma alta quantidade de
imunoglobulinas, que podem se constituirem uma fonte de anticorpos aos humanos.
Por esta razdo e o volume crescente de descarte, vem se tornando alto potencial no

desenvolvimento de novos produtos na industria de alimentos e farmacéutica.
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Em alguns paises, como Nova Zelandia, Australia e China, o leite de colostro
bovino tem sido utilizado como suplemento alimentar para seres humanos. Criangas
e adultos imunocomprometidos também estdo utilizando-o para o tratamento e
prevencao de infeccBes entéricas por virus e bactérias patogénicas (HE, et al. 2001).

A tecnologia proposta neste trabalho é a acidificacdo do leite de colostro
bovino através da técnica da carbonatacdo, com o intuito de estabiliza-lo fisico-
quimica e microbiologicamente, mantendo a maxima atividade da imunoglobulina,
tornando o produto mais eficaz em suas aplicagdes. O uso da carbonatacdo tem o
intuito de inibir o crescimento microbiano do meio, com a possibilidade de aumentar

o tempo util do produto cru durante o armazenamento refrigerado.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento do leite de colostro bovino apés a acidificacao pelo
uso de dioxido de carbono sobre as caracteristicas fisico-quimicas, microbiolégicas e

a viabilidade das imunoglobulinas IgG.

1.1.2 Objetivos especificos

Avaliar a viabilidade das imunoglobulinas 1gG antes e apds processo.

Realizar andlises fisico-quimica: pH, acidez titulavel, densidade, gordura,
extrato seco total, extrato seco desengordurado, nitrogénio total (proteina), cinzas e
calcio antes e ap0s o processo de carbonatacao.

Realizar analises microbiologicas: contagem total de mesofilos, contagem
total de psicrotréficos, coliformes totais e contagem de Escherichia coli antes e apds
0 processo de carbonatacéo.

Avaliar a influéncia das variaveis de pH sobre os aspectos microbiol6gicos e

fisico-quimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LEITE DE COLOSTRO BOVINO

Leite de colostro é definido como a secrecdo da glandula mamaria de
mamiferos durante os primeiros dias apos o parto. Na industria de laticinios, leite de
colostro € referido como secrecdes do Ubere da vaca para um dia apds o parto, apos
0 segundo e terceiro dia € chamado de leite de transicdo (BOVINE ALLIANCE,
1998). De acordo com o artigo 479 da RIISPOA entende-se por leite de colostro o
produto da ordenha obtido ap6s o parto e enquanto estiverem presentes 0s
elementos que o caracterizem (BRASIL, 1993).

Colostro bovino também pode se definir por ser uma secrecdo grossa,
amarelada e cremosa, coletada do Ubere da vaca logo ap6s o nascimento do
bezerro. Apenas a primeira secrecao coletada ap0s o parto, deve ser considerada
leite de colostro, pois da segunda a oitava ordenha, o leite de colostro se assemelha
gradualmente ao leite integral, perdendo seu valor nutritivo inicial (WATTIAUX,
1994).

Segundo Santos et al. (2002), o leite de colostro bovino consiste em uma
mistura de secrecdes lacteas e constituintes do soro sanguineo, como
imunoglobulinas e outras proteinas séricas, que acumulam-se na glandula mamaéaria
durante o periodo final de gestacao. Do ponto de vista da qualidade de anticorpos, o
produto da primeira ordenha ap6s o parto € verdadeiramente denominada de
colostro.

De acordo com Wattiaux (1994), a funcédo do leite de colostro € fornecer
anticorpos aos bovinos recém nascidos, como fonte de protecdo contra inUmeras
doencas. A média de anticorpos encontrada no colostro bovino € de 6%, com
valores que variam de 2% a 23%. No leite a concentracdo de anticorpos é de 0,1%,

como se observa no quadro 01.
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Numero da Ordenha
Componentes 1 2 3 4 5 11

Leite

Colostro transicao Leite Integral

Sélidos totais, % 23,9 17,9 14,1 13,9 13,6 12,5
Gordura, % 6,7 54 3,9 3,7 35 3,2
Proteina*, % 14 8,4 51 4,2 4,1 3,2
Anticorpos, % 6,0 4,2 2,4 0,2 0,1 0,09
Lactose, % 2,7 3,9 4.4 4,6 47 4,9
Minerais, % 1,11 0,95 0,87 0,82 0,81 0,74
Vitamina A, ug/dl 295 113 74 34

* Inclui percentagem de anticorpos indicados na préxima linha
QUADRO 01 — COMPOSICAO DO LEITE E LEITE DE COLOSTRO
FONTE: Wattiaux, M.A. Esséncias em gado de leite. 1994.

O leite de colostro difere-se do leite comum em muitos aspectos. E
significativamente maior nos solidos, proteinas, gordura, vitaminas e lg, € menor teor
de lactose. Apds o primeiro dia, a quantidade de sélidos decresce rapidamente, para
gue no quarto dia pds parto, o leite praticamente chegue a sua composi¢cao normal
(BOVINE ALLIANCE, 1998).

No leite de colostro bovino pode-se encontrar certas proteinas como
lactoferrina, fosfatase alcalina, lisozima, entre outras. A lactoferrina tem uma elevada
afinidade pelo ferro e juntamente com o sistema lactoperoxidase do leite de colostro,
contribuem na prevencdo das infeccOes orais e digesto-intestinais do bezerro
(SANTOS, 2002).

Os bezerros necessitam consumir esse alimento imediatamente apos o parto.
O leite de colostro é fundamental para a defesa do bezerro contra bactérias, virus e
outros patégenos, j4 que eles ndo estdo presentes na circulagdo sanguinea do
recém-nascido, pois a placenta do bovino impede a transferéncia de anticorpos da
mae para o feto (SILPER & COELHO, 2008).
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2.2 IMUNOGLOBULINAS

Todos os vertebrados possuem um conjunto coordenado de interacdes entre
classe de proteinas que agem contra invasores (bactérias, virus, entre outros)
conhecido como sistema imune (LEHNINGER, et al. 2006).

Uma variedade de leucdcitos, macréfagos e linfécitos, produzidos a partir de
células-tronco ndo diferenciadas da medula 0ssea, realizam a resposta imune que
consiste de dois sistemas complementares, os sistemas imune celular e humoral
(LEHNINGER, et al. 2006).

O sistema imune celular é constituido pela classe de linfécitos T que tem
como funcao destruir as células hospedeiras infectadas por virus, parasitas e tecido
estranho. J& o sistema imune humoral direcionado as infec¢fes bacterianas e virus
extracelulares é composto por proteinas sollveis chamadas de imunoglobulinas ou
anticorpos, comumente abreviadas por lg. Produzidos pelos linfécitos B, os
anticorpos ligam-se a virus, bactérias e corpos estranhos marcados para a
destruicdo (LEHNINGER, et al. 2006).

No leite de colostro estdo presentes trés tipos de imunoglobulinas: 1gG (70-
80%), IgM (10-15%) e IgA (10-15%). A funcéo principal do IgG é identificar e destruir
possiveis patdgenos. A IgM serve como defesa nos casos de infec¢cdes graves
causadas por micro-organismos e a IgA protege as mucosas intestinais (TIZARD,
1998). As IgG séo a classe Ig dominante no leite de colostro e possuem uma
multiplicidade de func¢@es, incluindo a opsonizacao, inibicdo da aderéncia de micro-
organismos patogénicos, neutralizacdo de toxinas e virus, entre outras (MARNILA &
KORHONEN, 2002).

As 1gG tém peso molecular de 160.000 daltons e s&o constituidas de 4
cadeias de polipeptideos (duas leves e duas pesadas). As IgM sdo imunoglobulinas
mais pesadas (900.000 a 1.000.000 daltons) compostas de 4 cadeias, agrupadas de
5 em 5, constituindo uma molécula de 20 cadeias, com capacidade de aglutinar os
glébulos vermelhos e as bactérias. As IgA também sdo compostas de quatro cadeias
de polipeptideos e pesam 170.000 daltons (SANTOS, 2002).
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A IgG é constituida de aproximadamente 1.328 residuos de aminoacidos. As
cadeias se ligam por ligacfes dissulfidicas. A molécula de IgG possui dois sitios de
combinacdo especificos para o antigeno que induziu sua sintese (CALICH e VAZ,
2009).

As imunoglobulinas da classe G, sdo divididas em quatro subclasses, as
guais possuem 0 seu ponto isoelétrico em pH: IgG; — 6,8 a 9,5, IgG, — 7,0, 1gG3 8,2
a 9,0 e IgG, — 6,0 (SOUZA, 2008). De acordo com Bittar & Ferreira (2006), as
imunoglobulinas 1gG podem desnaturar se forem submetidas a temperaturas
superiores a 60°C. As IgG se mostraram instaveis e suscetiveis a desnaturacdo
guando incubadas a pH<4 ou >10 (CHEN & CHANG-MIN, 1998).

Zona de ligagao
/ ao antigénio \

dissullidicas

Regiao
constante

FIGURA 01 - ESTRUTURA BASICA EM Y DOS ANTICORPOS

FONTE: Science for Discover (2008).

Existem classes de imunoglobulinas, incluindo a IgG, que possuem uma
pequena regido protéica, rica em prolina e cisteina, conhecida como regido de
dobradica, onde agem enzimas proteoliticas que clivam a molécula do anticorpo em
fragmentos caracteristicos. Embora os residuos de prolina confiram certa rigidez a
molécula, a mesma ndo é totalmente inflexivel. Ambos os bracos do anticorpo
podem abrir e fechar, chegando ao afastamento maximo de 180° (CALICH e VAZ,
2009).
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A glandula mamaria passa por diversos estagios de desenvolvimento, a
mamogénese, colostrogénese, lactogénese, lactacdo e involucdo (BARRINGTON e
PARRISH, 2001). Grandes quantidades de IgG sanguinea séo transferidas para a
glandula maméria, durante a colostrogénese, através de processo seletivo entre o

limen alveolar e o epitélio mamario (LARSON et al., 1980).

As imunoglobulinas sdo transportadas para o leite via sangue e vasos
linfaticos do baco e linfonodos. Para o auxilio da sintese dos anticorpos no leite de

colostro, linfécitos B podem se alojar na glandula maméaria (SANTOS, 2006).

De acordo com pesquisa realizada por Gomes (2008), foram observados
valores médios de 10.780; 413,8 e 625 mg/dL de IgG, IgA e IgM no leite de colostro
da primeira ordenha colhidos de vacas da raca Holandesa. O leite de colostro bovino
de primeira ordenha possui maiores teores de imunoglobulinas das classes G e M,
em comparacdo com o de segunda ordenha. H& predominio da IgG, sobre a IgM e
IgA, independemente da ordem da ordenha.

Muller e Ellinger (1981), encontraram valores relativos de 73,7% de IgG,
18,0% de IgA e 8,3% de IgM em leite de colostro de vacas da raca Holandesa
criadas na Filadélfia, EUA.

Na maioria dos mamiferos domésticos, h& predomindncia das
imunoglobulinas 1gG, representando entre 50 e 75% das proteinas do soro do
colostro (SANTOS, 2002).

O pico maximo da absorcéo intestinal das proteinas é localizado no jejuno e
ileo, as ultimas porcdes do intestino delgado. A absorvéncia das imunoglobulinas é
realizada através de um mecanismo chamado de micropinocitose. Os anticorpos
atravessam a membrana das células epiteliais e caminham em direcdo a base das
células. Através do canal linfatico, ganham a circulagéo sanguinea (SANTOS, 2002).
O leite de colostro bovino contém inibidores de tripsina para prevenir a degradacao
das imunoglobulinas no trato digestivo (KUNG et al., 2003)

2.3 QUALIDADE DO LEITE DE COLOSTRO
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A quantidade de imunoglobulinas presente no leite de colostro depende de
inUmeros fatores, como estacdo do ano, idade da vaca, raca e volume de leite de
colostro produzido. Em raz&o ao maior tempo de exposi¢cdo, a0 maior numero de
vacinacfes e contato com agentes patogénicos, as fémeas mais velhas produzem
leite de colostro de maior qualidade em comparacdo as mais novas (SILPER &
COELHO, 2008). De acordo com pesquisa realizada por Morril et al. (2012) para
caracterizar a qualidade do leite de colostro bovino em fazendas nos EUA, a
concentracdo de IgG aumentou com a paridade (42,4, 68,6, e 95.9mg/mL de IgG,
para primeira, segunda e terceira lactacao, respectivamente).

Ordenha pré-parto ou vazamento de leite do Ubere antes do parto pode
reduzir a concentragdo de imunoglobulinas no leite de colostro. O volume de leite de
colostro produzido também influencia na quantidade de imunoglobulinas. Leite de
colostro produzido em quantidades maiores possui menor concentracdo de
imunoglobulinas em comparacdo com volumes menores (BOVINE ALLIANCE,
1998).

Se a ordenha dos animais for realizada continuamente até o momento da
paricdo, o leite de colostro ndo apresentara grandes alteracées em sua composicao,
exceto para um acréscimo no teor de proteinas de soro (PEIXOTO, 2002). A
qguantidade no teor de gordura varia de acordo com o estado nutricional da vaca no
momento do parto (PEIXOTO, 2002).

Leite de colostro proveniente de vacas com mastite, que abortaram e aqueles
gue sao obtidos 12 horas ap6s o parto sdo de qualidade duvidosa, devendo ser
evitados (SANTOS, 2002).

Um leite de colostro grosso e cremoso € rico em anticorpos, ja quando se
apresenta um aspecto aguado, provavelmente esse leite de colostro possui menor
guantidade de imunoglobulinas (WATTIAUX, 1994).

Em muitas propriedades leiteiras a avaliagdo da qualidade do leite de colostro
€ realizada com um colostrometro, que mede a densidade e relaciona com a
concentracdo de imunoglobulinas G (IgG). A medicdo também pode ser realizada
pelo lactodensimetro, que avalia a densidade do leite, neste caso sdo utilizados os

seguintes parametros: acima de 1.047 g/L, colostro de alta qualidade, de 1.035 a
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1.046 g/L colostro intermediario e até 1.034 g/L, colostro ruim (SILPER & COELHO,
2008). De acordo com Lucci (1989), a concentracdo normal de imunoglobulinas
presente no leite de colostro deve estar entre 2800 a 10000 mg/100ml.

N&o se conhece muito a respeito dos valores de referéncia das classes de
imunoglobulinas encontradas no leite de colostro de vacas da raca Holandesa
criadas no Brasil, pois os padrdes séo influenciados pela idade, ordem da ordenha,
manejo sanitério, fator racial, nutricdo e adaptacdo climéatica no pais (GOMES,
2008).

As secrecdes lacteas dos bovinos podem possuir anticorpos especificos
aumentados através da hiperimunizacdo dos animais, utilizando vacinas contendo
material microbiano patogénico inativado, contra as quais as atividades das IgGs sao
desejadas. Este aumento pode ser ainda maior se o leite de colostro bovino
hiperimunizado for fracionado e concentrado através de técnicas especificas,
podendo ser util em aplicacdes na saude humana e animal (MEHRA, et al., 2006).

2.4 ARMAZENAMENTO E TRATAMENTO DO LEITE DE COLOSTRO

O leite de colostro pode ser armazenado sob refrigeracdo por até uma
semana, apods esse periodo a concentracdo de imunoglobulinas é diminuida.
Também pode ser congelado por até um ano, sem decomposicao significativa de
anticorpos. Estudos indicaram que leite de colostro congelado armazenado por 15
anos néo obteve deterioracao significativa (BOVINE ALLIANCE, 1998).

O leite de colostro pode ser preservado congelado e descongelado sem que
ocorra a destruicdo dos anticorpos. Para o descongelamento, deve-se usar banho-
maria a temperatura de 45-50°C (WATTIAUX, 1994).

Pode-se armazenar o leite de colostro congelado por um longo tempo com
pouca ou nenhuma diminuicAo da concentracdo das imunoglobulinas. Podem

ocorrer perdas maiores em freezers frost-free, devido aos ciclos automaticos de
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descongelamento. O congelamento destréi as células brancas do sangue, também
conhecidas como leucdcitos (LEADLEY e PAM, 2004).

Arguello et al., (2003) realizaram um estudo sobre a conservacédo do leite de
colostro caprino através de varios meétodos. Primeiramente resfriaram o leite de
colostro sob temperatura de refrigeracdo (4°C) por um periodo de trés meses,
ocorrendo uma pequena reducdo dos niveis de anticorpos no tempo final (32,98 e
25,11 mg / ml de IgG no dia 0 e 91, respectivamente). No segundo experimento,
realizaram o congelamento e descongelamento da amostra, os quais nao afetaram
as concentracfes das imunoglobulinas, porém a repeticdo do congelamento e
descongelamento tende a reduzir os anticorpos. Por fim, testaram a pasteurizagéo e
observaram uma reducéo de aproximadamente 35% de perda nas IgG.

A pasteurizacdo do leite de colostro bovino pode reduzir ou eliminar
importantes  patdgenos como Salmonella spp, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, porém pode ocorrer desnaturacdo de anticorpos, resultando
em perdas de 12 a 30% das imunoglobulinas e aumento na viscosidade, se forem
utilizados o mesmo tempo e temperatura recomendados para o leite (75°C/15-20s).
Quando o leite de colostro é aquecido a aproximadamente a 63°C, o calor induz a
agregacédo das imunoglobulinas, resultando numa desnaturagdo devido a exposicao
de aminoacidos sulfurados ou hidrofébicos. (BITTAR & FERREIRA, 2006).

Green (2003) pasteurizou leite de colostro bovino a 63°C por 30 minutos,
utilizando um pasteurizador comercial de pequena escala e observou um moderado
aumento na viscosidade, no qual as amostras in natura apresentaram médias de
68,7 (x 17,8)mg/mL e as amostras pasteurizadas 48,9 (x 15,2) mg/mL de IgG,
resultando numa perda de 25,3% (x26,0).

Bittar e Ferreira (2006), concluiram que a pasteurizacdo de leite de colostro
bovino a 72°C por 15 segundos, resultou numa média de 28,4% de perda de IgG,
com concentragdes iniciais de IgG e pos pasteurizacdo, entre 58,5 mg/mL e 41,3
mg/mL respectivamente. Apresentando 25,3% de perdas de imunoglobulinas da
classe G apés o tratamento utilizado. Porém o aquecimento do leite de colostro a
60°C por 120 minutos nao resultou em mudangas nas concentragdes de IgG ou na

viscosidade.
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Elfstrand et al. (2002) realizaram a filtracdo, pasteurizacao e liofilizagcdo no
leite de colostro bovino e observaram que as imunoglobulinas decresceram
gradualmente ap6s a remoc¢do de gordura, caseina e lactose, sendo que estes
compostos parecem ter uma funcao de prote¢cdo em imunoglobulinas.

Isolamento e purificacdo das imunoglobulinas séo realizados através de
membranas de separacdo (STOTT & LUCAS, 1989) e técnicas cromatogréaficas (
BOTTOMLEY, 1993) , nas quais € possivel uma taxa de recuperacdo de
imunoglobulinas variando de 25 a 70% do valor inicial.

Diversos autores acidificaram o leite de colostro bovino com o intuito de
permitir a armazenagem a temperatura ambiente e em longo prazo, sem que haja
excessivo crescimento bacteriano. Os acidos organicos mais utilizados para este fim
sdo o acido acético, adipico, benzoico, citrico, férmico, fumérico, mélico e propibnico,
porém para valores de pH préoximos a 5,5 ndo se nota nenhum efeito nas contagens
microbianas (SILVESTRE, 2009). De acordo com Rindsig et al. (1976) a adicao de
acido propiénico a 1 e a 1,5% a 37°C no leite de colostro bovino inibiu o crescimento
microbiano proteolitico até o sétimo dia de armazenamento e também conclui que é
possivel manter um pH constante, conservar o odor , a consisténcia fisica e o
desenvolvimento de coliformes por até 4 semanas.

Silvestre (2009) acidificou leite de colostro bovino com peréxido de hidrogénio
a 0,42 e 0,5% e verificou um efeito bacteriostatico maior do que se tratado com 0,14
e 0,28%, porém € aconselhavel a remocdo total do peréxido de hidrogénio, a fim de
evitar danos a saude. O mesmo autor também tratou o leite de colostro bovino com
agua eletrolisada neutra, obtida por um processo eletroquimico através da
transmissao de corrente elétrica, como por exemplo o hipoclorito de sédio e cloreto
de sddio, que sao desinfetantes e tem o intuito de penetrar nas membranas
celulares dos micro-organismos e provocar a lise da célula, porém em razdo da
elevada carga de matéria organica presente nas amostras, nao foi notério nenhum
efeito bactericida sobre a contagem dos micro-organismos pesquisados.

Mbuthia et al. (1997), testaram a acidificacdo com acido formico e formaldeido
sobre as imunoglobulinas do leite de colostro e constataram um efeito negativo
sobre estas. Sendo a classe das imunoglobulinas IgG mais afetada em comparacao

com as IgM e IgA.



27

2.5 ACIDIFICACAO DO LEITE DE COLOSTRO COM DIOXIDO DE CARBONO

O diéxido de carbono, um composto quimico constituido de dois atomos de
oxigénio e um atomo de carbono, representado pela sigla CO,, é essencial aos
seres vivos, porém em alta quantidade se torna limitante no crescimento destes. Em
razdo disso, tem sido utilizado como conservador de alimentos inibindo o
crescimento de bactérias aerébias e retardando o crescimento de fungos, leveduras
e bactérias aerdbias psicréfilas das superficies dos alimentos por concentracdo de
diéxido de carbono (EVANGELISTA, 2008).

O diéxido de carbono € um componente natural do leite, mas possui pequena
guantidade dissolvida, que entre as etapas de ordenha, armazenamento e transporte
€ expressivamente diminuida em razdo da exposi¢cdo do leite ao ar, a0 mesmo
tempo em que aumentam as concentracées de oxigénio e nitrogénio dissolvido no
leite. Acredita-se que com o leite de colostro ocorra da mesma maneira. O didxido
de carbono dissolvido pode estar presente tanto na forma acida (acido carbénico)
como carbonato, contribuindo para a diminuicdo do pH do leite (HOTCHKISS, et al.
2006).

Segundo Hotchkiss et al. (2006), o resultado da diluicdo de dioxido de
carbono em &gua é a formacdo do &cido carbbénico (H,COs). O CO, é instavel,

conservando um equilibrio:

COz(aq) + H20 (ag) «» H2COs (ag) <> HCO 3aq) + H(ag)

O CO, desloca o oxigénio do meio, substituindo-o. Desta maneira, ocorre uma
limitacdo aos micro-organismos, deixando-0s expostos a uma atmosfera anaerébia
ou microaerébica. Quando o estudo foi realizado com N,, o resultado ndo foi
satisfatorio (DANIELS et al., 1985).

A carbonatacdo baseia-se na injecdo de CO, sob pressédo controlada para
acidificar a amostra em questéao. O leite, apos degaseificacdo a vacuo, regressa ao
seu pH inicial (RAOUCHE et al., 2008)
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Shirai (2010), demonstrou que ajustando o pH do leite bovino, através da
carbonatacdo, em aproximadamente 6,0 melhorou substancialmente a estabilidade
térmica quanto aos micro-organismos psicrotroficos.

De acordo com diversos autores, a carbonatacdo nao altera a estabilidade
das vitaminas, minerais, nem causam mudancas permanentes nas micelas,
composicao e tamanho médio das proteinas (RUAS, et al., 1998; GEVAUDAN, et al.,
1996; GUILHAUME et al., 2004). Essa mudancas podem possuir diferentes
magnitudes mais ou menos reversiveis de acordo com o pH utlizado na
carbonatacao (RAOUCHE et al., 2007)

O calor e extremos de pH podem desnaturar a proteina, fazendo-a perder
sua funcdo. Isso acontece, pois ocorre a perda de sua estrutura tridimensional.
Solventes organicos misciveis e certos solutos alteram a carga liquida das proteinas,
ocasionando repulsdo eletroestética e ruptura de algumas pontes de hidrogénio
(LEHNINGER, et al. 2006).

Ja a carbonatacao do leite a baixa pressao, diminui o crescimento microbiano,

sem provocar a precipitacdo da proteina (RAJAGOPAL et al., 2005)

2.6 TECNICA IMUNODIFUSAO RADIAL SIMPLES

Trata-se de reacdes de precipitacdo em meio gelificado, muito sensivel e de
larga aplicagdo na quantificagdo de componentes protéicos de fluidos biolégicos
(CALICH e VAZ, 2009).

O gel é distribuido em uma lamina ou placa de Petri onde é incorporado o
anticorpo especifico para determinado antigeno. S&o cavados pequenos pogos,
sendo alguns preenchidos com o antigeno de concentragdo conhecida e outros com
concentracdo desconhecida. Ocorre a difusdo radial a partir do poc¢o, podendo-se

verificar a opacificagdo circular ao redor do mesmo (CALICH e VAZ, 2009).

Para cada antigeno séo utilizadas, no minimo, trés solugdes padréo de alta

pureza com concentracdes diferentes. Apos o término da difusdo, a leitura é
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realizada medindo os halos de precipitacdo dos padrdes e dos desconhecidos. Uma
reta € tracada ordenando as concentracdes dos padrdes contra 0 quadrado dos
diametros dos halos de precipitacdo (CALICH e VAZ, 2009).

Soares et al. (2001), utilizaram a técnica de imunodifusdo radial para
determinar a concentracdo de imunoglobulinas da classe G no leite de colostro
bovino de primeira ordenha de vacas holandesas e obtiveram resultados no valor de
154,83 mg/ml.

Gomes (2008), obteve valores da concentracdo de IgG no leite de colostro
colhido antes da primeira e segunda ordenha, sendo respectivamente 10.078,0 e
6.591,0 mg/dL através da técnica de imunodifusdo radial.

A maturidade linfocitaria e a quantidade de imunoglobulinas produzida e
liberada no leite de colostro séo influenciadas pelo fator etario (DEVERY-PONCIUS
e LARSON, 1983). A raca do animal também é um importante fator fisiol6gico
relacionado a quantidade de anticorpos no leite de colostro (MULLER e ELLINGER,
1981)

2.7 MICRO-ORGANISMOS NO LEITE DE COLOSTRO BOVINO

O leite de colostro bovino, assim como o leite, pode se tornar um excelente
meio de cultura para muitos micro-organismos, principalmente por conter nutrientes,
umidade e pH proximo da neutralidade. As bactérias consomem a lactose e
produzem o &acido latico. Higiene na ordenha e limpeza correta dos utensilios e
equipamentos estao diretamente ligados com este tipo de contaminacao (SANTOS,
2006).

De acordo com Hanson (2002), podem estar presentes no leite de colostro
fresco cerca de 20.000 UFC/ml bactérias, incluindo a E.coli. A cada 20 minutos a
contagem inicial dobra no leite de colostro morno. Se n&o for resfriado

imediatamente, em duas horas a contagem pode chegar a 1,2 milhdes de bactérias.
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Em estudo realizado por Azevedo et al. (2009) com leite de colostro bovino
fermentado, 96 placas foram incubadas com diversos meios de cultura, 51
apresentaram crescimento microbiano, nas quais estavam presentes Lactobacillus

spp. e Staphylococcus spp.

2.7.1 Mesdfilos

Amplamente estudados por serem responsaveis por processos de
deterioragcéo de alimentos e/ou por toxinfecgbes de origem alimentar.

Micro-organismos que se desenvolvem em aerobiose quando incubados a
35°C. Os tipos de bactérias ndo sdo diferenciados, avaliando apenas o0 aspecto
bacteriolégico da amostra, tornando a andalise como indicativa da qualidade dos
alimentos (LABORCLIN, 2010).

Refrigeracdo imediata apds a coleta do leite inviabiliza o crescimento deste
tipo de micro-organismo (SANTOS, 2006).

2.7.2 Psicrotroficos

A microbiota psicrotrofica € composta de diversas bactérias Gram negativas,
como Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, entre outras e bactérias Gram positivas

dos géneros Bacillus, Streptococcus, Lactobacillus, etc. (PINTO et al., 2006).

A contaminacao do leite por bactérias psicrotroficas pode ser decorrente de
agua contaminada, procedimentos de higiene inadequados e mastite (PINTO et al.,
2006).
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Essas bactérias sdo termolabeis, entretanto pode ocorrer producdo de
enzimas termorresistentes, como as proteases e as lipases, que causam reacoes de

deterioragéo, bem como prejudicam a qualidade sensorial do leite (SANTOS, 2006).

2.7.3 Coliformes totais

No grupo dos coliformes totais estdo inclusas as bactérias na forma de
bastonetes, aerdbios ou anaerobios facultativos, Gram negativos, ndo originam
esporos, com capacidade de fermentar a lactose e produzir gas, periodo de
incubacdo em 24 a 48 horas a 35°C. O grupo inclui mais de 20 espécies que podem
ser provenientes do trato gastrintestinal ou ndo, como por exemplo, a Serratia e
Aeromonas (SILVA et al., 1997).

Podem estar presentes na lama, barro, esterco e em outros locais no
ambiente. Desta forma quase sempre estdo presentes no leite cru, ndo sendo muito
diferente a situacao do leite de colostro (SANTOS, 2006).

2.7.4 Escherichia coli

A E.coli faz parte do subgrupo dos coliformes termotolerantes, que fermentam
a lactose a 44,5 + 0,2°C em 24 horas (CASTANHEIRA, 2010).

Dentro do grupo de coliformes fecais, a Escherichia coli é a bactéria mais
conhecida e mais diferenciavel dos membros nao fecais, em razdo disso é o melhor

indicador de contaminacéao fecal até o instante (SILVA et al., 1997).
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2.8 CONSUMO HUMANO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO

O leite de colostro bovino é seguro para o consumo humano, exceto nos
casos de intolerancia a lactose ou outros componentes (URUAKPA et al., 2002).

Produtos comerciais sdo preparados a partir de imunoglobulinas de leite de
colostro bovino de vacas nao vacinadas ou imunizadas, que depois de coletado é
desengordurado, tratado e secado. Muitos produtos séo pulverizados e liofilizados,
tornando-se comprimidos ou na forma de p6, enquanto outros sao transformados em
xaropes. O primeiro liquido potavel proveniente do leite de colostro bovino foi
lancado na Finlandia (MEHRA, et al. 2006). Em Taiwan esta sendo comercializado
creme dental contendo imunoglobulinas, enquanto no Egito foi lancado um tipo de
alimento para bebés enriquecido com leite de colostro bovino para criangas acima de
seis meses de idade (ARCHIBALD, 2005).

Imunoglobulinas do leite de colostro bovino estdo servindo como base para
suplementos, utilizados no tratamento e prevencdo de doencas diarréicas em
humanos (HE et al., 2001).

De acordo com Antonio et al. (2001), a suplementagdo com leite de colostro
bovino em combinacdo com treinamento adequado pode aumentar a massa
muscular magra de homens e mulheres ativas.

O leite de colostro bovino pode ser utilizado para o tratamento e prevencao de
infeccbes do trato gastrointestinal dos humanos. Além de fornecer suporte
imunoldgico, apresenta reparos nos tecidos musculo-esquelético de atletas,

promovendo a cicatrizacao de feridas (URUAKPA et al., 2002).
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3 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cinética e Termodinamica
Aplicada (LACTA), nas instalagdes do Programa de Pés Graduagdo em Engenharia
de Alimentos, localizados no Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana,
na cidade de Curitiba-PR e no CMETL-PR, localizado na Fazenda Experimental do
Canguiri/ UFPR em Pinhais-PR, no periodo de maio de 2011 a junho de 2012.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Leite de Colostro Bovino

O leite de colostro bovino foi coletado e posteriormente congelado na
Fazenda Experimental Tuiuti Taquaral Queimado, localizada na regido de Séo José
dos Pinhais — PR.

Foram selecionados 15 animais sem historico de doencas e mastite, todos da
raca Holandesa. As vacas eram separadas e ordenhadas na ordenhadeira mecanica
marca Westfalia. Antes de cada coleta foi realizada a limpeza dos tetos, pré-dipping
com solucdo antisséptica, secagem dos tetos e pos-dipping para evitar maiores
contaminagdes microbioldgicas no leite de colostro.

A coleta do material foi realizada em frascos esterilizados, sendo 1,5 litros de
leite de colostro de cada uma das 15 vacas. As amostras individuais foram mantidas
em congelador com temperatura inferior a -20°C.

O transporte das amostras até o laboratorio foi realizada sob refrigeracdo em

caixas de isopor e os frascos foram cobertos com gelo.
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3.1.2 Di6xido de Carbono

O diéxido de carbono utilizado para acidificar o leite de colostro bovino foi
adquirido da empresa White Martins, acondicionado na forma liquefeita em cilindro
de aco, tipo G, com capacidade para 4,5 kg e pressdo de vapor de 58,3 kgf cm™ a

21°C. O grau analitico de pureza deste gas foi de 99,99 % na fase liquida.

3.2 METODOS

ApoOs o descongelamento das amostras através do banho-maria (45-50°C), o
material foi homogeneizado e retirada uma aliquota de 500 mL para a realizacéo dos
testes fisico-quimicos, microbiolégicos e imunodifusdo radial na amostra in natura.

O restante foi separado em duas amostras, contendo 500 mL cada e
acidificada com dioxido de carbono chegando a dois valores de pH distintos, um o
extremo (considerado pH C) e outro pH foi o intermediario (considerado pH B) . Apos
0 processo, as amostras foram identificadas e submetidas as mesmas andlises da
amostra in natura, sempre mantidas sob refrigeracdo em temperaturas menores que

5°C. como observado na figura 02.
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FIGURA 02- FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO DO PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
FONTE: A autora (2012)

3.2.1 Acidificacéo do leite de colostro bovino com diéxido de carbono

Os 1.500 mL de leite de colostro de cada animal, foi dividido em trés aliquotas
de 500 ml cada. Sendo identificadas como amostra A - leite de colostro in natura,
amostra B — leite de colostro pH intermediario e amostra C — leite de colostro pH
extremo.

Foi utilizado o sistema empregado no trabalho de Hamerski (2009) para

acidificacdo das amostras.
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A — Cilindro de CO, tipo G
B — Valvula Reguladora de
Pressao
C — Valvula Esfera
D — Valvula Agulha
E — Banho Termostatizado
 — F — Dispensor de gas
. G — Eletrodo pH e
D Termdmetro
H — Recipiente de vidro

FIGURA 03 — SISTEMA PARA CARBONATAGAO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO COM
DIOXIDO DE CARBONO
FONTE: Adaptado de HAMERSKI (2009).

O leite de colostro identificado como amostra C foi transferido para um
recipiente de vidro com capacidade de 1.000 mL e imerso em um banho
termostatizado (marca Tecnal, modelo TE 184) com temperatura de 5°C, escolhida
por permitir maior solubilidade do gas no meio liquido e conservar a baixa contagem
microbiolégica. A amostra C foi borbulhada através do dispensor de gas constituido
na extremidade inferior de placa porosa com didametro médio de cada porosidade de
35 ym, aumentando o contato das bolhas de gas com a amostra, sempre com
controle de pH verificado através do pHmetro portétil digital (marca Thermo
Scientific, modelo Orion 2 Star), por aproximadamente 20 minutos, até alcancar o
seu extremo de pH, quando ndo se observava mais nenhuma alteracdo no mesmo.
Os valores minimos de pH variaram de amostra para amostra, dependentes do seu
pH inicial que também oscilaram de aliquota para aliquota.

Apés a carbonatacdo da amostra C, procedia ao borbulhamento de gas
carbOnico na amostra B, até atingir o valor do pH intermediério, situado entre o pH

inicial e o pH extremo alcancado.
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As amostras in natura e carbonatadas foram acondicionadas em frascos
autoclavados e foram mantidas sob refrigeracdo em temperatura média de 5°C.

A carbonatacdo ocorreu em sistema aberto, a pressdo ambiente e as
amostras nao foram degaseificadas, com o intuito de estender a permanéncia do

CO, na amostra.

3.2.2 Analises Fisico-Quimicas

3.2.2.1 pH

Medicdo eletrométrica da atividade ibnica do hidrogénio (H+) em meio
aguoso, utilizando o eletrodo padrao. O eletrodo mede a diferenca de potencial entre
ele e a solucdo testada, sendo a diferenca convertida em unidade de pH
(CASTANHEIRA, 2010).

A medicdo da concentracdo dos ions de hidrogénio das amostras foi realizada
através de um pHmetro digital portatii modelo Orion 2 Star da marca Thermo
Scientific devidamente calibrado com tampdes pH 4,0 e 7,0.

3.2.2.2 Acidez Titulavel

Avaliacdo do teor de compostos de carater acido, sob o ponto de vista
guantitativo.
Determinacdo da acidez através da titulagdo da amostra por uma solucao

alcalina, utilizando a fenolftaleina como indicador.
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A acidez foi determinada através do método analitico oficial, para controle de
leite e derivados (BRASIL, 2006)

3.2.2.3 Densidade

Verificacdo da relacdo massa (g)/ volume(L) do leite de colostro, através da
utilizacdo de picndmetros com capacidade para 25 mL de amostra. As amostras
eram mantidas sob 20°C e monitoradas com termémetro de mercurio.

A densidade foi determinada através da metodologia proposta pelo Instituto

Adolfo Lutz para mensurar a densidade de liquidos a 20°C (IAL, 2008).

FIGURA 04- PICNOMETROS COM CAPACIDADE DE 25 ML REPLETOS DE LEITE DE COLOSTRO
FONTE: A autora (2012)
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3.2.2.4 Gordura

Determinada através do método butirométrico, técnica de Gerber, no qual a
leitura € realizada na escala do butirdmetro, ap6s a centrifugacdo e imersao em
banho-maria (BRASIL, 2006).

FIGURA 05 - BUTIROMETRO DE GERBER
FONTE: A autora (2012)

3.2.2.5 Extrato Seco Total (EST)

A utilizacdo de férmulas apropriadas permite determinar o teor de EST por
meio dos valores de densidade e teor de gordura (CASTANHEIRA, 2010).
Determinado através do método indireto com o uso de Formula de

Fleishmann:

%EST = 1,2G + 2,665 [(100D-100)/D]

Em que:
D= densidade em g/ml
G = % gordura
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3.2.2.6. Extrato Seco Desengordurado (ESD)

Obtém-se o ESD subtraindo-se da porcentagem de extrato seco total a
porcentagem de gordura da amostra (CASTANHEIRA, 2010).

%ESD = %EST - %G

Em que:
EST = extrato seco total

G = gordura

3.2.2.7 Nitrogénio Total (Proteina)

Baseia-se na transformacao do nitrogénio da amostra em sulfato de amonio,
através da digestdo com &cido sulfarico, e posterior destilagcdo, com liberacdo de
amonia, fixada em solucéo 4cida e titulada (CASTANHEIRA, 2010).

A proteina foi determinada através do método de Kjeldahl descrito nos
métodos oficiais na Instrugdo Normativa n. 68 (BRASIL, 2006).

3.2.2.8 Cinzas

Fundamenta-se na eliminacdo da matéria organica a temperatura de 550°C,
obtendo-se o residuo mineral fixo.
As amostras foram pesadas e carbonizadas em chapa aquecedora por 2

horas, para evitar o extravasamento da mesma no forno mufla.



41

ApOs incineracdo da amostra em mufla a 550°C durante 5 horas, as cinzas

foram pesadas e o resultado foi obtido por gravimetria (BRASIL, 2006).

3.2.2.9 Calcio

A medicdo da concentracdo de calcio das amostras foi realizada através de
um equipamento digital portatil modelo Orion 2 Star da marca Thermo Scientific, com
eletrodo especifico para mensuracdo do calcio devidamente calibrado.

FIGURA 06 — EQUIPAMENTO ORION 2 STAR PARA ANALISE DO CALCIO

FONTE: A autora (2012)
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3.2.3 Imunodifusdo Radial Simples

Determinacéo das taxas de imunoglobulinas da classe IgG do leite de colostro
bovino através do método de imunodifusdo radial simples utilizando o Kit Comercial
VMRD Bovine IgG Rid Kit, 400-3200mg/dL e o Kit Comercial Kent Triple J Farms
Radial Immunodiffusion Test for Bovine 1gG, 196- 2748 mg/dL (MANCINI et al.,
1965).

Para o Kit VMRD, um volume de 3 L e para o Kit Kent um volume de 5 pL de
colostro diluido em solucdo PBS (1:10) foi pipetado nos pocos das placas
especificas para a determinacdo quantitativa da IgG bovina. Em seguida, as placas
foram incubadas a 20°C por 24 horas. A intensidade da reacdo das amostras
geraram halos em volta dos pocos e a quantificagcdo das imunoglobulinas foi
realizada comparando com aqueles halos obtidos a partir dos padrées pré-
estabelecidos contidos nos proprios kits. Os resultados (diametros dos anéis) foram
lidos com auxilio de um comparador (Finescale Comparator) onde foi estabelecida

uma curva padrao em grafico semi-log.

FIGURA 07 e 08 - REAGCAO DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO DILUIDO EM PLACA
MARCA VMRD E KENT, RESPECTIVAMENTE.

FONTE: A autora (2012)
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3.2.4 Andlises Microbiologicas

As analises microbiolégicas foram realizadas nas amostras in natura e nas
carbonatadas mantidas em temperaturas de 5-7°C apds 48 horas do processo de
carbonatacdo. As amostras foram homogeneizadas e diluidas em agua peptonada
0,1%.

3.2.4.1 Contagem total de mesofilos

Foram realizadas pelo método de plagueamento em superficie, utilizando
PCA - Agar Padrdo para Contagem da marca Himedia, placas invertidas, com
incubacédo a 35°C por 48 horas (SILVA et al., 1997). Resultados expressos em logio
UFC/ml.

3.2.4.2 Contagem total de psicrotroéficos

Contagem total de psicrotréficos realizada pelo método de plagueamento em
superficie em Agar Padrédo para Contagem (PCA),marca Himedia, incubados por 10
dias a 7°C, placas invertidas (SILVA et al., 1997). Resultados expressos em l0g:o
UFC/ml.
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3.2.4.3 Contagem total de coliformes totais

Determinado através de placas Petriflm da marca 3M, incubadas por 24
horas a 35°C. Os coliformes totais sdo caracterizados como colbnias vermelhas com

bolhas de gas (SILVA et al., 1997). Resultados expressos em log,, UFC/ml.

3.2.4.4 Contagem de Escherichia coli

Determinado através de placas Petrifilm da marca 3M, incubadas por 24
horas a 35°C. As colonias de E.Coli sdo diferenciadas como colbnias azuis com

formacdo de gas (SILVA et al., 1997). Resultados expressos em log. UFC/m.

3.3 Andlise Estatistica

As andlises foram realizadas em triplicata, exceto a imunodifusdo radial
simples e analises microbiolégicas que foram realizadas em duplicata. Inicialmente
os resultados foram checados quanto a Normalidade pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e a homogeneidade de variancias entre as trés amostras de leite de
colostro bovino foi estudada pelo teste de Hartley. Diferencas estatisticamente
significativas foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) unifatorial e o teste
de Fisher foi utilizado para comparar as médias entre os tratamentos. Valores de
probabilidade (p-valor) abaixo de 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. O programa Statistica ( Statsoft, Tulsa, OK, EUA) foi usado para todas

as analises estatisticas.
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Os resultados das analises fisico-quimicas, imunoglobulinas IgG e das

analises microbiolégicas encontram-se nos quadros 02 e 03.

In Natura (controle) Colostro B Colostro C p- valort | p-valor?
pH (H°) 6,56 £ 0,009 a 6,30 £ 0,009 b 6,06 + 0,008 ¢ 0,01 0,01
Acidez (°D) 49,38+1,39b 56,77 + 1,23 ab 64,51+1,192 a 0,10 0,01
Densidade (g/L) 1056,20 + 1,14 1055,74 + 1,22 1054,19 + 1,86 0,64 0,61
Gordura (%) 5,95 + 0,03 5,95 + 0,01 5,95 £ 0,04 0,99 1,00
Proteina (%) 13,60 + 0,26 13,64 £ 0,27 13,59 £ 0,29 0,99 1,00
EST (%) 21,30+ 0,30 21,18 + 0,28 20,81 + 0,49 0,91 0,87
ESD (%) 15,35+ 0,29 15,23 £ 0,28 14,86 £ 0,45 0,85 0,63
Cinzas (%) 1,00 + 0,002 1,00 + 0,002 1,00 + 0,003 0,45 0,96
Calcio (g/L) 0,113 + 0,004 0,112 + 0,003 0,119 + 0,004 0,92 0,88
IgG (mg/dL) 9728,57 + 686,20 | 9638,89 + 580,09 | 9404,38 + 762,91 0,89 0,97

Nota: Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo; 1 Valor de probabilidade em termos
de homogeneidade das variancias (F-max), obtido por meio do teste de Hartley; 2 Valor de
probabilidade obtido por ANOVA unifatorial, Letras diferentes na linha representam resultados
estatisticamente diferentes (p <0,05) de acordo com o teste de Fisher.

QUADRO 02- VALORES DOS COMPONENTES DO LEITE DE COLOSTRO IN NATURA,
CARBONATADO pH B( 6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)
Contagem microbioldgica In Natura

(log UFC.mL) (controle) Colostro B Colostro C p- valor! | p-valor?
Mesdfilos 6,11 £ 0,11 6,24 £ 0,14 6,11 £ 0,18 0,94 0,94
Psicrotroficos 5,82 +0,10 5,87 + 0,06 5,73+ 0,06 0,76 0,96
Coliformes Totais 3,48 + 0,08 3,50 + 0,06 3,20 + 0,06 0,83 0,73
E. coli 2,08 £ 0,04 2,32+ 0,05 2,10+ 0,03 0,93 0,77

Nota: Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo; 1 Valor da probabilidade em termos
de homogeneidade das variancias (F-max), obtido por meio do teste de Hartley; 2 Valor de
probabilidade obtido por ANOVA unifatorial.

QUADRO 03 -

VALORES DOS RESULTADOS MICROBIOLOGICOS EM LOG UFC.mL

ENCONTRADOS NO LEITE DE COLOSTRO IN NATURA, CARBONATADO pH B (6,30) E

CARBONATADO pH C (6,06)
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4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES FiSICO-QUIMICAS E
IMUNOGLOBULINAS IGG

4.1.1 pH

De acordo com Silva (2000), um dos principais fatores que influenciam o
crescimento, sobrevivéncia ou destruicAo dos micro-organismos presentes em

alimentos é a concentracdo hidrogenibnica, que determina o pH.

Como esperado, apos a acidificagcdo do leite de colostro bovino com géas
carbonico, o pH baixou instantaneamente, pois o CO, adicionado ao leite de colostro
bovino provocou reacdes quimicas no qual o hidrogénio da agua presente na
amostra ficou livre no meio, aumentando o teor de H* perceptiveis ao eletrodo de

medicao do pH, como visto na rea¢ao abaixo de acordo com Hotchkiss et al. (2006).

COz(aq) + H20 (ag) «» H2COs (ag) ¢» HCO 3aq) + H(ag)

Pela tabela 01 observa-se os valores extremos de pH alcangcados no
experimento, denominados de pH C, bem como os valores intermediarios de pH,
denominados pH B. Estatisticamente os valores de pH se mostraram
estatisticamente diferentes (p<0,05) entre si, mostrando que a carbonatacdo foi

eficiente na diminuicdo do pH do leite de colostro bovino.

O leite de colostro bovino possui um grande poder tamponante, pois
dependendo da amostra, ndo conseguiu-se reduzir o pH a 2%, enquanto outras
aliquotas foi reduzido até 12% o valor inicial do pH em relacdo as amostras

carbonatadas.
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TABELA 01 - pH DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E
CARBONATADO pH C (6,06)

pH Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 6,67%0,011 6,21 £ 0,01 5,91 £ 0,01

2 6,94 £ 0,01 6,76 £ 0,005 6,58 + 0,005

3 6,48 £ 0,05 6,18 £ 0,015 5,85+ 0,01

4 6,42+0,015 6,12 £ 0,015 5,81 £ 0,00

5 6,563+0,005 6,47 £ 0,01 6,43 £ 0,01

6 6,30+0,011 6,11 £+ 0,005 6,02 +£0,11

7 6,81 £ 0,01 6,41 £ 0,017 6,10 £ 0,006

8 6,35+0,006 6,15 + 0,006 5,96 + 0,006

9 6,59+0,006 6,24 + 0,01 5,93 £ 0,011

10 6,27 £ 0,01 6,07 £ 0,006 5,89 + 0,006

11 6,77 £ 0,00 6,39 +£ 0,01 6,02 + 0,006

12 6,55+ 0,015 6,4 £ 0,01 6,25+ 0,01

13 6,62 £ 0,015 6,34 + 0,006 6,17 £ 0,015

14  6,72+0,015 6,43 £ 0,006 6,10 £ 0,006

15 6,45 + 0,006 6,15+ 0,01 5,87 £ 0,01
Média 6,56 + 0,009 a 6,30 £ 0,009 b 6,06 + 0,008 ¢

NOTA: valores médios com letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher
com 95% de confianga.

De acordo com Couto et al. (2010), foram analisados colostro de duas
diferentes racas bovinas e o pH encontrado foi de 6,72 para leite de colostro in
natura de vacas da raca Jersey e 6,34 para vacas da raca Holandesa. Foley et al.
(1978), encontrou valores médios de 6,32 para pH em leite de colostro de primeira
ordenha. Silvestre (2009), observou valores médios de 6,42 + 0,26 em leite de
colostro, sendo o valor minimo de 6,18 e o0 maximo de 6,75, apos a acidificagdo com
acidos organicos alcancou pH 4,5 nas amostras tratadas. Otterby et al.(1976)
chegou ao pH 4,2 apds acidificar leite de colostro com acido propidnico a 1,5% em

volume.

Jenny et al. (1984), tratou o leite de colostro bovino com diversos conservantes
e apods adiciona-los as amostras observou que o pH do leite de colostro
naturalmente fermentado era de 4,9, enquanto os adicionados de benzoato de sédio

foi de 5,5, acido propibénico alcancou pH 4,8 e com o formaldeido observou-se
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valores entre 5,1. Otterby (1980) acidificou leite de colostro com acido propiénico e

alcancou valores de pH de até 3,98.

A literatura ndo aponta dados de leite de colostro carbonatado, porém em leite
comercializavel, Shirai (2010) pesquisou dois produtores de leite diferentes e
encontrou valores médios de pH para o leite in natura de 6,86 + 0,015 , chegando ao
pH 5,8 apds o processo de carbonatacéo, reduzindo em 15% os valores iniciais de

pH em relacédo as amostras acidificadas.

O pH do leite fresco apresenta reacao ligeiramente acida, variando entre 6,6 e
6,8 (BRASIL, 2002).

4.1.2 Acidez titulavel

Os valores medianos obtidos de acidez titulavel das amostras analisadas para
o leite de colostro in natura (pH 6,56), carbonatado com pH intermediario (pH B -
6,30) e carbonatado com pH extremo (pH C — 6,06) foram respectivamente 49,38 °D,
56,76 °D e 64,50 °D.

Em estudo de Couto et al. (2010), encontram-se valores de acidez para o leite
de colostro bovino in natura proximos a 50,5 °D para animais da raca Jérsey e

46,5°D para animais da raga Holandesa.

As substancias responsaveis pela acidez aparente sdo 0s minerais, as
proteinas e o gas carbonico dissolvido. Diferentemente da acidez real ou verdadeira
que € produzida pela transformacdo da lactose em acido latico por meio do
crescimento dos micro-organismos presente na amostra (BRITO et al., 2005).

No entanto, como as amostras de leite de colostro bovino sao heterogéneas,
nao possuem a mesma capacidade tamponante, consequentemente nao existe uma

relacdo perfeita entre acidez titulavel e pH. Por isso, pode-se afirmar que as
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diferencas em acidez titulavel, s@o resultados de diferencas da capacidade

tamponante das amostras e em menor escala no nivel de pH ( CAMPOS, 2012).

As amostras carbonatadas apresentaram um alto valor de acidez em virtude
da quantidade de gas carbbnico dissolvido no leite de colostro bovino, como
observado na tabela 02.

TABELA 02 - ACIDEZ TITULAVEL EM GRAUS DORNIC DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Acidez (°D) Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 34,70+1,15 38,70+ 1,15 53,39 +1,15
2 2336+1,15 29,36 + 1,15 35,37 +1,15
3 34,03+£0,00 38,04 £ 0,00 42,71 £ 1,15
4 72,74 £1,15 68,73 £1,15 72,74 £1,15
5 130,13 2,00 130,80 £1,15 106,11 £2,00
6 42,71 £1,15 45,38 +1,15 47,38 £1,15
7 32,03 +2,00 40,71 £1,15 52,05 + 2,00
8 51,38 £1,15 52,72 £1,15 55,39 £1,15
9 24,69 +1,15 36,70 +1,15 50,72 +1,15
10 60,73 £3,05 70,07 +0,00 81,42 +1,15
11 39,37 £1,15 46,71 +1,15 61,39 +1,15
12 52,05 £2,00 62,73 £1,15 82,75 £1,15
13 48,71 £1,15 56,72 +1,15 69,40 +1,15
14 38,70 £1,15 56,72 £1,15 72,072 £0,00
15 55,39 £+1,15 77,41 +1,15 84,75 +1,15
Média 49,38 +1,39b 56,77 +1,23 ab 64,51 +1,19a

NOTA: valores médios com letras diferentes, na mesma linha, diferem entre si pelo teste de Fisher
com 95% de confianca.



4.1.3 Densidade

A densidade das amostras com maior teor de CO, nao foi estatisticamente

diferenciada em

1056,20g/L amostra in natura, 1055,74 g/L amostra pH B (6,30) e 1054,19 amostra

pH C (6,06), como demonstrado na tabela 03.

TABELA 03 -

DENSIDADE EM

g/L DO

LEITE

NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Densidade Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 1050,23+0,79 1050,44 £ 1,10 1050,99 £ 0,79
2 1051,52+1,956 1051,25 £ 0,75 1051,35 £+ 0,64
3  1040,06 +0,31 1038,85 £ 0,72 1038,42 £ 0,46
4 1051,14 £ 0,87 1049,84 £ 0,72 1049,84 £ 0,91
5 1066,43 + 3,62 1066,17 + 3,13 1067,19 £ 2,95
6 1053,16 + 2,97 1052, 29 + 3,44 1047,91 + 3,44
7 1047,41+0,64 1046,31 £ 1,43 1047,26 £ 0,27
8 1052,66 +0,73 1053,42 £ 0,32 1039,13 £ 9,72
9 1043,72+0,51 1041,64 £ 1,43 1039,68 + 2,22
10 1068,34 + 0,65 1068,13 + 0,65 1064,65 + 1,50
11  1064,33+1,08 1065,68 + 0,47 1066,18 + 0,40
12  1065,68 + 0,47 1066,18 + 0,40 1068,97 + 0,58
13 1067,31+1,83 1066,35 + 3,10 1065,95 + 1,49
14  1053,11 £ 0,75 1053,26 + 1,49 1053,68 + 0,58
15 1065,99 + 0,16 1065,81 + 0,26 1064,73 £ 0,16
Média  1056,20+ 1,14 1055,74 + 1,22 1054,19 + 1,86

50

relagdo as outras amostras. Tomando valores médios de

DE COLOSTRO BOVINO

De acordo com Rocha & Bouda (2000), um leite de colostro de boa qualidade
deve possuir densidade maior que 1050,0 g/l, pois existe uma relagdo direta entre a
densidade do colostro e a concentragcdo de imunoglobulinas. Foley et al. (1978)
realizou a composicao centesimal do leite de colostro bovino e também encontrou

valores médios para a densidade de 1,056 g/l para a primeira ordenha.
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No leite a densidade é, em média, 1,032 g/mL, podendo variar entre 1,023 e
1,040 g/mL (BRITO et al., 2005).

4.1.4 Gordura

Como esperado a carbonatacdo nao influenciou a porcentagem de gordura

encontrada nas amostras in natura, como demonstrado na tabela 04.

Wattiux (1994) e Foley et al. (1978) encontraram valores médios de 6,7% de

gordura em leite de colostro bovino in natura de primeira ordenha. Ja Silvestre

(2009), obteve resultados no valor de 9,90% para o0 mesmo tipo de leite de colostro.

TABELA 04 - GORDURA EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO

pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Gordura (%) Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 200 200 2,17 £ 0,28

2 6,0+0 6,0+0 6,0+£0
3 200 2,1+0,11 2,1+0,11

4 32+0 32+0 3,2+0
5 790,11 78+0 7,7+0,11

6 76+0 76+0 76+0

7 74+0 74+0 74+0

8 12,3+ 0,11 12,4+0 12,4+0

9 48+0 48+0 48+0

10 46+0 46+0 46+0

11 380 380 380

12 8,2+0 8,2+0 8,2+0

13 6,7+0,11 66+0 6,5+0

14 10,6 £ 0 10,6 £ 0 10,6 £ 0

15 2,1+0,11 2,1+0,11 22+0
Média 5,95+ 0,03 5,95+ 0,01 5,95 + 0,04
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4.1.5 Proteina

Os valores das médias encontradas nas amostras analisadas foram de 13,61
+ 0,27, bem préximas quando comparadas as encontradas por Wattiaux (1994) e
Foley et al .(1978), que detectaram 14,0% para leite de colostro de primeira ordenha.
Silvestre (2009) obteve resultados médios de 10,14% de proteina para o leite de

colostro bovino.

A acidificacdo também ndo influenciou os teores de proteinas encontradas

nas amostras tratadas, como demonstra a tabela 05.

TABELA 05 - TEOR DE PROTEINA EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Proteina (%) Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 11,43 +£0,09 11,61 +£0,09 11,79 +0,11

2 14,93 £0,28 15,21 £+00,06 15,31 £0,29

3 6,36 + 0,04 6,32 +0,09 6,25 + 0,08

4 11,19 0,40 11,53 +£0,17 11,34 £0,05

5 21,16 £1,23 21,00 +0,50 21,75 +0,04

6 15,67 +0,08 15,45 £0,22 15,58 +0,17

7 8,45 +0,14 8,59 *0,22 8,38 + 0,05

8 14,02 £0,09 13,79 £0,27 13,40 £0,65

9 7,54 £0,13 7,22 £0,42 7,43 +£0,07

10 16,66 £0,37 17,01 £0,59 16,55 £0,44

11 15,76 +0,38 15,16 +0,22 15,20 +0,64

12 17,59 £0,32 18,06 +0,60 17,50 £0,32

13 12,57 +0,18 16,08 + 0,07 15,90 +0,20

14 15,93 +£0,10 12,82 +0,17 13,09 +£0,44

15 14,69 +0,08 14,12 +0,32 13,79 +0,82

Média 13,60 + 0,26 13,64 +0,27 13,59 +0,29
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4.1.6 Extrato Seco Total (EST)

Os valores encontrados para EST no leite de colostro in natura, carbonatado
pH B (6,30) e carbonatado pH C (6,06), foi de 21,30 = 0,29, 21,18 £ 0,28 e 20,81 *

0,49, respectivamente, ndo sendo considerados estatisticamente diferentes entre si.

TABELA 06 - EST EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B
(6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

EST (%) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 15,15+0,19 15,19 £ 0,26 15,52 + 0,48

2 20,25+0,47 20,19+ 0,17 20,21+ 0,15

3 12,67+0,07 12,44 £ 0,10 12,34 £ 0,24

4 16,80+0,20 16,49 + 0,18 16,49 + 0,21

5 26,04+0,93 25,90+ 0,74 26,06 + 0,81

6 2257+0,72 22,35+0,70 21,30 + 0,00

7 20,94 +0,15 20,67 £ 0,34 20,91 + 0,07

8 28,13+0,28 28,39 + 0,07 24,89 + 2,38

9 16,92+0,12 16,40 £ 0,35 15,92 + 0,54

10 22,56 +0,29 22,51+0,14 21,71+ 0,36

11 20,67 +0,25 20,98 + 0,11 21,09 + 0,09

12 27,03+0,13 26,64 + 0,42 26,41 +0,72

13  24,48+0,23 24,33+0,12 24,22 + 0,27

14 26,16 +0,18 26,19 + 0,36 26,29+ 0,14

15 19,06 +0,17 19,01 £ 0,10 18,84 + 0,04

Média 21,30 +0,29 21,18 + 0,28 20,81 + 0,49

4.1.7 Extrato Seco Desengordurado (ESD)

O extrato seco desengordurado é obtido subtraindo a gordura do extrato seco
total. Como n&o houve diferenca entre os valores de gordura das amostras
analisadas, o valor do ESD tende a seguir o0s mesmos parametros do EST, como

demonstra a tabela 07, tomando valores de 15,35 + 0,28 para leite de colostro in
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natura, 15,23 + 0,28 para carbonatacdo em pH intermediario e 14,86 + 0,45 para

carbonatacdo em pH extremo.

Silvestre (2009) encontrou valores médios de 8,89 + 0,29 de ESD em leite de

colostro in natura.

TABELA 07 - ESD EM % DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B
(6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

ESD (%) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 13,1+ 0,19 13,2+ 0,26 13,4+ 0,22

2 14,3 £ 0,47 14,2 £ 0,17 14,2 + 0,15

3 10,7 £ 0,07 10,4 + 0,16 10,3+0,13

4 13,6 £ 0,20 13,3+0,18 13,3+0,21

5 18,2 + 0,87 18,1+ 0,74 18,3+ 0,71

6 15,0+ 0,72 14,8 £ 0,70 13,7+ 0,83

7 13,5+ 0,15 13,3+ 0,34 13,5+ 0,07

8 15,8+ 0,19 16,0 £ 0,07 12,5+ 2,38

9 12,1 +0,12 11,6 £ 0,35 11,1+0,54

10 18,0 £ 0,29 17,9+0,14 17,1+ 0,36

11 16,9+ 0,25 17,2+ 0,11 17,3+ 0,09

12 18,8 + 0,13 18,4 £ 0,42 18,2+ 0,72

13 17,8 + 0,33 17,7 +0,12 17,7+ 0,16

14 15,6 + 0,18 15,6 £ 0,36 15,7+0,14

15 16,9 + 0,06 16,9 + 0,05 16,6 + 0,04

Média 15,35+ 0,29 15,23 £ 0,28 14,86 + 0,45

4.1.8 Cinzas

Para os teores de cinzas foram encontrados valores de 1,00 + 0,002%, 1,00 +
0,002% e 1,00 + 0,003% para as amostras in natura, carbonatadas com pH
intermediario e com pH extremo, respectivamente, como demonstra a tabela 08.
Nota-se que os teores de residuo mineral ndo foram afetados pelo processo de

carbonatacdo. A partir das analises realizadas, foram encontrados valores bem
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préximos aos encontrados por Wattiaux em 1994, 1,11% para leite de colostro de

primeira ordenha e 0,95% para segunda ordenha.

TABELA 08 - CINZAS DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B
(6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Cinzas (%) Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 0,89+0,02 0,88 £ 0,01 0,88 £ 0,02

2 1,00+0,01 1,02 £ 0,02 1,05+ 0,04

3 0,89+0,02 0,89 £ 0,03 0,85+ 0,01

4 0,91+0,01 0,90 £ 0,02 0,94 £ 0,01

5 0,99+0,02 1,01+ 0,00 0,99 £+ 0,00

6 0,91+0,00 0,91 +0,02 0,90 £ 0,01

7 1,17+0,05 1,10+ 0,00 1,18+ 0,10

8 1,15+0,05 1,13+ 0,04 1,12+ 0,02

9 0,83+0,01 0,91 +0,03 0,88 £ 0,03

10 0,96 +0,03 0,99 +£ 0,03 0,99 £ 0,02

11 1,00+0,12 1,06 + 0,08 0,93 £0,02

12 1,07+0,02 1,09 + 0,00 1,06 + 0,01

13 1,09+0,06 0,95+ 0,01 1,03+ 0,01

14  0,95+0,02 1,02 + 0,04 0,97 £ 0,00

15 1,17+0,03 1,15+ 0,00 1,13+ 0,04

Média 1,00 + 0,02 1,00 + 0,02 1,00 + 0,03

4.1.9 Célcio

As amostras in natura e acidificadas com pH intermediarios obtiveram valores
de 0,113 = 0,004 ¢g/L e 0,112 £ 0,003 g/L respectivamente, enquanto nas amostras
gue receberam maior grau de carbonatacao, obtiveram valores de 0,119 + 0,004 g/L,
nao apresentando diferencas estatisticamente significativas, como demonstra a
tabela 09.
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TABELA 09 - CONCENTRAGCAO DE CALCIO EM g/L DO LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN
NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Célcio (%) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C

1 0,073 +£0,009 0,084 + 0,008 0,092 £ 0,003

2 0,044 £0,001 0,047 £ 0,004 0,052 £ 0,002

3 0,206 £0,012 0,200 £ 0,006 0,201 £ 0,013

4 0,232 0,003 0,255 + 0,007 0,249 £ 0,006

5 0,183 +0,003 0,186 + 0,002 0,189 + 0,002

6 0,154 +£0,001 0,149 £ 0,002 0,153 £ 0,004

7 0,045+ 0,006 0,040 £ 0,002 0,039 £ 0,001

8 0,176 £ 0,008 0,161 £+ 0,003 0,211 £ 0,011

9 0,062 % 0,004 0,062 + 0,001 0,060 + 0,003

10 0,114 + 0,008 0,117 £ 0,003 0,117 £ 0,008

11 0,100 + 0,005 0,063 + 0,001 0,078 £ 0,002

12 0,028 + 0,001 0,030 £ 0,002 0,028 + 0,002

13 0,159 + 0,003 0,157 £ 0,002 0,164 + 0,005

14 0,045 + 0,001 0,047 £ 0,001 0,051 £ 0,003

15 0,081 + 0,003 0,085 + 0,002 0,098 + 0,002

Média 0,113 + 0,004 0,112 + 0,002 0,119 + 0,004

4.1.10 Imunoglobulinas 1gG

As imunoglobulinas da classe IgG ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas apds os tratamentos aplicados. Os valores médios encontrados no leite
de colostro in natura, carbonatados pH 6,30 e carbonatadas pH 6,06 , foram 9728,57
+ 686,20 mg/dL, 9638,89 + 580,09mg/dL e 9404,38 + 762,91 mg/dL

respectivamente, como demonstra a tabela 10.



TABELA 10 -
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CONCENTRAGCAO DE IMUNOGLOBULINAS IGG EM MG/DL DO LEITE DE

COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

IgG (mg/dL) Leite de Colostro
Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 7101,65 + 1347,25 6149,0+0,0 6466,55 + 449,08
2 13770,2+1347,25 12341,23+1571,79  16945,7 £ 4490,83
3 1862,07 £ 224,54 2020,85 + 449,08 1703,3+0,0
4 12023,68 + 224,54 11388,58 + 224,54 8689,4 + 898,17
5 12817,55 + 449,08 12976,33 £ 224,54 13135,1 + 898,17
6 16628,15+ 1347,25 15993,05+ 1347,25 16310,6 £ 1796,33
7 7736,75 + 449,08 6149,0+0,0 5831,45 + 449,084
8 17898,35 + 449,08 19486 + 898,17 20121,2+0,0
9 3157,38 + 468,95 2494,19 + 468,95 2162,6 + 0,0
10 9457,69 + 937,89 14100,02 £ 0,0 10120,88 £ 0,0
11 15592,2+1641,31 13271,03 +2110,26  11944,65 + 703,42
12 2162,6 + 0,0 2328,40 + 234,47 2162,6 + 0,0
13 13105,24 + 468,95 12276,25 + 234,47 12193,35 + 351,71
14 3654,78 + 703,42 4981,16 + 703,42 3820,57 + 468,95
15 8960,30 + 234,47 8628,70 + 234,47 9457,69 + 937,89
Média 9728,57 + 686,20 9638,9 + 580,09 9404,38 + 762,91

As amostras analisadas foram consideradas de boa qualidade, pois as
concentracbes de anticorpos encontrados foram similares a outros valores
encontrados como no trabalho de Gomes (2008), que obteve valores médios de IgG
10.078,0 + 3462 mg/dL de leite de colostro de primeira ordenha e 6.591,0 + 3364
mg/dL de leite de colostro de segunda ordenha. Bamn (2001), encontrou média de
IgG no leite de colostro de vacas Holstein de 48 g/L, com um intervalo de 20 a 100

g/L e de vacas Jersey com média de 66 g/L de IgG, com intervalo de 28 a 115g/L.

Mbuthia (1997) acidificou leite de colostro bovino com formaldeido (0,1 e
0,05%) e acido formico (0,5 e 0,1%), armazenados a 28°C e através da técnica de
imunodifusdo radial simples e notou que as imunoglobulinas do leite de colostro
tratado com formaldeido, onde alcancou pH 4,8, permaneceram constantes,
enguanto que no tratamento com acido férmico no qual o pH encontrou-se abaixo de

4,8, houve queda significativa de 1IgG em comparagdo com a amostra controle.
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A acidificacdo por carbonatacédo nao alterou a atividade das imunoglobulinas
da classe G, 0 que ndo acontece através da acidificacdo com acidos organicos, pois
esse tipo de tratamento acarreta numa reducdo muito brusca do pH, alcangando
niveis menores que 4,5. As imunoglobulinas sdo proteinas que se desnaturam
quando incubadas a pH <4 ou >10(CHEN & CHANG-MIN, 1998) ou quando sé&o
termicamente tratadas a temperatura >60°C (BITTAR & FERREIRA, 2006). Sendo a
pasteurizacdo realizada com temperaturas maiores que 60°C nao indicada para

amostras que pretende-se preservar as imunoglobulinas.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.2.1 Contagem Mesofilos

As amostras carbonatadas nédo apresentaram um valor reduzido na contagem
de mesofilos apdés 48 horas do processo de carbonatagcdo, como pode ser
observado na tabela 11.
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TABELA 11- CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS MESOFILOS EM LOG UFC.mL DE LEITE
DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

Mesofilos (log UFC.mL) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 >6,00£0,00 >6,00+0,00 6,08 £ 0,05
2 >6,00£0,00 >6,00%0,00 > 6,00 £ 0,00
3 7,78 £0,01 8,17 +0,01 7,76 £ 0,02
4 6,92 £ 0,03 7,94 £ 0,01 7,80 +£0,03
5 8,91 +£0,00 8,50+ 0,00 8,72 £0,03
6 6,60 £ 0,03 7,20 £ 0,08 6,54 £ 0,09
7 <3,00£0,00 3,00£0,00 <3,00£0,00
8 7,12+0,12 7,14 £ 0,09 7,57 £0,11
9 4,89+ 0,83 5,22 £0,15 4,95+ 0,67
10 4,45 +0,21 4,48 +£0,67 6,02 £0,52
11 7,14 £ 0,09 7,92+0,42 6,37 £0,19
12 7,93+0,23 7,74 £ 0,01 7,41 +£0,01
13 6,24 £ 0,09 6,15+0,21 6,00+0,21
14 <3,00£0,00 <3,00%0,00 <3,000,00
15 5,61+ 0,06 5,15+0,35 4,50+0,71

Média 6,11+0,11 6,24+ 0,14 6,11+0,18

Muller et al. (1977) obtiveram em leite de colostro bovino in natura, valores de

1,7 x 10° UFC/mL de micro-organismos mesoéfilos, enquanto Foley et al. (1978)
encontraram valores bem préximos de 1,58 x 10° UFC/mL para 0s mesmos micro-
organismos. Silvestre (2009) caracterizou em seu trabalho o leite de colostro e
encontrou uma contagem de 1,51 x 10° UFC/mL para meséfilos, apds a acidificacao
com acidos organicos nao notou nenhum efeito na contagem bacteriana nos
tratamentos que utilizaram pH 5,5 e 5,0, apenas observou uma reducdo nos micro-

organismos nos tratamentos em que foi utilizada pH 4,5.

Em estudo com leite cru, Shirai (2010) demonstrou que a combinacdo da
temperatura de 5°C e pH 5,8 depois de 10 dias apds o processo foi mais eficiente na

inibicdo do crescimento de mesofilos em comparagéo a acidificacdo em pH 6,4.

Ruas et al. (1996), ap6s acidificarem o leite com gas carbdnico,

observaram uma reducao de 1 a 1,5 logaritmos no crescimento dos mesofilos.
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Dependendo do micro-organismo, do meio em que estdo em suspenséo e da
fase de crescimento pode ocorrer resisténcia microbiana ao gas carbonico,

especialmente em sistemas ricos em proteinas (WEI,1991).

A presenca de mesofilos em grande ndmero indica matéria-prima
excessivamente contaminada, limpeza e desinfeccdo inadequada de superficies,

condi¢cBes inadequadas de armazenamento, entre outros (SIQUEIRA, 1995).

4.2.2 Contagem Psicrotroficos

Como observado na tabela 12, 48 horas apds o gas carbdnico ser adicionado
no leite de colostro ndo houve uma diminuicdo estatisticamente significativa na
contagem média dos micro-organismos psicrotréficos. Porém nas amostras 1, 10, 11
e 12 houve um decréscimo maior de um log UFC .mL nas aliquotas acidificadas até

0 seu pH extremo.
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TABELA 12 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS PSICROTROFICOS EM LOG UFC' mL DE
LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C
(6,06)

Psicrotroficos (log UFC. ml) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 5,83+0,18 5,10+ 0,14 4,72 + 0,03
2 5,45+ 0,04 5,30 + 0,06 5,50 + 0,04
3 7,57 £0,03 7,94 £0,01 7,62 £ 0,02
4 8,40 £ 0,10 8,67 £ 0,01 8,49 £ 0,00
5 7,00 £ 0,00 8,93+ 0,00 8,80 + 0,00
6 6,37 £ 0,01 6,98 + 0,01 5,81 +0,02
7 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00 3,00 £ 0,00
8 8,13 £ 0,07 7,72+ 0,15 8,34 £ 0,06
9 4,69 + 0,55 4,60 + 0,00 7,80+0,14
10 7,00 £ 0,00 5,47 £ 0,04 5,15+0,21
11 6,77 £ 0,10 7,29 £ 0,05 5,19 + 0,06
12 5,05%0,14 5,60 + 0,43 4,00 + 0,00
13 6,05 + 0,29 5,39+£0,01 5,57 +0,38
14 3,00 £ 0,00 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00
15 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00 3,00 + 0,00
Média 5,82 0,10 5,87 + 0,06 5,73 + 0,06
Shirai (2010), obteve resultados satisfatorios frente a inibicdo dos

psicrotroficos apos 10 dias do processo de carbonatacao realizado no leite cru.

Dagostin (2011) utilizou o processo de carbonatacdo no leite destinado a
elaboracdo de queijo minas frescal e concluiu que a acidificacdo a pH 6,0 foi mais
eficaz contra os micro-organismos psicrotréficos em geral nos primeiros dias de
armazenamento, porém 20 dias ap0s o tratamento houve um aumento na ordem de

8,08 £ 0,07 log UFC.g-1 na contagem dos mesmos

N&o existem padrbes oficiais para um numero maximo aceitavel de micro-
organismos psicrotroficos no leite, porém alguns autores, como Champagne et al.
(1994), afirmam que € necessario que exista uma contaminacdo maior que 10°
UFC/mL de micro-organismos psicrotréficos para que se torne perceptivel uma

alteracdo no aroma e sabor do leite.
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Sendo assim, tomando o leite como comparativo, os valores encontrados nas
amostras de leite de colostro bovino estudadas, encontram-se dentro de um limite

aceitavel.

4.2.3 Contagem Coliformes Totais

Os valores médios das amostras ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas, porém em algumas amostras com maior nivel de
acidificacao, nota-se uma redugéo na contagem dos micro-organismos denominados
como coliformes totais, como observa-se na tabela 13. Nas amostras 1, 6 e 13
ocorreu diminuicdo de 13,56%, 17,79% e 18.54%, respectivamente, na contagem
dos coliformes totais ap6s 48 horas da carbonatacdo. Nas aliquotas 9 e 12 houve
reducdo de um log UFC.mL nas que foram acidificadas até o seu pH extremo, pois a
magnitude de inibicdo foi aumentada, em razao de maiores quantidades de gas
carbonico dissolvidos (ESPIE & MADDEN, 1997).
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TABELA 13 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS COLIFORMES TOTAIS EM LOG UFC mL
DE LEITE DE COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO
pH C (6,06)

Coliformes totais (log UFC.

mL) Leite de Colostro
Amostra In Natura  Carbonatado B Carbonatado C
1 5,38 £ 0,05 5,06 £ 0,01 4,65 + 0,03
2 4,00 £ 0,00 4,00 £ 0,00 4,00 £ 0,00
3 2,00 £ 0,00 2,00 £ 0,00 2,00+£0,00
4 5,20+ 0,08 5,07 £0,10 5,32£0,03
5 5,81 +£0,04 5,55 0,07 5,46 £ 0,02
6 5,17 £ 0,08 5,00 £ 0,00 4,25+ 0,03
7 2,00 £0,00 2,00 £ 0,00 2,00+£0,00
8 3,66 £ 0,26 3,00 £ 0,00 3,95+ 0,00
9 2,00 £0,00 2,54 +£0,34 1,00 £ 0,00
10 1,00 £ 0,00 2,54+0,34 1,00 £ 0,00
11 5,73+0,11 6,16 £ 0,02 5,55+ 0,06
12 5,54 £ 0,34 5,50 £ 0,04 4,54 £ 0,34
13 2,7510,21 2,00 £ 0,00 2,24+0,34
14 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
15 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00
Média 3,48 + 0,08 3,50 + 0,06 3,20 £ 0,06

Foley et al.(1978) encontrou valores de 1,00 x 10> UFC/mL e Muller et al.
(1977) valores de 6,00 x 10* UFC/mL para coliformes em leite de colostro bovino in

natura.

Shirai (2010), apdés 10 dias do armazenamento de amostras de leite
acidificados com CO, , observou uma reducéo significativa de 1,45 logaritmos para

amostras de um determinado produtor.

4.2.4 Contagem E. coli

O desenvolvimento de E. coli, ndo sofreram influéncia em razdo da

acidificacdo, ou seja, ndo houve diferenca estatisticamente significativa nas
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amostras analisadas ap0s 48 horas do processo de carbonatacdo, como observa-se

na tabela 14.

TABELA 14 - CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS E.COLI EM UFC/ML DE LEITE DE
COLOSTRO BOVINO IN NATURA,CARBONATADO pH B (6,30) E CARBONATADO pH C (6,06)

E.coli (log UFC. mL) Leite de Colostro

Amostra In Natura Carbonatado B Carbonatado C
1 4,10+£0,14 5,45 10,21 4,32 +0,06
2 4,00+ 0,00 4,00 £ 0,00 4,00 £ 0,00
3 <2,00+0,00 <2,00+0,00 <2,00+0,00
4 4,83+0,18 4,75 +0,21 4,24 +0,34
5 <2,00+0,00 <2,00+0,00 <2,00+0,00
6 <2,00+0,00 <2,00+£0,00 <2,00+£0,00
7 <2,00+0,00 <2,00+0,00 <2,00+0,00
8 <2,00+0,00 <2,00+£0,00 <2,00+£0,00
9 <1,00+0,00 <2,00+0,00 <1,00+0,00
10 <1,00+£0,00 <1,00+£0,00 <1,00+£0,00
11 2,24 +£0,34 2,54 +0,34 3,00 £ 0,00
12 <1,00+£0,00 2,00 £ 0,00 <1,00+£0,00
13 <1,00+0,00 <1,00+0,00 <1,00+0,00
14 <1,00+£0,00 <1,00£0,00 <1,00+£0,00
15 <1,00+0,00 <1,00+0,00 <1,00+0,00

Média 2,08 + 0,04 2,32+0,05 2,10+ 0,03

Neste trabalho a presséo do gas no leite de colostro bovino ocorreu a pressao
ambiente, podendo ser um indicativo da dificuldade do gas carbdnico penetrar no
meio intracelular destes tipos de micro-organismos. O que ndo acontece quando o

diéxido de carbono € inserido no meio sob pressao especifica (HASS et al., 1989).
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5 CONCLUSOES

Através das condicbes empregadas e dos dados obtidos neste trabalho foi

possivel concluir que:

Imunoglobulinas da classe IgG, gordura, proteina, extrato seco total, extrato
seco desengordurado, cinzas e céalcio nao apresentaram diferencas
estatisticamente significativas apds o processo de acidificacdo utilizado no
trabalho.

Estatisticamente os valores de pH se mostraram diferentes (p<0,05) entre si,
mostrando que a carbonatacao foi eficiente na diminuicdo do pH do leite de
colostro bovino.

Acidez titulavel teve seus valores iniciais aumentados nas amostras
carbonatadas até pH extremo.

Os micro-organismos mesofilos e E.coli, ndo foram afetados pelo processo da
acidificacdo, 48 horas ap0s o0 processo. Para 0s micro-organismos
psicrotréficos e coliformes totais pesquisados as diferencas médias das
contagens microbianas ndo foram estatisticamente significativas, porém
analisando aliquotas isoladas nota-se reducéo na carga microbiana de varias
amostras carbonatadas até o pH extremo em comparacdo com as amostras in

natura.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Medir a solubilizacdo e vazdo da quantidade de CO; solubilizado nas
amostras;

e Pesquisar diferentes tempos ap0s o0 processo de carbonatacéo,
correlacionando com a carga microbiana encontrada;

e Realizar analises relacionadas a deteccdo dos aromas dos compostos

volateis do leite de colostro bovino antes e ap0s o processo de carbonatacao.
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