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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido em dois estudos, o primeiro teve o
objetivo de avaliar o efeito de diferentes tempos de armazenamento na deteccao
de formol por meio do teste rapido Formfix2.0® e comparar seu desempenho com
a metodologia oficial preconizada atualmente. Para tanto, foi adicionado formol ao
leite nas concentra¢des de 0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,1% e 0,5%,
e todos os tratamentos foram testados nos tempos de zero, 24, 48, 72 e 96 horas.
Os resultados obtidos demonstraram que a metodologia oficial se mostrou
laboriosa, porém sensivel para todas as concentracdes e tempos analisados. J4 o
teste Formfix2.0® apresentou-se como uma alternativa de facil execugéo, no
entanto foi capaz de detectar a presenca do formol apenas a partir da concentracao
de 0,01%, em todos os tempos. O segundo estudo buscou avaliar os efeitos do
formol sobre o desenvolvimento de Lactococcus lactis e Lactobacillus rhamnosus.
Para tanto, aliquotas de leite foram inoculadas com isolados das duas cepas e
foram submetidas a diferentes concentragdes de formol (0,001%, 0,005%, 0,01%,
0,1% e 0,5%). Os inb6culos foram semeados apés zero, 24 e 48 horas de
armazenamento em temperatura de refrigeracédo e, entdo, incubados em 37°C por
24 horas. Ambos os isolados apresentaram alta resisténcia em concentracdes de
até 0,01% de formol, com destaque para o isolado de Lactococcus lactis que
conseguiu se desenvolver em concentracdes de 0.1% de formol, armazenado por
48 horas. Os resultados dos estudos demonstraram que o Formfix2.0® néo
apresenta o0 mesmo desempenho quando comparado com a metodologia oficial,
porém pode ser indicado como teste de triagem tendo em vista a facilidade na
execucdo. As cepas de BALs utilizadas apresentaram resisténcia ao formol, no
entanto sdo necessarios mais estudos para determinar os efeitos do formol sobre
outros géneros de BALSs, além de avaliar a resisténcia desses micro-organismos a

outras substancias conservantes.

Palavras-chave: formaldeido; Formfix2.0®; fraude do leite; Lactococcus lactis;

Lactobacillus rhamnosus.



ABSTRACT

The present study was conducted in two studies, the first aimed to evaluate
the effect of different storage times on formaldehyde detection by means of the
Formfix2.0® rapid test and to compare its performance with the recommended
official methodology. Formaldehyde was added to the milk at concentrations of
0.001%, 0.005%, 0.01%, 0.03%, 0.05%, 0.1% and 0.5%, and all treatments were
tested in zero, 24, 48, 72 and 96 hours. The results obtained showed that the official
methodology proved to be laborious, but sensitive for all concentrations and times
analyzed. On the other hand, the Formfix2.0® test was presented as an alternative
that was easy to perform; however, it was able to detect the presence of
formaldehyde only from a concentration of 0.01% at all times. The second study
aimed to evaluate the effects of formaldehyde on the development of Lactococcus
lactis and Lactobacillus rhamnosus. For this purpose, milk aliquots were inoculated
with isolates of the two strains and were submitted to different concentrations of
formalin (0.001%, 0.005%, 0.01%, 0.1% and 0.5%). The inoculum was sown after
zero, 24 and 48 hours of storage at refrigeration temperature and then incubated at
37°C for 24 hours. Both isolates presented high resistance in concentrations of up
to 0.01% of formaldehyde, with emphasis on the Lactococcus lactis isolate that was
able to develop in concentrations of 0.1% of formaldehyde, stored for 48 hours. The
results of the studies showed that Formfix2.0® does not present the same
performance when compared to the official methodology, but it can be indicated as
a screening test in view of its ease of execution. The strains of BALs used showed
resistance to formaldehyde; however, further studies are needed to determine the
effects of formaldehyde on other types of BALs, in addition to evaluating the

resistance of these microorganisms to other preservative substances.

Keywords: formaldehyde; Formfix2.0®; milk fraud; Lactococcus lactis;

Lactobacillus rhamnosus.



1 INTRODUCAO

O leite possui alto valor nutricional, composto em sua maioria por agua,
seguido de acucares, lipideos, proteinas, vitaminas e sais minerais. Além disso,
apresenta elevada importancia na economia do Brasil sendo que em 2017 a
producao de leite brasileira foi de 35,1 bilhdes de litros (EMBRAPA, 2018).

Entretanto, € um produto alvo de praticas fraudulentas amplamente
difundidas no Brasil (MENDES et al., 2010; ROSA CAMPOS et al., 2011; SAMDRA,
et al., 2013; MAREZE et al., 2015;).

A legislacéo brasileira € bem clara ao estabelecer que o leite ndo deve
apresentar substancias estranhas a sua composicao, tais como agentes inibidores
do crescimento microbiano, neutralizantes da acidez, reconstituintes da densidade
ou do indice crioscopico. Se houver evidéncia ou suspeita de que um produto de
origem animal represente risco a saude publica ou tenha sido alterado, adulterado
ou falsificado, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento devera adotar,
isolada ou cumulativamente, medidas cautelares que podem incluir até a
suspensdo das atividades, caso alguma industria esteja envolvida (BRASIL,
2017a).

Em 2007, foi deflagrada a Operacdo Ouro Branco, na qual duas
cooperativas de laticinios no estado de Minas Gerais foram acusadas de adicionar
soro de leite, peréxido de hidrogénio e hidroxido de sddio ao leite longa vida integral.
Em 2013, o Ministério Publico desencadeou a “Operacgao Leite Compensado” no
Rio Grande do Sul, na qual laticinios de grande porte foram acusados de
comercializar leite com adi¢cdo de dgua e ureia. Em 2014, aconteceu a chamada
“Operacao Leite Adulterado” I, Il e Il envolvendo os estados de Santa Catarina e
Rio Grande do Sul e mais uma vez, diversas fraudes foram constatadas como
adicao de peroxido de hidrogénio, soda caustica, alcool etilico e citrato (ANVISA
2013).

Essas fraudes visam a obtencdo de vantagens financeiras para os
fraudadores, por produzirem aumento do volume e por mascararem qualidade

microbioldgica e fisico-quimica insatisfatérias (CAVALETTI, 2013). Dentre as



fraudes mais comuns estédo: a adicdo de agua; adicdo de soro; os reconstituintes,
como amido, sais e aglcares; 0s neutralizantes, tais como bicarbonato de sédio e
hidroxido de sddio; os conservantes, como peroxido de hidrogénio, formol, cloro e
hipoclorito e os residuos de antibioticos (KARTHEEK et al., 2011).

As substancias conservantes s&o adicionadas ao leite com o intuito de
eliminar ou reduzir o desenvolvimento de micro-organismos que causam alteracdes
fisico-quimicas no leite, e tém efeito prejudicial na producédo de derivados como
diversos queijos e de leites fermentados, pois inibem o desenvolvimento das
culturas laticas necessérias para a sua fabricacdo (CAVALETTI ,2013).

Além do prejuizo para a indastria, os conservantes como o formol podem
representar sérios riscos a saude dos consumidores. A Agéncia Internacional de
Pesquisa do Céancer (IARC) da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2004,
classificou este composto como carcinogénico (Grupo 1), tumorogénico e
teratogénico por produzir efeitos na reproducdo em humanos e em estudos
experimentais demonstraram ser também, para algumas espécies de animais. Os
tipos de cancer associados ao formol s&o de nasofaringe, nasossinusal e ha fortes
evidéncias para leucemia (ANVISA 2013).

A ingestdo de formol puro causa imediata e intensa dor na boca e
faringe; dores abdominais com nauseas, vomitos e possivel perda de consciéncia.
Também podem ser observados sintomas como proteindria, acidose, hematemese,
hematuria, anuaria, vertigem, coma e morte por faléncia respiratéria.
Ocasionalmente pode ocorrer diarreia, associada ou ndo a melena, pele pélida, fria
e Umida além de sinais de choque como dificuldade de mic¢ao, convulsbées e
estupor. A ingestdo também pode ocasionar inflamacao e ulceracao/coagulacao
com necrose na mucosa gastrintestinal, colapso circulatério e renal. Associam-se
ainda, danos degenerativos no figado, rins, coragao e cérebro (ANVISA 2013).

As provas para deteccéo de fraudes s&o muito laboriosas e isso dificulta
a realizacédo rapida e na frequéncia determinada pela legislacdo. Por estes e outros
motivos, varias fraudes passam despercebidas resultando no acesso dos
consumidores a um produto adulterado e que apresenta risco a saude (MAREZE J
et al. 2015). A metodologia oficial para pesquisa de formol conforme o Manual de
Procedimentos para Laboratoérios — rede de laboratdrios nacionais agropecuarios

(BRASIL,2017 b) despende tempo para sua realizacdo, requerendo a destilacdo do



leite adicionado de acido fosférico e posterior aquecimento do destilado com acido
cromotropico.

O Formfix2.0® foi desenvolvido pela Macofren Tecnologias Quimicas
LTDA, para simplificar o processo de detecgéo de formol no leite e aperfeigoar a
primeira versdo do Formfix® .E um reagente liquido incolor de odor forte que na
presenca de formol desenvolve a cor violeta, enquanto que na auséncia do mesmo
o leite ndo altera sua coloracdo. E um teste simples, pratico e rapido de ser
executado. O Formfix2.0® nao foi alvo de estudos até o presente momento.

O leite é um excelente substrato para o desenvolvimento de varios
grupos de micro-organismos, desejaveis e indesejaveis. Compondo a microbiota
natural do leite e seus derivados, estdo as bactérias acido laticas (BALs) (KONDYLI
et al., 2012).

Tais bactérias sdo utilizadas como culturas iniciadoras em alimentos
fermentados, possuem acao probidtica e também sdo conhecidas pela producédo
de vérias substancias antimicrobianas, potencialmente utilizadas na
bioconservacao de alimentos (ORTOLANI, 2010). No entanto, para que as BALs
manifestem seus efeitos benéficos é necessario que estejam em concentracao
adequada nos alimentos durante todo o periodo de validade (COSTA et al., 2013).

Considerando os aspectos apresentados, o presente trabalho teve por
objetivo analisar a sensibilidade do teste Formfix2.0® frente a diversas
concentracbes de formol em diferentes tempos de armazenamento, além de

verificar a influéncia do formol no desenvolvimento de col6nias de BALS.



2 OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar o efeito de diferentes periodos de armazenamento na deteccéao de
formol adicionado ao leite por meio do teste rapido Formfix2.0® e no
desenvolvimento de bactérias acido laticas.

Objetivos especificos

e Comparar o desempenho do teste rapido Formfix2.0® com a metodologia
convencional na deteccao de diferentes concentra¢des de formol adicionado
ao leite refrigerado e armazenado por até 96 horas.

e Avaliar o efeito de diferentes concentracbes de formol sobre o
desenvolvimento de Lactococcus lactis e Lactobacillus rhamnosus.



3 MATERIAIS E METODOS

Os estudos foram realizados no Laboratério de Analises de Leite e
Derivados (LabLeite), da Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAV) da
Universidade de Brasilia (UnB), no periodo de janeiro a junho de 2019.

3.1 Primeiro estudo: Deteccao de formol adicionado ao leite

Origem das amostras e avaliacdo da qualidade

Para o desenvolvimento do experimento foi utilizado leite integral Ultra
Alta Temperatura (UAT), no volume aproximado de quatro litros. Como forma de se
avaliar a conformidade das caracteristicas fisico-quimicas do leite utilizado, além
dos parametros estabelecidos pelo regulamento do leite UAT contidos na Portaria
No. 370/1997 (BRASIL, 1997) como acidez titulavel pelo método Dornic, teor de
gordura extrato seco desengordurado e estabilidade da proteina, também foram
avaliados os teores de proteina, lactose, e densidade, em equipamento ultrassénico
EKOMILK®.

Ainda, determinou-se o indice crioscopico por meio do ponto de
congelamento em crioscopio digital (LAKTRON®) e a atividade da enzima
peroxidase, de acordo com o Manual de Procedimentos para Laboratorios
(BRASIL,2017 b). A atividade da fosfatase alcalina foi determinada usando kit de
reagentes comercial (Bioclin — Quibasa Quimica Basica, Belo Horizonte — MG,

Brasil).
Concentracdes de formol e tratamentos

Foi adicionado formol ao leite de forma a se obter diferentes
concentracdes (0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,03%, 0,05%, 0,1% e 0,5%), além do

controle negativo (Quadro 1), a partir da férmula CiVi=CfVf, onde:
Ci=Concentracéo inicial
Vi= Volume inicial

Cf= Concentragéo final



Vf= Volume final

Quadro 1. Concentragdes de formol adicionadas ao leite.

Concentrac¢éo de formol Volume de formol adicionado
Leite ndo adulterado 400 mL de leite

0,001% 399,99 mL de leite + 0,01 mL de formol
0,005% 399,95 mL de leite + 0,05 mL de formol
0,01% 399,90 mL de leite + 0,10 mL de formol
0,03% 399,70 mL de leite + 0,30 mL de formol
0,05% 399,50 mL de leite + 0,50 mL de formol

0,1% 398,92mL de leite + 1,08 mL de formol

0,5% 394,60 mL de leite + 5,40 mL de formol

Em seguida, todas as concentracdes foram submetidas aos tempos de
armazenamento em refrigeracao (méximo de 10°C) estabelecidos conforme contido

no Quadro 2.

Quadro 2. Tratamentos para avaliacdo do tempo de armazenamento.

Tratamentos Tempo de armazenamento (horas)
To Oh
T2 24 h
Tasg 48 h
T72 72 h
Tos 96 h

Para tanto, cada concentracao foi distribuida em cinco frascos sendo que
TO foi avaliado imediatamente, e os demais tratamentos foram mantidos em

temperatura de refrigeracdo e avaliados nos respectivos tempos.

Deteccéo de formol

Todas as concentracdes de cada tratamento foram analisadas pela
metodologia convencional (BRASIL,2017 b) que consiste em acidificar 100 mL de
leite acrescido de 100 mL de agua destilada, com 1,0 mL de acido fosforico. Em

seguida, submeter 50 mL da mistura resultante ao processo de destilacao; apés,



1,0 mL do destilado deve ser transferido para tubo de ensaio e acrescido de 5,0 mL
de acido cromotroépico a 0,5%; na sequéncia, essa solucéo fica por 15 minutos em
banho maria, em temperatura de ebulicdo, para observacdo da cor formada. O
resultado positivo gera coloragéo violacea, ao passo que o resultado negativo gera
coloracdo acastanhada. Foi realizada uma repeticdo para cada concentracéo e

tratamento.

Para o teste rapido Formfix2.0 ® foram seguidas as instrucbes do
fabricante que consiste na adi¢cdo de 1,0 mL do reagente a 1,0 mL de leite. ApGs o
tempo maximo de 5 minutos, o teste deverd acusar a presenca ou auséncia de
formol. O resultado positivo produz coloragao violeta, em contrapartida o resultado
negativo ndo gera nenhuma alteracao de cor. Cada tratamento foi submetido a trés

repeticoes.

Os resultados de todos os testes foram registrados e comparados entre
si. O tempo de formacado da cor do teste Formfix2.0 ®, assim como o periodo de

desenvolvimento da coloracdo também foram avaliados.

3.2 Segundo estudo: Efeito do formol sobre bactérias acido laticas

Origem das amostras

Para o desenvolvimento do experimento foram utilizados Lactococcus
lactis e Lactobacillus rhamnosus isolados de leite de bufalas, estocados em caldo
Man, Rogosa & Sharpe (MRS) (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd. Vandhani Ind. Lbs
Marg, Mumbai, india) e Glycerol (Glicerina bidestilada, CEATOX, Sdo Paulo,
Brasil), mantidos em freezer -80°C, e pertencem ao acervo de BALs do Laborat6rio
de Analises de Leite e Derivados, da Faculdade de Agronomia e Medicina

Veterinaria da UnB.
Recuperacéo dos isolados de BAL e preparo do indculos

Inicialmente, realizou-se a recuperacéo das BALs em caldo MRS a 37°C
por 48 horas. Apds esse processo, com a finalidade de isolar colénias para
preparacio de indculos, os isolados foram semeados em Agar MRS e incubadas a
37° C por 48 horas.



Os ino6culos foram preparados de forma a se obter contagens
aproximadas de 3,0 x 108 UFC/mL para as duas cepas, de acordo com a escala de
Mac Farland. Em seguida, utilizou-se o método de diluicbes decimais seriadas com

solucgéo salina (NaCl) a 0,85 % até chegar em contagens de 3,0 x 108 UFC/mL.

Adicionou-se, entdo, 3,0 mL do inéculo contendo 3,0 x 10® UFC/mL a
300 mL de leite UAT desnatado, obtendo-se uma diluicdo de 3,0 x10* UFC/mL. Tal
processo foi realizado tanto para Lactococcus lactis quanto para Lactobacillus

rhamnosus.

A partir do leite adicionado do in6culo, foram feitas mais duas diluicbes
seriadas de modo a se obter contagens de 3,0 x10° UFC/mL e 3,0 x 10 UFC/mL.
A fim de se obter o controle negativo, as duas diluicbes foram semeadas pelo

método pour plate em meio MRS em duplicata e incubadas a 37° C por 24 horas.
Adicao de formol

O leite adicionado do in6culo a 3,0 x10* UFC/mL foi distribuido em
aliquotas de 20 mL; cada aliquota recebeu diferentes concentracdes de formol
(0,001%, 0,005%, 0,01%, 0,1% e 0,5%) obtidas conforme descrito no primeiro

estudo e resultando nos volumes contidos no Quadro 3.

Quadro 3. Concentragdes de formol adicionadas ao leite.

Concentracao de formol Volume de formol adicionado
0,001% 20 mL de leite + 0,0005 mL de formol
0,005% 20 mL de leite + 0,002 mL de formol
0,01% 20 mL de leite + 0,005 mL de leite
0,1% 20 mL de leite + 0,05 mL de formol
0,5% 20 mL de leite + 0,27 mL de formol

Em seguida, todas as concentra¢des foram submetidas aos tempos de
armazenamento em refrigeracdo (maximo de 10°C) estabelecidos conforme contido

no Quadro 2, sendo que TO foi semeado imediatamente.



Quadro 4. Tratamentos para avaliacdo do tempo de armazenamento.

Tratamentos Tempo de armazenamento (horas)
To Oh
Toy4 24 h
Tag 48 h

Avaliacdo do desenvolvimento de BALs

Levando em consideracdo o tempo de armazenagem estabelecido, cada
concentracdo foi submetida a diluicbes decimais seriadas, resultando em indculos
de 3,0 x10° UFC/mL e 3,0 x 10 UFC/mL, tanto de Lactococcus lactis quanto de
Lactobacillus rhamnosus. Cada diluicdo foi semeada pelo método pour plate em
agar MRS, em duplicata, sendo incubadas por 24 horas a 37°C. Apés, realizou-se
as contagens dos microrganismos testados e os resultados foram comparados
entre os diferentes tempos de armazenamento. Os resultados das contagens foram

expressos em Unidades Formadoras de Col6nia (UFC/mL).

Para minimizar os riscos de contaminacao todos os processos descritos
foram feitos em capela de fluxo laminar. Além disso, o leite utilizado foi submetido
ao processo de esterilizacao laboratorial e semeado pelo método de plagueamento
por superficie com 0,1 mL para garantia de sua inocuidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Primeiro estudo

Os resultados das analises fisico-quimicas comprovaram a integridade
dos componentes do leite utilizado na pesquisa: densidade de 1,031 g/mL; acidez

14°D; crioscopia de -0,535 °H; teor de sélidos ndo gordurosos 8,7%; de sdlidos
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totais 11,8%; de gordura 3,1%; de proteinas totais 2,9%; e teor de lactose de 5,11%;

fosfatase alcalina e peroxidase negativas e estavel ao alizarol.

Os resultados obtidos na avaliacdo do reagente do Formfix2.0® estédo
contidos na Tabela 1 e foram registrados de acordo com o tempo de formacao da
cor violeta, que indica resultado positivo para a presenca de formol, e a néo
alteracdo de cor ou leve alteragdo, que foram consideradas como resultados

negativos.

Tabela 1: Resultados das reagdes do teste Formfix2.0® na deteccao de diferentes

concentracdes de formol adicionado ao leite.

Concentracao
de formol TO T24 T48 T72 T 96
0,001% Negativo | Negativo | Negativo | Negativo Negativo
0,005% Positivo | Positivo | Positivo | Negativo Negativo
em4 em5 em 13
min. min. min.

0,01% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
em 2 em 2 em 3 em 3 min. | em 4 min.
min. min. min.

0,03% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

em 30 s. em1l em1l em2min. | em 2 min.
min. min.

0,05% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo

em em 30 s. em1l emlmin. | em 1 min.
Imediato min. e 30 s. e 30 s.
0,1% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
em em em 30 s. em 30 s. em 50 s.
Imediato | Imediato
0,5% Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
em em em 30 s. em 30 s. em 30 s.
Imediato | Imediato

Min. corresponde a minutos, enquanto s. corresponde a segundos

A metodologia oficial para pesquisa de formol se mostrou sensivel para
todas as concentragdes em todos os tempos analisados. Desta forma, indicando a
persisténcia do formol em todos os tempos de refrigeracdo, conforme descrito por
Pinheiro (2016).
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O reagente Formfix2.0® ao entrar em contato com o leite precipita a
proteina e isso acontece provavelmente, pela presenca de éacido em sua
composicdo. A reacao positiva é facilmente distinguivel do resultado negativo que
nao altera a cor do leite. Entretanto, foram observadas diferengas nas tonalidades
de cor dos tratamentos contendo as diferentes concentracdes de formol sendo que
as tonalidades mais intensas corresponderam as maiores concentracdes de formol
(Figura 1).

0,001“/{: 0,005% 0,01% 0,03% 0,05% 0,1% 0,5%

0,03% 0,05%
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> s B
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9,03% 0,05% 0,1% 0,5%

a

?»—_‘ S T

0,001% 0,005% | 0,03% 0,05% 0,1%

Figura 1: Desempenho do teste rapido Formfix2.0®, sendo A
o tempo O, B tempo 24, C tempo 48, D tempo 72 e E tempo 96
horas.
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O Formfix 2.0® foi capaz de identificar a presenca de formol em todos
0s tempos de armazenamento apenas nas concentragcdes de 0,01%; 0,03%; 0,05%;
0,1% e 0,5%, e que quanto maior o periodo de armazenagem, maior era 0 tempo
para o desenvolvimento da cor nos tratamentos contendo formol, porém sem

exceder os cinco minutos indicados pelo fabricante.

Nos tratamentos contendo 0,005 % de formol, o teste indicou resultado
falso negativo nos tempos de armazenamento de 72 e de 96 horas, sendo que em
48 horas de armazenamento a mudanca de cor se tornou perceptivel apenas apos
13 minutos, ou seja, com oito minutos a mais da indicada pelo fabricante. Por outro
lado, ndo foram observadas alteragcdes de cor em nenhum dos tratamentos na

concentracéo de 0,001% indicando resultado falso negativo.

4.2 Segundo estudo

Os resultados obtidos na inoculacdo dos isolados de Lactobacillus
rhamnosus e Lactococcus lactis em diferentes concentracbes de formol estdo

contidos na Tabela 2.
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Tabela 2: Contagens de Lactobacillus rhamnosus e Lactococcus lactis inoculados

em leite, submetidos a diferentes concentracdes de formol e armazenados por até

48 horas em refrigeracao.

Lb.rhamnosus

Lc. lactis

Concentragdes | TO (UFC/mL) | T24 (UFC/mL) | T48 (UFC/mL)
0% 23 (100%) 23 (100%) 23 (100%)
0,001% 22 (95,65%) | 20 (86,95%) | 101(439,13%)
0,005% 22 (95,65%) 13 (56,52%) 09 (39,13%)
0,01% 18 (78,26%) 07 (30,43%) 05 (21,73%)
0,1% 10 (43,47%) 0 0
0,5% 0 0 0
0% 135 (100%) 135 (100%) 135 (100%)
0,001% 160 (118,51%) | 114 (84,44%) | 68 (50,37%)
0,005% 88 (65,18%) | 101 (74,81%) | 59 (43,70%)
0,01% 83 (61,48%) 24 (17,77%) 08 (5,92%)
0,1% 22 (16,29%) 03 (2,22%) 0
0,5% 04 (2,96%) 0 0

Legenda: TO=tempo zero; T24= armazenamento por 24 h; T48= armazenamento por 48h

Com relacédo ao desenvolvimento do isolado de Lb. rhamnosus na

concentracéo de 0,001% houve reducdo minima do desenvolvimento em 24 horas,

seguida por consideravel aumento em 48 horas indicando que, o formol nessa

concentracdo néo interferiu no seu desenvolvimento. Nas concentragbes de

0,005% e 0,01% a reducédo nas contagens foi maior no periodo de 48 horas,

sugerindo que nessas concentragf)es 0 tempo de armazenamento exerceu

influéncia na acéo do formol sobre o micro-organismo. Por outro lado, nas maiores

concentracdes a acdo do formol pode ser observada imediatamente apds a adicdo

nos inéculos, sendo que na concentracao de 0,5% o efeito pode ser comparado a

uma acao bactericida imediata (Tabela 2).
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O isolado de Lc. lactis apresentou reducdo significativa no seu
desenvolvimento nas concentracfes de 0,001% e 0,005%, somente a partir do
periodo de 48 horas. E importante ressaltar que na concentragéo de 0,005% houve
leve aumento na contagem do isolado, no periodo de 24 horas, seguido por reducéo
em 48 horas, indicando que nas primeiras 24 horas o formol néo foi capaz de inibir
0 seu desenvolvimento. A partir da concentracdo de 0,01% observou-se maior
reducdo nas contagens ja a partir do TO, que foram aumentando nos tempos de 24
horas e de 48 horas de armazenamento. Apenas no T48h da concentracao 0,1% e
nos T24h e T48h da concentracdo 0,5% foi possivel observar efeito comparado a
bactericida sobre o Lc. lactis, sugerindo que esse isolado possa ser mais resistente

aos efeitos do formol, quando comparado com Lb. rhamnosus.

Bonefacio (2016) observou que as contagens de BALs reduziram
significativamente a partir da adi¢cdo de 0,005% de formol (de 1,06 x 10° UFC/mL
para 4,60 x 102 UFC/mL) e que houve inibicdo total do desenvolvimento de tais

micro-organismos nas concentracées de 0,01%, 0,05% e 0,1% de formol.

As figuras 2 e 3 mostram o desenvolvimento de Lc lactis submetido as
concentracgdes de 0,001% e de 0,005% de formol e avaliados nos diferentes tempos
de armazenamento (TO, T24h e T48h). As figuras de 4 a 6 mostram o
desenvolvimento de Lb. rhamnosus quando submetido a concentracdes de

0,001%, de 0,5% e de 0,1% de formol, nos diferentes tempos de armazenamento.



Figura 2: Placas de contagem de Lactococcus lactis na concentracéo de
0,001% de formol. Onde, A indica o desenvolvimento no tempo 0, B no
tempo 24 e C em 48 horas.

Figura 3: Placas de contagem de Lactococcus lactis na concentracéo de
0,005% de formol. Onde, A indica o desenvolvimento no tempo 0, B no
tempo 24 e C em 48 horas.

Figura 4: Placas de contagem de Lactobacillus rhamnosus na
concentracéo de 0,001% de formol. Onde, A indica o desenvolvimento no
tempo 0, B no tempo 24 e C em 48 horas.
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Figura 5: Placas de contagem de Lactobacillus rhamnosus na
concentracdo de 0,5% de formol. Onde, A indica o desenvolvimento no
tempo 0, B no tempo 24 e C em 48 horas.

Figura 6: Placas de contagem de Lactobacillus rhamnosus na
concentracédo de 0,1% de formol. Onde, A indica o desenvolvimento no
tempo 0, B no tempo 24 e C em 48 horas.

5 CONCLUSOES

O reagente Formfix2.0® n&o apresenta 0 mesmo desempenho quando
comparado com a metodologia oficial, pois detectou a presenca de formol
adicionado ao leite, nas concentracdes a partir de 0,01%. Entretanto, a sua
utilizacdo poderia ser indicada como um teste de triagem tendo em vista a facilidade
na execucao e interpretacao, assim reduzindo a possibilidade de que fraudes por
adicao de formol passem despercebidas.

Lactobacillus rhamnosus e Lactococcus lactis apresentaram resisténcia
a diferentes concentracbes de formol. S&o necessarios mais estudos para
determinar os efeitos do formol sobre outros géneros de BALs, além de avaliar a

resisténcia desses micro-organismos a outras substancias conservantes.
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