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RESUMO

A maioria dos animais, sendo todos, coexiste com um complemento de simbiontes procarioticos
que conferem uma variedade de beneficios fisiologicos. Em humanos, a interagdo entre células
animais ¢ bacterianas é especialmente importante no trato gastrointestinal. Juntos, todos esses
microrganismos abrigam um repertorio de genes que codificam proteinas que excede em muito o
pool genético encontrado em nosso genoma humano. Dentre suas principais fungdes, destacam-
se a imuno modulagdo, contribuigdo nutricional e resisténcia a colonizacdo por bactérias
patogénicas.

Porém, Sofre alteragdes por fatores externos e internos como meio ambiente, antibicoterapicos,
alimentag¢do, sistema imunoldgico, genético, probidticos e prebidticos. Muitos alimentos
fermentados e iogurte em particular, contém grandes quantidades de bactérias vivas, normalmente
até 109 UFC/g. Esses alimentos tém contribuido significativamente para a dieta humana desde o
Neolitico, no entanto, até o momento, a maioria dos estudos nao conseguiu identificar modulagdes
significativas da microbiota intestinal humana residente sobre o consumo de alimentos
fermentados. Levando em consideracdo a importancia do leite para a nutri¢cdo e colonizagdo por
microorganismos do intestino de seres humanos, o objetivo deste trabalho ¢ investigar a carga
microbiologica dos diferentes tipos de leite e estudar a interferéncia destes na saide humana e sua
relacdo com a microbiota intestinal.

Palavras chave: Leite; Microbiota; Urinalise; Leucograma.

ABSTRACT

Most animals, if not all, coexist with a complement of prokaryotic symbionts that confer a variety
of physiological benefits. In humans, the interaction between animal and bacterial cells is
especially important in the gastrointestinal tract.

However, It undergoes changes by external and internal factors such as the environment,
antibicotherapeutics, food, immune system, genetic, probiotics and prebiotics. Many fermented
foods and yogurt in particular contain large amounts of live bacteria, typically up to 109 CFU/g.
These foods have contributed significantly to the human diet since the Neolithic, however, to date,
most studies have failed to identify significant modulations of the human intestinal microbiota
residing on the consumption of fermented foods. Taking into account the importance of milk for
nutrition and colonization by microorganisms of the intestine of humans, the objective of this
work is to investigate the microbiological load of different types of milk and to study their
interference in human health and its relationship with the intestinal microbiota.
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INTRODUCAO

A maioria dos animais, sendo todos, coexiste com um complemento de
simbiontes procaridticos que conferem uma variedade de beneficios fisioldgicos. Em
humanos, a interag@o entre células animais e bacterianas ¢ especialmente importante no
trato gastrointestinal (NEISH, 2009). Este ¢ um 6rgao estéreo ao nascimento, adquirindo
microrganismos logo apds o parto. A quantidade de flora encontrada no intestino delgado
em um individuo normal ¢ altamente dependente da localizacdo da amostra; o intestino
delgado superior ¢ geralmente estéril (ou tem contagens microbianas muito baixas),
enquanto o intestino delgado inferior contém uma flora que se aproxima muito mais da
do intestino grosso (HENTGES, 1983). Dentre suas principais fungdes, destacam-se a
imuno modulacao, contribuicdo nutricional e resisténcia a colonizacdo por bactérias
patogénicas. Sofre alteracdes por fatores externos e internos como meio ambiente,
antibicoterapicos, alimentagao, sistema imunolédgico, genético, probioticos e prebidticos
(PAIXAO; CASTRO, 2016).

Juntos, todos esses microrganismos (chamados coletivamente de microbiota)
abrigam um repertério de genes que codificam proteinas que excede em muito o pool
genético encontrado em nosso genoma humano. Ha mais de um século, os pesquisadores
vém tentando entender o papel da microbiota intestinal para o nosso bem-estar. Nas
ultimas décadas, evidéncias crescentes revelaram que a microbiota intestinal possui um
enorme potencial para interagir e interferir com o hospedeiro, tanto de maneiras positivas
quanto negativas. A relacdo entre o hospedeiro e a microbiota intestinal ¢ simbidtica e
as interagdes mutualisticas incluem a degradacdo microbiana de compostos ndo
digeriveis que chegam ao intestino grosso. Além disso, os produtos dos processos de
fermentagdo microbiana contribuem com até dez por cento da absor¢ao de energia do
hospedeiro (MACFARLANE; MACFARLANE, 2007). A microbiota intestinal tem um
papel significativo na satide humana. Mudangas na composi¢ao da microbiota intestinal
foram observadas em relacdo a véarios fatores gastrointestinais (GI) (CARROLL;
RINGELKULKA; KEKU; CHANG et al., 2011; FRANK; ROBERTSON; HAMM,;
KPADEH et al., 2011; MALINEN; RINTTILA; KAJANDER; MATTO et al., 2005) e
doengas nao GI (LEY; TURNBAUGH; KLEIN; GORDON, 2006; VAEL; DESAGER,
2009) em criangas e
adultos. As bactérias que integram o trato gastrointestinal sdo em sua maioria

anaerdbicas, destacando-se os géneros bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
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Clostridium, Peptococ-cus, Peptostreptococcus, Ruminococcus e Fusobacterium
(GUARNER; MALAGELADA, 2003).

Muitos alimentos fermentados e iogurte em particular, contém grandes
quantidades de bactérias vivas, normalmente at¢ 109 UFC/g. Esses alimentos tém
contribuido significativamente para a dieta humana desde o Neolitico (SREEJA;
PRAJAPATI, 2013), embora nossa compreensao moderna do impacto das bactérias
ingeridas por alimentos em nosso microbioma intestinal residente permaneca limitada.
Até o momento, a maioria dos estudos ndo conseguiu identificar modulagdes
significativas da microbiota intestinal humana residente sobre o consumo de alimentos
fermentados. Na infancia a alimentacdo exclusiva com leite humano ¢ amplamente
recomendada como a primeira escolha para a nutrigdo infantil. O leite humano fornece
ndo apenas uma nutri¢do ideal, mas também componentes bioativos que sdo importantes
para otimizar a colonizacdo microbiana intestinal, a maturagdo imunoldgica, o
desenvolvimento metabélico e até mesmo o desenvolvimento cognitivo. E reconhecido
que os efeitos benéficos do leite humano podem, por exemplo, reduzir o risco de diarreia
infecciosa e otite média aguda em criancas (AGOSTONI; BRAEGGER; DECSI;
KOLACEK et al., 2009). Um detalhe curioso sobre o Ph do leite € que se a vaca estiver
com uma infec¢do por mastite, o Ph do leite pode ser alterado se tornando mais acido
(Ogola et al., 2007).

Os leites de vaca comercializados na grande maioria dos mercados, padarias e
supermercados do pais sdo, tradicionalmente, de dois tipos: Os leites UHT (ultra high
temperature), que passam por um processo de superaquecimento para eliminar sua carga
bacteriana. S3o envasados em caixinhas. Também sdo chamados de leite longa vida; e
os leites pasteurizados, que podem ser classificados com as letras A, B e C. Ela tem
relagdo com o tipo de ordenha e concentragdo de microrganismos que ele pode conter
em sua composicao.

No leite uma de suas principais se ndo a mais importante razao de ser um alimento
altamente nutritivo sdo suas propriedades, que no geral englobam muitos nutrientes
como, calcio, carboidratos, lipideos, proteinas, peptideos bioativos, vitaminas € minerais
(Haug et al., 2007). Além de e imunoglobulinas, hormonios, fatores de crescimento
dentro outros fatores que contribui demais para a saude humana e (Brito et al., s/d;
Pereira, 2014).

Em meédia, o leite de vaca possui 87% de agua e 13% de componentes solidos,

divididos entre cerca de 4% a5% de carboidratos, 3% de proteinas, 3% a 4% de lipidios,
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0,8% de minerais €0,1% de vitaminas (Haug et al., 2007). Sendo considerada uma das
principais formas de obtencdo de célcio pelo ser humano (FAO, 2013). Nas ultimas
décadas notou-se um aumento consideravel no consumo de leite no brasil em (36%)
(Levy-Costa et al., 2005) sendo um dos principais fatores desse aumento a diversificagao
dos tipos de leite, o aumento da renda familiar brasileira e do grau de escolaridade da
populagao 2008-2009 (POF).

No leite temos os carboidratos sendo o principal a lactose, esse carboidrato contribui
para o aumento da absorcao intestinal de fosforo, célcio e magnésio presentes no leite.
Esses micronutrientes sdo importantes no que diz respeito ao metabolismo 6sseo (Hunt
etal., 2009; FAO, 2013). Um leite de ma qualidade ¢ favoravel ao crescimento e aumento
de microrganismos que, por sua vez, degrada o acucar do leite (lactose), transformando-
o em 4acido lactico e fazendo com que haja uma elevagao na acidez tornando a absorgao
do célcio inviavel (Artigo Producdo alimenticia — analise fisico-quimicas dos alimentos).

Outra propriedade presente no leite sao os lipideos, que no caso ¢ o valor
gorduroso sendo 4% da composi¢do dos componentes solidos do leite (Haug et al.,
2007). Sendo funcao dos lipidios presentes no leite a de carrear vitaminas lipossoluveis.
A fracdo lipidica do leite ¢ composta principalmente por triacilglicerdis (98%), de
diacilglicerol (2%), colesterol (< 0,5%), fosfolipidios (~1%) e acidos graxos livres
(0,1%). Dentre os acidos graxos presentes no leite, 70% sdo saturados sendo os outros
30% insaturados com maior representatividade de acido oleico, linoleico e a-linolénico
(Mansson, 2008; FAO, 2013). O leite de vaca possui naturalmente pequenas quantidades
de gorduras trans, vindas de processos metabodlicos do animal. Dentre estas, destaca-se
o 4cido linoleico conjugado (CLA), que vem sendo associado a beneficios a saude,
melhorando a condigao cardiovascular, do sistema imunolédgico, além de alguns outros
ganhos para a saude como citado por Benjamin e Spener, 2009. O leite de vaca ¢
considerado uma importante fonte de proteina para a alimenta¢cdo humana USDA, 2011;
Pereira, 2014). Seu teor significativo de proteinas ¢ de alto valor bioldgico, tendo varios
dos aminoacidos essenciais em quantidade adequada, para suprir a necessidades
biologicas humanas, além de ajudar na digestao (FAO, 2013), estando presente em 3%
dos componentes so6lidos do leite de vaca (Haug et al., 2007). Vale destacar que no
Protein Digestibility — Corrected Amino Acid Score (PDCAAS), indicador estabelecido
pela Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentagdo e Agricultura e pela Organizacao
Mundial da Satide (FAO/ WHO) para atestar a qualidade proteica, indica que as proteinas

contidas no leite apresentam grau maximo de qualidade (= 1) portando sendo de um valor
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nutricional excelente (FAO/WHO, 1991; Boye et al., 2012). Sendo associada a melhora
nas atividades imunomodulatorias, antiviral, antibacteriana, antifungica, antioxidantes,
antihipertensivas, antitrombdticas e opiodide, além de ajudar na absor¢do de outros
nutrientes como vitaminas e minerais, sendo 6timo para a satide (Mills et al., 2011; Souza
etal., 2012).

Levando em consideracdao a importancia do leite para a nutricdo e colonizacao
por microorganismos do intestino de seres humanos, o objetivo deste trabalho foi
investigar a carga microbiologica dos diferentes tipos de leite e estudar a intereféncia

destes na satde humana e sua relagdo com a microbiota intestinal.

MATERIAIS E METODOS

a. Sele¢do das amostras de leite e analises fisico-quimicas e bioldgicas.

Serao escolhidas 2 amostras de leites de pelo menos 3 lotes diferentes de uma mesma
marca para os leites dos tipos A, B, C e UHT para serem analisados os seguintes
parametros fisico-quimicos: densidade, potencial de hidrogénio, acidez titulavel,
quantificacdo de proteinas e analise microbiologica.

b. Acidez titulavel

A acidez titulavel das amostras de leite sera determinada em graus Dornic, seguindo-
se a metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985). Para o procedimento,
sera transferido 10 ml de amostra para um baldo de Erlenmeyer de 100 ml. Na sequéncia,
sera adicionada 3 gotas de solugcdo de fenolftaleina 1% e a amostra sera titulada com
solucao de hidroxido de sodio 0,0957 mol/L padronizada até o ponto de viragem. A
acidez titulavel serd expressa em graus Dornic que se refere a porcentagem de acido
lactico. Segundo a legislacao brasileira, Instrugdo Normativa n® 51 de 18/09/2002, a cada
0,1 ml da solu¢do de NaOH 0,1 mol/L gasto no procedimento corresponde a 1 °D ou 0,1
g de acido lactico/L.

c. pH

Para determinacao do potencial hidrogenionico do leite, sera utilizado um pHmetro
da marca MS Tecnopon modelo mPA 210, calibrado com tampao 4,0 e 7,0, com as
amostras de leite em temperatura ambiente.

d. Densidade

As densidades das amostras de leite serdo determinadas com o auxilio de um

densimetro (1000 g/mL - 1500 g/mL), introduzido em uma proveta de capacidade para
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250 mL preenchida com a amostra a ser analisada em temperatura ambiente. A
temperatura das amostras sera medida no momento da determinagao da densidade com
o0 auxilio de um termometro.

e. Adulteracdo por amido

O Iodo foi utilizado para identificagdo de carboidratos em monossacarideos (amido),
sendo um sinal de adulteracdo quando ocorre a reagdao do iodo com o amido, resultando
na mudanga de cor (o branco se transforma em azul). O procedimento foi feito utilizando
beckers de 100 ml para cada tipo de leite e foi adicionado trés gotas de iodo,
homogeneizados e depois analisado se houve ou ndo modificagao da cor.

f. Termo estabilidade

A Termo estabilidade do leite foi feito utilizando 3 ml de alcool 70% e 3 ml de cada
tipo de leite (colocados em tubos de ensaio) e homogeneizados utilizando um palito
esterilizado, sendo depois colocados em placas de petri. Procedimento feito trés vezes
para cada tipo de leite para confirmacao de analise.

g. Urinalise

A urinalise ¢ responsavel por examinar a fungdo renal do paciente, sendo ndo invasivo
e capaz de identificar diversas patologias, monitorar determinados progressos de doengas
ou até acompanhar tratamentos e possiveis curas. Tal exame ¢ dividido em trés partes, a
primeira € caracterizada por analisar a cor, cheiro, aspecto e volume da urina. A segunda
parte ¢ a pesquisa quimica na urina através do uso de fitas reativas e por ultimo, a
sedimentoscopia, sendo uma analise microscépica da urina (VARGAS.2022).

h. Urocultura

A cultura de urina ou urocultura ¢ um exame laboratoratorial que possui a fungao de
identificar a presenca d bactérias nas vias urindarias, pois normalmente os rins € a bexiga
sdo orgdos estéreis, entdo tal andlise é responsavel por diagnosticar ITU’s (Infecgdes do
Trato Urindrio). O resultado torna-se negativo, quando, ap6s 48-72 horas ndo ¢
identificado a presen¢a de Unidades Formadoras de Colonias de bactérias, ou UFC.
Porém, tornam-se positivas quando o nimero ¢ de >10.000 UFC (os parametros atuais
sao de 10.000-100.000 UFC, associado a outras analises laboratoriais, como urinalise e
leucograma). O tUnico problema ¢ a identificagdo de <10.000 UFC, pois sugere a
contaminagdo da amostra.

i. Leucograma

O Leucograma foi realizado para avaliar quantitativamente e¢ qualitativamente os glébulos

brancos presentes na corrente sanguinea do individuo. O sangue foi coletado em tudo EDTA e
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posteriormente uma gota foi utilizada para a realizacdo do esfregaco em ldmina de vidro. A
lamina com o esfregaco de sangue foi corada utilizando o kit Pamndtico e analisada em
microscopio oOtico de luz, onde as c€lulas brancas tiveram sua morfologia analisada ¢ também
foram contadas 100 c€lulas de cada amostra.

j. Analise estatistica

Os dados estao expressos como média e desvio padrdo. A andlise da diferenca entre
os grupos sera estimada através da analise de varidncia (ANOVA), seguida do post-hoc
de comparagdes multiplas Bonferroni, utilizando GraphPad Prism 5 computador
software (GraphPad, San Diego, CA). As diferencas serdo consideradas estatisticamente

significantes para p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Durante a andlise dos leites UHT, A e C, foram utilizadas oito metodologias, onde
foi utilizado o condutivimetro, um equipamento que avalia a condutancia e temperatura.
Seu funcionamento se resume em uma sonda que ¢ posta dentro do liquido para analise,
o medidor aplica uma tensdo entre os dois eletrodos (dentro da sonda), onde a resisténcia
elétrica da solucdo causa uma queda de voltagem, sendo lida pelo condutivimetro
Vale ressaltar que o equipamento condutivimetro fornecido possuia falha na leitura por
conta da falta de calibragdo (sem substancias para realizar tal agao) e mal contato no fio.
Para andlise foram utilizados trés beckers de 50 ml, onde o liquido obtinha resultados
diferentes, por ter sido pipetado trés vezes a parte do topo, trés a parte do fundo e trés
homogeneizadas. As analises pelo condutivimetro demonstraram que a média para o leite
tipo A € de 45 mS/cm, o leite tipo C 46 mS/cm, o leite tipo UHT integral 47mS/cm e o
leite UHT desnatado 60 mS/cm (Figura 1).
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Figura 1 CONDUTANCIA AMOSTRAS HOMOGENEAS
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O termdOmetro foi utilizado para obter a temperatura ideal para as analises dos
leites, por ter uma melhor precisao, pois na medida em que se aquece o liquido analisado,
0 mercurio presente no termdmetro se expande ao longo do tubo, mostrando entdo, a
temperatura em questdo, onde os leites tiveram uma média de temperatura de

19°C 4 20°C (Figura 2).
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Figura 2 MEDIA DAS TEMPERATURAS DOS LEITES PASTEURIZADOS (4 e C) E DOS LEITES UHT
(INTEGRAL E DESNATADO)

O densimetro foi usado justamente para medir a densidade de cada tipo de leite,
sobre a temperatura ideal de 20° onde tal equipamento utiliza a massa dividida pelo
volume do liquido para indicar a sua densidade (escala). Para a analise foi utilizado uma
proveta de 250ml, diversificados através dos lotes.

Tal analise € importante para identificar uma possivel adulteracdo no leite com adi¢ao de
agua, que fica com a densidade baixa no valor de 1,034 (que indica tal adi¢do) e acima
de 1,028, indica a adi¢@o de outras substancias ou desnate do leite. A média para os leites
analisados foi identificado no leite tipo A 1,026, o leite tipo C 1,027, o leite tipo UHT
integral 1,028 e o leite UHT desnatado 1,032, estando nos parametros indicados para boa

qualidade de leite sem a adigdo de componentes. (Figura 3)
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Figura 3 MEDIA DAS DENSIDADES DOS LEITES PASTEURIZADOS E OS LEITES UHT
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Para a titulagdo, primeiramente foi feito o calculo molar para obter o valor de
hidroxido de sodio (NaOH) em 1% de fenolftaleina. O experimento com fenolftaleina
tem o intuito de identificar o equilibrio quimico, a utilizando como indicador de acido-
base.

Foram utilizados para a anélise de titulagdo uma bureta com o titulante (NaOH) e um
erlenmeyer de 250ml com o titulado (leite) e trés gotas de fenolftaleina 1%.

Exemplos:

HT

TITULACAO LEITE TIPO UHT; FIGURA C-

L Tipo AL s

Figura 4 A- TITULACAO LEITE TIPO A, B-
TITULACAO LEITE TIPO C

A analise de titulacdo demonstrou que a média para o leite tipo A 22,5°D, para leite
tipo C 22°D, para o leite tipo UHT integral 23,5°D e para o leite UHT desnatado 21,5°D,
estando acima do ideal por conta de erro no protocolo, onde foi utilizado 200mL de leite

para a titulacdo ao invés de 10mL (Figura 5).

Acidez D

Figura 5 MEDIA DA TITULACAO DOS LEITES PASTEURIZADOS E UHT

O phmetro ¢ um equipamento que faz a medi¢ao do potencial de hidrogenidnico (ph)
onde indica a sua acidez, neutralidade ou alcalinidade através da imersao do seu eletrodo
na amostra. Como no condutivimetro, fora coletado os leites através do uso de pipetas e

despejo em trés beckers de 50 ml, fazendo a medi¢ao da parte do topo, a parte do fundo
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e a parte homenageada. A mensuragao do pH demonstrou que as amostras dos leites tipo
A teve média de ph 6,8, C ph 7 e UHT integral ph de 6,9 e o UHT desnatado ph de 7.
Nos leites pasteurizados, de acordo com os limites estabelecidos pela ANVISA, estes
devem sempre ser armazenados sob 4°C e a partir do momento em que ganha uma
temperatura acima da indicada est4 sujeito a multiplicagdo de bactérias (por conta que
seu método elimina apenas as bactérias patogénicas, deixando as benéficas, como os
lactobacilos vivos). Como os leites pasteurizados foram aquecidos no banho Maria a 40°
C, isto explica os parametros altos de ph.

J& os leites UHT apenas o integral apresenta estar de acordo com os valores indicados
porem apenas o leite UHT desnatado apresenta valor acima do ideal, tendo entdo suspeita

de mas qualidades de higiene na produgao.
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Figura 6 MEDIA DO PH DAS AMOSTRAS DOS LEITES PASTEURIZADOS E UHT

Foi feito um experimento para identificar adulteracdes nos leites, onde para
teste, foram utilizados os leites vencidos (guardados no freezer).
Foi usado o elemento quimico Iodo, que tem a funcdo de identificar a presenca de
carboidratos em monossacarideos no leite, sendo um sinal de adulteragdo, porém, todas
as amostras dos oito leites (um tipo C, quatro tipo A e dois tipo UHT) deram negativo.
O processo se resume a colocar 100 ml de cada tipo de leite e adicionar trés gotas de
Iodo, homogeneizando e depois analisando se houve ou ndo modificagdo na cor (quando
¢ identificado a presenca de amido, ocorre a reacao com o lodo, onde troca de coloragao
para azul).
A andlise dos leites ap6s insercao do lodo demonstrou que na figura A ¢ identificado
a reacdo do iodo com o amido nas duas amostras de graos, postas na placa de vidro de
petri, ficando com a tonalidade preta-azulada, porém, na amostra com a agua, também

na placa de vidro de petri, ndo ocorre tal reagdo, pois a 4gua nao contém amido. O mesmo
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vale para as amostras de leite dos tipos A, C e UHT, onde ndo ocorreu tal reagao,

comprovando que nao houve adulteragao nos produtos.

Figura 7A-IDENTIFICACAO DE AMIDO UTILIZANDO LUGOL/IODOB- RESULTADO
NEGATIVO PARA ADULTERACAO DAS AMOSTRAS ANALISADAS

Por fim, foi feito a analise da termo estabilidade do leite, este experimento busca
identificar a resisténcia do leite sob tratamento térmico industrial sem sofrer coagulagao
(formagdo de granulos), onde fora utilizado 3ml de alcool 70% e 3 ml de cada tipo de
leite, medidos trés vezes para confirmagdo de resultados, onde apenas dois tipos de leite
A foram identificados granulos, os do lote LI24048M13 (validade dia 12/09/21) e
LI2523PS7 (validade dia 23/09/2021), isto ocorreu por conta que os leites tipo A foram
armazenados a mais tempo, que pode-se concluir que ajudou com a proliferacdo de
bactérias (Figura 6). Vale ressaltar que a acidez do leite pode diminuir (4cido lactico)
devido a agdo do tratamento térmico e esta diminui¢do causa a coagulacdo, rico em
microrganismos (que causam fermenta¢do e aumentam a acidez do leite, o que gera na

diminui¢do do acido lactico).

Figura 8- PARAMETROS DE GRANULACAO (1° LEITE TIPO C, SEM COAGULACAO;, 2°
LEITE TIPO A, LOTE LI240448M13, COM COAGULACAO MODERADA;3° LEITE TIPO A,
LOTE LI2523PS7, ALTA COAGULACAO)
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Ap0s as analises dos leites, foi iniciado as andlises nos voluntarios antes e apds a
ingestao do leite UHT. A primeira etapa da urinalise ¢ a analise da cor, aspecto ¢ odor da
urina, onde apenas 20% dos voluntarios apresentaram cor amarelo escura e odor forte da
urina antes e ap6s o consumo do leite UHT e os 80% dos voluntarios ndo apresentaram
anormalidades. A segunda etapa da urindlise ¢ a quimica, onde foi utilizado as Tiras
Reagentes, também conhecidas como dipstick, onde possui varios quadradinhos coloridos
com compostos que ocasionalmente reagem com determinados elementos na urina, que ¢
comparado (as cores) em uma tabela de reférencia fornecida pelo produtor das fitas EAS,
tal etapa consiste em mergulhar uma tira reagente na urina e esperar o tempo indicado

pelo fabricante para se notar os resultados, seguindo os protocolos de biosseguranca.
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Figura 9 LEUCOCITOS PRESENTES NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DO LEITE
UHT

Os leucoécitos sdo células do sistema imune responsavel pela defesa do
organismo. Durante a pesquisa identificamos um voluntario com presenga de leucécitos
através da urinalise (fita reativa) antes da ingestdo de leite tipo UHT este nimero pode
ser elevado por alguma doenga do trato urogenital ou doengas renais sendo associadas
com maior frequéncia a bactérias presentes nesses ambientes, podendo desencadear uma
infec¢do. A fita reativa ¢ um dos métodos mais confiaveis de se investigar a presenca de
leucocituria, indicando a presenca destas células de defesa supde-se que exista algum
trauma ou presenga de bactérias.
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Figura 10 NITRITO PRESENTE ANTES E APOS O CONSUMO DE LEITE UHT



INFLUENCIA DE DIFERENTES TIPOS DE LEITE NA MICROBIOTA INTESTINAL
Souza, I. T. V.; Barros A. P.; Santos j. R. G. B.; Santos C. Q.; Bispo G. I. A. S.; Lima M. A.

Na analise do nitrito fora observado a sua presenca em 20% dos voluntarios antes
do consumo do leite UHT e apos sua ingestao nao foi identificado, concluindo que houve
um indicativo e infec¢do bacteriana (pois nitrato se encontra presente na urina e quando
metabolizado pelas bactérias gera nitrito).
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Figura 11 PROTEINA PRESENTE NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE LEITE UHT
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As proteinas caracterizam possiveis danos aos glomérulos ou tibulos renais
(HEMOLABB.2016) de origem infecciosa, por exemplo, porém, nas analises realizadas,

a urina dos voluntarios, antes e ap6s o consumo, ndo apresentou a presenca de proteina.

Figura 12 PH DA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE LEITE UHT

Com base no grafico do potencial de hidrogénio (PH) da urina dos voluntarios, a
maioria apresentou a mesma porcentagem, onde cerca de 20% apresentaram PH 6,5 e
cerca de 80% PH 6,0. Nao identificando valores anormais, pois ambos se encontram
dentro dos padrdes de normalidade que costuma variar de PH 5,5- 7,0

(PINHEIROS.2022).
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Figura 13 HEMACIAS PRESENTES NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DO LEITE

UHT

Nas analises foram identificados apenas 20% dos voluntarios com presenca de

hemacias na urina antes do consumo do leite UHT, sendo suspenso o indicio de hematuria

por conta sedimentoscopia realizada, onde ndo foi identificado a presenca de hemacias de

forma anormal, pois, vale ressaltar que existem falsos positivos onde nas mulheres pode

ocorrer devido a mesma estar menstruada e o homem devido a presenga de sémen na

urina. (PINHEIROS.2022)

Sendo observado sua auséncia apos o consumo do leite UHT, ndo estando associado a

patologias e sim a reavaliagdo do material em diferentes analises para entdo fechar um

diagnostico erroneo.
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Figura 14 DENSIDADE DA URINA ANTES A APOS O CONSUMO DO LEITE UHT

Analisando o grafico da densidade da urina ¢ visto que ndo houveram alteragdes

significativas nos valores dos voluntarios antes e apds o consumo de leite UHT, onde os

valores se encontraram entre 1010-1020, estando dentro dos pardmetros de normalidade,

onde:
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“(...) A densidade especifica da urina ¢ um substituto impreciso
para a mensuragdo da osmolaridade wurindria. Densidades
especificas entre 1001 a 1035 correspondem um intervalo de 50 a
10000sm/kg. Uma densidade proxima de 1010 ¢ considerada
normal.” (MEDICINANET.2017)
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Figura 15 CETONAS PRESENTES NA URINA ANTES A APOS O CONSUMO DO LEITE UHT

Os corpos cetdnicos ou cetonas sao produtos da metabolizagdo da gordura, isto
ocorre quando o organismo nao possui glicose para gerar ATP (a moeda energética para
o funcionamento da homeostase do organismo), as causas mais comuns sido diabetes,
jejum prolongado ou dietas rigorosas. Vale ressaltar que normalmente as cetonas estdo
presentes em baixa quantidade na urina e que alguns medicamentos como a vitamina C
ou Levodopa podem causar falsos negativos.

Nas analises foi observado sua presenca em 20% dos voluntarios, porém, no caso,
estaria mais associado a um jejum prolongado ao invés de algum maleficio do leite, pois
através de outras analises nao foi constado a presenca de infecgao (como nitrito ausente

e sem quadro de neutrofilia).
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Figura 16 BILIRRUBINA PRESENTE NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE
LEITE UHT
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A bilirrubina foi identificada antes e apds a ingestdo do leite UHT em cerca de
20% dos voluntarios, o que indicaria um aumento na destruicao de eritrocitos, juntamente

com possiveis problemas no figado.
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Figura 17 UROBILINOGENIO PRESENTE NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE
LEITE UHT

O urobilinogénio na urina pode ser encontrado, porém em pequenas quantidades
e que nao passe do padrio de 0,1 e 1,0 mg/ dL, este ¢ um residuo metabolico provocado
pela quebra de bilirrubina. Na pesquisa, ndo identificamos nenhum voluntério através da
urinalise (Fita reativa) com presenca ou alteracao de urobilinogénio. (NAKAMAE, et.al.

1980)
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Figura 18 GLICOSE PRESENTE NA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE LEITE UHT
A glicose, quando presente sugere diabetes mellitus, pois ¢ comum apresentarem
a perda de glicose na urina e a mesma apresentar espuma e odor adocicado, por exemplo,
nao sendo o caso, pois nas analises antes ¢ apos o consumo de leite UHT, todas deram
negativas.
Por fim, a terceira parte da urinalise foi a sedmentoscopia, que consistia em
centrifugar a amostra em um tubo e pipetar o sedimento, pingando uma gota sobre a

lamina, em busca de elementos como cristais, hemdcias ou até parasitas.
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Nas andlises realizadas, todas se encontraram dentro dos parametros de
normalidade onde ndo houve a identificacdo de elementos anormais que pudessem sugerir
algum quadro de ITU’s, parasitose e etc.

O leucograma também foi realizado para quantificar e qualificar os leucocitos

onde apresentaram os seguintes parametros:
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Figura 19 NEUTROFILOS PRESENTES NO SANGUE ANTES E APOS O CONSUMO DE
LEITE UHT

Antes do consumo do leite UHT foram observados cerca de 45% de neutrdfilos
na andlise microscopica, estando dentro dos parametros de normalidade (cerca de 60-
70%) ndo indicando infec¢do. Porém, apos a ingestdo do leite foi observado um aumento
na quantidade de neutrofilos circulantes, sendo observado em maior quantidade no
voluntario 01, indicando uma infec¢ao. O motivo deste aumento ¢é variado, pois pode estar
associado a mudangas climaticas que causaram baixa imunidade do individuo e por
consequéncia a infec¢do, ndo estando totalmente associado ao consumo de leite
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UHT.Figura 20 LINFOCITOS PRESENTES SANGUE ANTES E APOS O CONSUMO DE
LEITE UHT
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O parametro de normalidade desta célula na corrente sanguinea ¢ de 20-30% e as
analises realizadas mostram um aumento significativo destes no leucograma, podendo ser
causada por erros pré analiticos por conta da falta de jejum, por exemplo. Porém, estudos
evidenciam que o consumo de leite estar associado alergias alimentares que se
manifestam cerca de 8% através das vias respiratdrias, como no caso a rinite.

“O leite possui uma grande quantidade de macromoléculas
de proteinas que conseguem atravessar a mucosa intestinal,
resultando em um desequilibrio na flora intestinal
(disbiose). Com isso, 0 organismo comega a combaté-las,
por serem ‘“organismos estranhos” e ha maior formagao de
muco, piorando assim os sintomas da rinite. O consumo de
leite em si ndo causa a alergia, mas pode aumentar a
producdo de muco, agravando problemas respiratorios ja
existentes, como sinusite, asma e rinite alérgica.”
(SALES.2020)

O aumento da quantidade de linfocitos pode estar associada, pois a rinite é causada
através da reacao de hipersensibilidade tipo I, onde inicialmente tem a exposi¢do ao
alérgeno, apo6s ocorrer a apresentacdo do antigeno ou processamento do macroéfago e
ligar-se ao linfécito Th2. Tal ligacao causa a libreragdo de citocinas e interleucinas, que
estdo associadas na diferenciacao do linfécito B em plasmocitos, sendo entdo responsavel
pela sintese de IgE (onde ocorre sua ligagdo no mastocito, o sensibilizando-o).
(SANAR.2020)

Porém, nada que proiba o individuo de consumir leite, pois 0s casos sao pouco
comparados aos beneficios que o consumo do leite ocasiona no individuo, como o
fortalecimento da imunidade, complementacdo proteica, fonte de energia e
fortalecimentos dos ossos, por exemplo. (EDITORIAL MDT.2022)

Por fim, a urocultura da urina foi realizada, mais conhecida por cultura de urina
onde busca identificar a presenga de UFC.

O procedimento inicialmente foi realizado preparando o 4gar nutriente, utilizando
agua destilada e 5,76g de 4gar para solubilizar e consequentemente despejar a substancias
em placas de petri estéreis para gelatinizar e estarem prontas para serem meios de cultura.

Apo6s o processo, foi coletado a urina e feito uma diluicao seriada da mesma,

utilizando 9mL de Soro fisiologicos e ImL de urina em quatro tubos estéreis.
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Sempre proximos ao bico de Bunsen, foi feito a técnica de semeadura em meio
solido, onde pega-se um Swab estéril, inserindo-o dentro da amostra e em seguida faz-se

estrias sobre o meio.
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Figura 21 UROCULTURA DA URINA ANTES E APOS O CONSUMO DE LEITE
UHT

No gréfico todos os voluntdrios estavam dentro dos parametros determinados no
periodo antes do leite. Para caracterizarmos uma infeccdo ¢ necessario analisar a
urocultura apds o periodo de incubacao de aproximadamente 48 a 72h.

E possivel identificar um voluntario com bacteritiria no periodo apés o leite, para
identificar os resultados utilizamos a contagem de unidades formadoras de colonias
(UFC) pela quantidade de diluicdo da amostra processada sendo 10* (HEILBERG,
et.al.2003) Caso a urocultura evidencie um valor acima desses parametros ¢ considerado
bacteritria/infeccdo sendo necessario a investigacdo do agente etioldgico para conduta

terapéutica. (LOPES, et.al. 2005)
CONCLUSAO

a. Densimetro

“Segundo a Legislacdo brasileira, os valores da densidade
do leite devem variar entre 1,028-1,034 a 15°C, quando
nao for medida nessa temperatura devem ser feitas as
correcdes. Esta correcdo ¢ realizada uma vez que a
temperatura estiver menor, maior serd a densidade e vice-
versa.” (MAPA/SDA/LGAL- Laboratorio Nacional
Agropecuario-LANAGRO/RS).



INFLUENCIA DE DIFERENTES TIPOS DE LEITE NA MICROBIOTA INTESTINAL
Souza, I. T. V.; Barros A. P.; Santos j. R. G. B.; Santos C. Q.; Bispo G. I. A. S.; Lima M. A.

Portanto foi observado que todos os tipos de leite estdo de acordo com a Legislagdo
brasileira.
b. Condutivimetro

Nota-se valores acima da média indicada, pois vacas sadias (sem sintomas de

mastite) a condutancia varia entre 4-5 mS, porém, vale ressaltar que o equipamento
condutivimetro utilizado possuia mal contato nas fiacdes (o que o fazia apresentar
90mS/cm em algumas amostras do leite tipo A, sendo que se mexesse no fio, o valor
indicava 54mS/cm, uma diferenga absurda), além da falta de materiais para a calibracao
do equipamento.

Conclui-se que € preciso refazer as analises, porém com o equipamento de acordo

com a sua funcionalidade.

¢. Phmetro

Comecando pelas analises dos leites UHT integral e desnatado, onde
normalmente devem possuir o PH de 6,2 a 6,69, como citado por Oliveira Nunes em
2005, sendo que apenas o leite UHT desnatado indica qualidade sanitéria e estabilidade
térmica duvidosa.

Por fim, os leites pasteurizados possuem média de PH 6,6 a 6,8, j4 os analisados
demonstram que o do leite tipo A tem PH 6,9 e do leite tipo C PH 7, podendo nao ser
um indicativo de mastite ou mas condi¢des de higiene, pois em todos os experimentos
(condutancia e densimetro) os leites sofreram a agdo do banho Maria sob 40°C, onde
vale ressaltar que as temperaturas 24,0°C-28°C sdo consideradas acima do valor ideal
para este tipo de leite, que deve sempre estar resfriado a 4°C (limite estabelecido pela
ANVISA) pois podem causar a multiplicacdo de bactérias e diminuicao do periodo do
consumo, por serem facilmente pereciveis.

d. Termometro

Em todos os tipos de leites analisados tiveram média de 19°C a 20°C por serem
aquecidos em banho Maria a 40°C para os experimentos de densimetro e condutivimetro
(que pediam minimo de 20°C).
e. Titulacao

Segundo os dados da Instru¢cdo Normativan® 62 (IN 62), o leite ¢ considerado normal
se apresentar acidez entre 0,14% e 0,18% ou 14 °D a 18 °D (BRASIL, 2011). A média
dos nossos resultados foram 22,3 °D do leite tipo A; 22 °D do leite tipo C; 23,5 °D do
leite tipo UHT integral e 21,5 °D do leite UHT desnatado. Os resultados ficaram um
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pouco acima dos valores normais da acidez, porém, desconfiamos dessa diferenca pois
esquentamos os leites em banho Maria para descongelar (leites ficaram guardados no
freezer).
f. Espectrofotometro

A apresentacdo do equipamento foi utilizando agar nutriente através da diluigao
seriada. O intuito do experimento era montar a curva de padronizagdo usando o agar
nutriente para depois utilizar as amostras de leite, porém, por conta de falhas técnicas,

ndo ocorreu a finalizacdo da andlise utilizando as amostras de leite.

g. Adulteracio por Amido

Antes do experimento foi feito um teste utilizando graos que possuiam
monossacarideos (amido) que reagiriam com o iodo, obtendo uma colora¢do preta-
azulada e em H20, onde ndo possui amido e ndo ocorre tal reagdo. Nas amostras dos
nove tipos de leite (um tipo C; cinco tipo A, dois tipos UHT integral e um tipo UHT
desnatado) onde ndo tiveram a reacdo com iodo, o que confirma que nao houve
adulteracdo por adi¢do de amido em nenhum tipo de leite.
h. Termo Estabilidade

Foram realizados a fase teste com oito tipos de leite que estavam vencidos, onde

apenas o leite tipo A de dois lotes (LI24048M13 e LI2523PS7) tiveram a formacao de
coagulo.

Em outras anélises, utilizando dois lotes do UHT desnatado, ambos deram negativo
e estavam com a validade em dia.
i. Leucocitos

Foram realizadas as analises nos voluntarios, onde, antes do consumo do leite UHT
foi identificado sua presencga, sendo ocasionada por motivos alheio ao consumo. Por
outro lado, apds o consumo de leite UHT nao foi identificado leucécitos na urina.
j- Nitrito

Foram realizadas as andlises em cinco voluntarios antes do consumo do leite UHT
fora identificado a presenca de nitrito em 20% dos voluntarios, porém, apos o consumo
ndo foi identificado sua presenca.
k. Proteina

Nao foram identificados a sua presenca na urina dos voluntarios antes e apds o
consumo de leite UHT

l. pH
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Antes e ap6s o consumo foi observado que os parametros de PH se encontravam
estaveis, entre PH 6,0-6,5, dentro da normalidade.
m. Hemacias

Nas analises, as hemacias foram identificadas sem 20% dos voluntarios antes do
consumo do leite UHT e apods seu consumo ndo estavam presentes na urina dos
voluntarios.
n. Densidade

Durante as andlises foi-se observado estabilidade na densidade da urina, antes apo6s
o consumo do leite UHT, estando entre 1010-1020, de acordo com os parametros de
normalidade.
0. Cetonas

Os corpos cetonicos foram apenas observados ap6s o consumo do leite UHT, porém,
por ndo ter tido indicios de infec¢do, a sua presenca fora associada a jejum prolongado,
dietas rigorosas ou causas medicamentosas.
p- Bilirrubina

A sua presenga foi detectada apds o consumo do leite UHT, sendo associada a baixa
hidratagdo do voluntério, por conta da cor e odor forte de sua urina, mas nao se foi
diagnosticado danos hepaticos por ndo haver outros elementos que resultassem em tal
patologia, pois em outras analises como na sedimentoscopia, nao foram identificados
elementos anormais, como cristais, apenas apresentou-se normalidade.
q. Urobilinogénio

Durante as analises ndo foi identificado sua presenga nem antes e ap6s o consumo do
leite UHT.
r. Glicose

Nao foi identificado sua presenga nem antes e apds o consumo do leite UHT.
t. Sedimentoscopia

Durante as andlises ndo foram identificados elementos anormais que indicassem
patologias associadas ao trato urinario e afins.
u. Leucograma

Nas analises de sangue foram identificados linfécitos em maior quantidade,

indicando possiveis erros pré-analiticos, como ndo seguir o tempo indicado de jejum
antes das analises, pois sua quantidade antes do consumo do leite UHT estava entre 55-
80% presente na corrente sanguinea e ap6s o consumo de leite UHT foi visto cerca de

40-65% circulantes, estando fora dos parametros de normalidade.
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Os neutréfilos por outro lado se encontraram na margem de normalidade, sendo
identificado uma média de 45% circulantes antes do consumo do leite UHT e

apds o consumo do mesmo, estava presente em cerca de 55%, estando dentro dos
parametros.
v. Urocultura

Nas culturas de urina foi observado normalidade, sem presenca de infecgao.
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