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RESUMO

Na propriedade rural, onde o leite cru refrigerado fica armazenado até a captacédo
pelo caminhdo tanque em coleta a granel, 0 mesmo € mantido a temperatura de
refrigeracdo entre 1 a 4°C por longos periodos (até 96 horas), os microrganismos
psicrotroficos encontram condi¢cdes favoraveis para sua multiplicacdo, produzindo
enzimas proteoliticas e lipoliticas termotolerantes, podendo provocar alteracdes
indesejaveis no leite e nos seus derivados. Quando estes microrganismos estao
presentes em elevadas populacoes, pode ser indicativo de baixa qualidade do leite e
insatisfatéria condi¢cdes sanitarias para o processamento. Devido a necessidade da
melhora da qualidade dos produtos lacteos, objetivou-se a execugdo desta pesquisa
realizando levantamentos sobre o cumprimento dos padres microbiol6gicos
exigidos pela atual legislacéo brasileira IN 62 (BRASIL, 2011), pesquisas sobre os
microrganismos psicrotréficos, Pseudomonas spp. e producdo de enzimas
proteolitica e lipolitica por Pseudomonas spp. As coletas foram realizadas em 10
propriedades do Estado de Sao Paulo na Regional Agricola do Escritorio de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, sendo, 5 propriedades com ordenha
manual e 5 propriedades com ordenha mecanica, nos periodos de chuva e seca e
em varios pontos durante a obtenc&o do leite cru refrigerado e também do leite com
intervalo de 24 horas até a captacdo deste leite pelo caminhdo. As médias das
populacbes dos microrganismos mesdfilos na ordenha manual, foi diferente
estatisticamente significativo no leite recém ordenhado (1,52x10° UFC.mL™) para o
leite com 24 horas de armazenamento (2,67x10° UFC.mL™) no periodo chuvoso, e
na ordenha mecéanica, o encontrado foi uma diferenca estatisticamente significativa
no leite recém ordenhado (3,87x10° UFC.mL?) para o leite com 24 horas de
armazenamento (9,82x10% UFC.mL™) também no periodo chuvoso. Nas populacdes
dos microrganismos psicrotréficos, suas médias diferiram estatisticamente na
ordenha manual no periodo da chuva no leite recém ordenhado (1,48x10% UFC.mL™)
para o leite com 48 horas de armazenamento (1,49%10°> UFC.mL?Y) e na ordenha

mecanica, o leite recém ordenhado (8,74x10® UFC.mLY), com 24 horas de



armazenamento (4,33x10* UFC.mL™?) ndo diferiram entre si e foram diferentes
estatisticamente do leite com 48 horas de armazenamento (3,46x10° UFC.mL™)
apresentaram valor elevado, principalmente quando o leite cru refrigerado
permanece por longos periodos de armazenamento na propriedade rural, que pode
ser um sério fator de comprometimento pela producdo de lipases ou proteases
principalmente pelas Pseudomonas spp. onde em todos os pontos amostrados
foram isolados este microrganismo produzindo enzimas (lipase e/ou protease). A
maior porcentagem de atividade lipolitica foi verificada no periodo seco, ja a maior
porcentagem de atividade proteolitica foi verificada no periodo chuvoso. Contudo,
deve-se intensificar as medidas de autocontrole para minimizar os efeitos dos
microrganismos mesofilos e psicrotréficos sobre a qualidade do leite cru refrigerado

e, consequentemente, de seus derivados.
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ABSTRACT

On the farm, where the cold raw milk is stored until the tank truck collects it in bulk, it
Is kept at refrigeration temperature between 1 and 4°C for extended periods (96
hours), the psychrotrophic microorganisms find favorable conditions for their
multiplication, producing proteolytic and lipolytic thermotolerant enzymes, it may
cause undesirable changes in milk and its derivatives. When these microorganisms
are present in a large population, it can be an indicative of low quality milk and
unsatisfactory sanitary conditions for its processing. Due to the need of improving the
quality of dairy products, this research was carried out with surveys about fullfilment
of microbiological standards required by current Brazilian law IN 62 (BRAZIL, 2011),
researches on psychrotrophic microorganisms, Pseudomonas spp. and production of
proteolytic and lipolytic enzymes by Pseudomonas spp. Samples were collected in
10 farms in the state of S&o Paulo in the Regional Agricola do Escritorio de
Desenvolvimento Rural — EDR in Limeira — SP, 5 farms with manual milking and 5
farms with mechanical milking; during the rainy and dry periods and in several points
during the obtaining of refrigerated raw milk and also milk with a 24-hour-interval
before the collection of this milk by the truck. The averages of the mesophilic
population in the manual milking were different, statistically significant between the
newly expressed milk (1.52x106 UFC.mL-1) and 24 hour-storage milk (2.67x107
UFC.mL-1) in the rainy season, and during mechanical milking, what was found was
a statistically significant difference between the newly expressed milk (3,87x106
UFC.mL-1) and 24-hour-storage milk (9,82x108 UFC.mL-1, also in the rainy season.
In the populations of psychrotropic microorganisms, the averages statistically differed
in manual milking during the period of rain between the newly expressed milk
(1,48x104 UFC.mL-1) and 48-hour-storage milk (1,49x105 UFC.mL-1); and during
the mechanical milking, newly expressed milk (8,74x103 UFC.mL-1) and 24-hour-
storage (4,33x104 UFC.mL-1); were not different and were statistically different from
48-hour-storage milk (3,46x105 UFC.mL-1), they present high value, especially when

refrigerated raw milk remains for long storage periods on the farm, which can be a



serious impairment factor for the production of lipases and proteases mainly by
Pseudomonas spp. where in all the sampling sites these microorganisms were
isolated producing enzymes (lipase and/or protease). The highest percentage of
lipolytic activity was observed in the dry season; the highest percentage of proteolytic
activity was observed during the rainy season. However, the self-control
measurementsshould be intensified to minimize the effects of mesophilic and
psychrotrophic microorganisms on the quality of refrigerated raw milk and,

consequently, its derivatives.

Keywords: storage, milk, lipases, proteases, Pseudomonas spp.



1.

2.
3.

N o g bk

SUMARIO

REVISAOD ...ttt 12
1.1 Producdo de leite NO Brasil.......cccoueiiieiiiiiie e 12
1.2 A obtencdo, armazenamento e qualidade microbiol6gica do Leite.............. 14
1.3 PSICrotrOfiCOS NO IBILE ......cveiiiieiicieeeee e e e 18
1.4 Pseudomonas SPP. NO IBITE .....cc.eiueeirieiie e 20
1.4.1 Producao de proteases e lipases por Pseudomonas SPp. ....ccoceereereereenee 21

(O] I L I Y 1 TS 25

MATERIAL E METODOS.......cooieiieeeeeeeeeeeesiesesessssessssesssssssessssanessssesssssssssssssssesanes 26
3.1 Colheita d& AMOSIIAS.......cccireriirerieie et 26
3.2 Pontos de colheita de MAteriais .........ccceveiieieeiesie e 26

3.2.1 Amostras de agua utilizada no manejo de ordenha ..........cccccevvevernenee. 26
3.2.2 Suabe da méo do ordenhador antes e apds a ordenha (pool).............. 26
3.2.3 Suabe da Superficie dos tetos (POOI).......ccceveeveecereere e 26
3.2.4 Suabe da superficie interna das teteiras (ordenha mecéanica) ou do
balde (ordenha manual) antes e apds a ordenha...........ccccceeeevveieveecciesecse e 27
3.2.5 Suabe da superficie interna do tanque de expansdo antes da ordenha
........................................................................................................................................ 27
3.2.6 Amostras de leite do tanque de expansdo no momento do completo
enchimento e imediatamente antes do carregamento para o laticinio................ 27
3.3 Contagem padrédo em placas de microrganismos aerébios mesofilos......... 28
3.4 Contagem padrdo em placas de microrganismos psicrotroficos viaveis ..... 28
3.5 Enumeragdo de PSEUAOMONAS SPP. cuerererierreerieniesiesiesiesseeseessesee e ssessesseseeneens 29
3.6 Avaliacdo da atividade lipolitica e proteolitica de Pseudomonas spp. ........ 29
3.7 ANAIISES ESLALISTICAS ....c.eecveeeerieeieeie et se et see et esseeeeeneenes 29
RSB DF-To [oF31 0 T=] (S0 ] (0] (o [0 SRR 31

RESULTADOS E DISCUSSAO.........oomiiteiieinsiseesssse s sssse s sssssessesssssssons 32

CONCLUSAOQ ..ottt ettt ss sttt ss st 60

REFERENCIAS ..ottt bbb 61

ANEXO | (COMILE A BLICA)....cciieie ettt 70



Lista de Tabelas

Tabela 1. Médias das populacdes dos microrganismos mesoéfilos em amostras de
leite cru refrigerado, oriundo de propriedades com ordenha manual ou mecanica
comparando periodo da chuva e seca com horas de armazenamento. As colheitas
foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do
Escritorio de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro
de 2013 8 agOSt0 A 2004 ...t 32

Tabela 2. Médias das populacdes dos microrganismos mesoéfilos em amostras de
leite cru refrigerado armazenado durante 48 horas, oriundo de propriedades com
ordenha manual ou mecanica comparando periodo com o tipo de ordenha. As
colheitas foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola
do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de
novembro de 2013 a agoSto de 2014 .......cceeieeeeceeie e 36

Tabela 3. Médias das populagBes de microrganismos psicrotréficos em amostras de
leite cru refrigerado armazenado durante 48 horas, oriundo de propriedades com
ordenha manual ou mecéanica comparando periodo da chuva e seca com horas de
armazenamento. As colheitas foram realizadas em propriedades rurais pertencentes
a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no
periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014..........ccoeoeeveeieceeie e 39

Tabela 4. Médias das populacdes de microrganismos psicrotréficos em amostras de
leite cru refrigerado armazenado durante 96 horas oriundas de propriedades com
ordenha manual comparando periodo da chuva e seca com horas de
armazenamento. As colheitas foram realizadas em propriedades rurais pertencentes
a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no
periodo de novembro de 2013 a agoSto de 2014........cooeveievenineneesene e 41

Tabela 5. Médias das populacdes de microrganismos psicrotréficos em amostras de
leite cru refrigerado armazenado durante 48 horas oriundo de propriedades com
ordenha manual ou mecanica comparando periodo da chuva e seca e ordenha
manual e mecanica. As colheitas foram realizadas em propriedades rurais
pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR
Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014..........c.ccccereernneee 43

Tabela 6. Médias das populacbes de Pseudomonas spp. isoladas de amostras
colhidas em diversos pontos durante a obtencdo do leite cru refrigerado comparando
o0 periodo da chuva e seca com ordenha manual e mecanica. As colheitas foram
realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a
o T0 [0 153 (0 I 0 L= 0 1 S 46



Tabela 7. Médias das populacdes de Pseudomonas spp. isoladas de amostras de
leite cru refrigerado durante 96 horas de armazenamento comparando o periodo da
chuva e seca com ordenha manual e mecéanica. As colheitas foram realizadas em
propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritorio de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a
=10 [0 153 (0 I 0 L= 0 1 S 51

Tabela 8. Porcentagens de atividade lipolitica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras colhidas em diversos pontos durante a obtencdo do leite cru refrigerado,
comparando tipo de ordenha manual e mecanica com atividade lipolitica. As
colheitas foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola
do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de
novembro de 2013 a agoSto de 2014 .......cceeiiieeeeeeeeee e 53

Tabela 9. Porcentagens de atividade lipoliica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras de leite cru refrigerado durante 48 horas de armazenamento, comparando
tipo de ordenha manual e mecanica com atividade lipolitica. As colheitas foram
realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a
o T0 [0 11 (0 I 0 L= O PSSP 54

Tabela 10. Porcentagens de atividade proteolitica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras colhidas em diversos pontos durante a obtencdo do leite cru refrigerado,
comparando tipo de ordenha manual e mecénica com periodo da chuva e seca. As
colheitas foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola
do Escritorio de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de
novembro de 2013 a agoSto de 2014 ... 56

Tabela 11. Porcentagens de atividade proteolitica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras de leite cru refrigerado durante 48 horas de armazenamento, comparando
ordenha manual e mecanica com o periodo da chuva e seca. As colheitas foram
realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a
= T0 [0 153 (0 I 0 L= 0 1 S 58



12

1. REVISAO

1.1 PRODUCAO DE LEITE NO BRASIL

No Brasil, o leite e seus derivados possuem grande impacto no setor do
agronegoécio, sendo uma forte e importante fonte geradora de renda, tributos e
empregos (FONSECA; SANTOS, 2000; GOMES, 2001).

Segundo Almeida (2012), a atividade da pecuaria leiteira € exercida em todo o
territorio nacional. Presente em mais de um milhdo de propriedades rurais e,
somente na producdo primaria, gera cerca de trés milhdes de empregos. Em 2013, o
Brasil ocupou a posicdo do quarto maior produtor de leite no mundo, com um
incremento de producdo leiteira de 4,6% ao ano no periodo 2008 a 2012,
alcancando 34,1 milhdes de toneladas em 2012, um aumento de 3,0% em relagéo
ao ano anterior Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2013).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), a
regido Sudeste, foi a responsével pela maior captacdo de leite inspecionado com
41,4% da producdo nacional seguido pela regido sul com 33,8%, Centro-oeste com
14,7% e as regidoes Norte e Nordeste, totalizando um volume de 5% cada.

O conceito para o termo “qualidade” engloba um conjunto de caracteristicas
gue tornam diferentes as unidades individuais de um produto e que tem importancia
na determinacdo do grau de aceitabilidade daquela unidade pelo consumidor
(ROSA, 2014). Um crbénico problema, de dificil solugdo, no Brasil a qualidade é
insatisfatoria do leite produzido, sendo esta recorrente de fatores de ordem social,
econdmica e cultural, isolados ou associados. A obtencdo de um leite de qualidade
ndo é um desafio exclusivo do produtor e sim de toda cadeia produtiva para garantir
que o leite chegue com qualidade a mesa do consumidor (ROSA, 2014).

Segundo Almeida et al. (1999) e Freitas Filho et al. (2009) cerca de 40% da
producdo de leite no Brasil é comercializada sem inspecdo sanitaria, ou tratamento
térmico adequado, a este produto € dado o nome de ‘leite informal’, sendo
comercializado sem qualquer tipo de refrigeracdo e, em utensilios plasticos ou de
vidro aos quais ndo s&o apropriados para a comercializacdo do leite, e elaborados
originalmente para o comeércio de outros produtos, como refrigerantes.

Segundo o (IBGE, 2006), calcula-se que 35 a 42% do leite produzido no pais,

entre 1998 e 2001, ndo passou por nenhuma inspecédo de 6rgédo de controle sendo:
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federal, estadual ou municipal. Estima-se que o mercado para o consumo de leite
informal, ou clandestino, tem aumentado também em classe social com maior poder
aquisitivo, tal justificativa se da pelo apelo destes consumidores em acreditar que
seja um produto “mais natural’, integro, com seus constituintes em propor¢des
brutas integras e ausentes de produtos quimicos ou conservantes (FREITAS FILHO
et al.,, 2009).

Tendo conhecimento destes fatos e em busca novos parceiros comerciais
internacionais, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
resolveu normatizar o setor criando o Regulamento de Inspeg¢do Industrial e
Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RISPOA) (BRASIL, 1952) cujo decreto N°
30.691 foi publicado em 29 de Marco de 1952. Porém, a partir do ano de 2002 foi
publicada a Instrucdo Normativa 51 de 18 de Setembro de 2002 (IN 51) e revogada
posteriormente pela Instrucdo Normativa 62 de 29 de Dezembro de 2011 (IN 62)
trazendo novos padrdes para qualidade do leite.

A natureza complexa e interligada para se obter alimentos e produzi-los de
forma segura tem sido amplamente reconhecida. A aproximacdo integrada para
controlar a seguranca dos alimentos por toda a cadeia produtiva se tornou um
importante aspecto para garantir alimentos seguros. Assim, VArios paises
elaboraram e introduziram regulamentacbes para garantir a seguranca dos
alimentos em diferentes estadgios na cadeia de producdo. No Brasil a partir de 2002,
gradativamente, entrou em vigor a Instrucdo Normativa 51 (BRASIL, 2002), que
visava garantir a melhoria da qualidade do leite produzido no pais, preconizando a
utilizacdo de sistema de refrigeracdo do leite das propriedades rurais, da coleta e
transporte a granel até a usina de beneficiamento, implantando novos padrdes
microbiolégicos e fisico-quimicos além de outras modificagbes (BERSOTI et al.,
2010).

O principal desafio proposto foi a melhoria das condi¢cdes higiénico-sanitarias
de obtencdo do leite, visando ofertar produtos de melhor qualidade aos
consumidores (SANTOS, 2010).

Tendo uma curva ascendente de producao de leite no Brasil, este segmento
vem ganhando destaqgue em evitar o éxodo rural, geracdo de empregos,
dinamizacdo de bens e servicos. Para aumentar o volume de leite produzido e com
iSso elevar a outros patamares a exportacdo de produtos lacteos é necessario que o

segmento se adeque as exigéncias dos paises importadores, tornando-se
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necessaria a adequagcdo nos padrdes de qualidade do leite cru refrigerado
(MULLER, 2002).

O leite cru refrigerado segundo a Instrugdo Normativa 62 (IN 62) (BRASIL,
2011a) € aquele obtido em propriedades rurais, podendo ser armazenado em tanque
de refrigeracdo por expansao direta, dimensionado de modo que permita refrigerar o
leite até a temperatura igual ou inferior a 4°C no tempo maximo de 3 horas apds o
término da ordenha ou através do uso coletivo de tanques de refrigeracdo
denominado “tanque comunitario” desde que baseados no principio de operacéo por
expansao direta onde a localizagcdo do equipamento de refrigeracdo deve ser
estratégica, facilitando a entrega do leite de cada ordenha no local onde 0 mesmo
estiver instalado.

A IN 62 (BRASIL, 2011a) altera os prazos e limites da Contagem Bacteriana
Total (CBT) e da Contagem de Células Somaticas (CCS), as quais passam a ter
como limite maximo 6,0x10° UFC.mL?, ao invés de 7,5x10° UFC.mL*, para os
produtores das regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste a partir de 1 de janeiro de 2012,
e para os do Norte e Nordeste apenas em janeiro de 2013. Ha um escalonamento
de prazos e limites para a reducédo de CBT e CCS até 2016, para que cheguem a
1,0x10° UFC.mL ™ (CBT) e 4,0x10° cél/mL™ (CCS).

Segundo Brito et al. (2004) e Moreira (2010), as caracteristicas da producao
leiteira no Brasil sdo os principais fatores que bloqueiam um desenvolvimento mais
acentuado da atividade. De certa forma, a maior parte destes produtores, sao
classificados como sendo de pequeno ou médio porte, com producdo diéria de 50 a
100 litros e de carater familiar. Consequentemente, ha pouco investimento na
atividade, resultando em problemas em toda a cadeia produtiva, como baixa
tecnologia, falta de controle sanitario dos animais e condicdes higiénicas
inadequadas durante a ordenha, conservacdo e o transporte (SANTOS; FONSECA,
2007; VALEEVA et al., 2005).

1.2 A OBTENCAO, ARMAZENAMENTO E QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO
LEITE

A insatisfatoria qualidade do leite cru € notoriamente conhecida em todas as
regides do Brasil, consequentemente resulta em produtos lacteos industrializados de
qualidade insatisfatéria (SILVEIRA et al., 1989; BELOTI et al.,1999; SILVA et al,
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2001; GUIMARAES, 2002; NERO et al., 2004, 2005; ARCURI et al., 2006; ROCHA;
BURITI;, SAAD, 2006).

Segundo Oliveira (2005) por ser o leite um alimento com elevada quantidade
de nutrientes, pode ser considerado como um excelente meio de cultura para a
maioria dos microrganismos, devendo assim ser processado com cuidado pelos
estabelecimentos produtores e pelas usinas de beneficiamento. Os fatores que
podem influenciar tais alteracdes sdo as condi¢des higiénicas de obtencao do leite, a
higiene dos utensilios e equipamentos envolvidos na estocagem, a sanidade do
rebanho, as condi¢cdes climaticas, o tempo e a temperatura de estocagem nos
tanques de expansdo, o transporte e as condicdes de estocagem na industria,
dentre outros fatores (SILVA et al., 2010).

A racionalizacdo da coleta e do transporte do leite até a industria é uma
tendéncia mundial, beneficiando toda a cadeia do leite. A refrigeracdo do leite,
imediatamente ap6s a ordenha, visa diminuir a multiplicacdo dos microrganismos
mesofilos que causam a acidificacdo. Entretanto, isso favorecera os microrganismos
psicrotroficos que, se estiverem presente na matéria prima, provocam diversas
alteracdes no leite e seus derivados (FAGUNDES et al., 2006).

Nesse processo de conservacao do leite pelo frio, recomenda-se que, na
segunda hora apos a ordenha, a temperatura deva estar a 4°C, condicdo esta que
ndo impede a multiplicacdo de microrganismos psicrotroficos. Na grande maioria das
propriedades leiteiras, a temperatura de refrigeracdo oscila entre 5 a 10°C, o que
configura, um resfriamento marginal do leite. Os niveis de contaminacdo por
microrganismos psicrotroficos tém-se tornado uma séria preocupacédo do ponto de
vista da qualidade e em relacdo a seguranca alimentar, visto que, algumas espécies
psicrotroficas sdo patogénicas (SHIRAI, 2010).

Outras espécies sdo consideradas deteriorantes, pois a acao bacteriana, ou
de enzimas produzidas por elas, induzem a altera¢gdes fisico-quimicas no leite, que
levam a perdas econdmicas ao longo de toda a cadeia produtiva, destacando a
gueda no rendimento industrial, o aparecimento de problemas de processamento e a
producdo de derivados lacteos mais instaveis, de qualidade inferior e com menor
vida de prateleira (VINHOLIS; BRANDAO, 2009).

O conhecimento do comportamento e fisiologia dos microrganismos €

importante no controle da multiplicagdo bacteriana em alimentos. Para que esse
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controle ocorra de forma ideal, é necessaria uma sistematica compilacdo de dados
relativos ao comportamento dos microrganismos nos alimentos (ALMEIDA, 2010).

Os microrganismos mesofilos aerébios sdo considerados um importante
grupo de indicadores de qualidade do leite, os quais predominam em situacdes de
condi¢Bes basicas de higiene deficitaria e também inadequada refrigeracdo do leite
(LANGONI et al., 2011).

Os microrganismos mesofilos sdo pertencentes ao grupo de microrganismos
capazes de se multiplicarem numa faixa de temperatura entre 20 e 45°C, tendo uma
temperatura 6tima de crescimento a 32°C e, portanto, encontrado nas temperaturas
ambientes de paises de clima tropical, condicbes estas, Otimas para 0 seu
metabolismo. Contagens microbianas elevadas de mesofilos no leite pasteurizado
podem indicar uma matéria prima excessivamente contaminada ou permanéncia em
temperatura ambiente, manipulagcdo inadequada, equipamentos da planta de
processamento ndo adequadamente sanitizado e/ ou pasteurizacdo deficiente
(OLIVEIRA, 2005).

Estes microrganismos sao capazes de comecar um processo de deterioragao
do leite seja pela fermentacdo da lactose, processo resultante do metabolismo de
géneros de bactérias lacticas, como Lactococcus, Leuconostoc e Lactobacillus, ou
entdo pela quebra da glicose recém-formada, processo este, realizado por uma
ampla gama de bactérias, especialmente as pertencentes a famiia
Enterobacteriaceae, (JAY, 2005). Estes processos fermentativos reduzem o pH do
leite, pois tém como etapa final a produgcdo e deposicdo de acido Ilactico
(BRAVERMAN, 1980). De certa forma, a acidez do leite, seria o0 resultado de um
sinergismo entre as bactérias naturalmente presentes no leite e bactérias
contaminantes. Além de comprometer a qualidade do leite e derivados, a acidez
elevada altera as propriedades fisico-quimicas como: o indice crioscopico, reducéo
da porcentagem de lactose, instabilidade térmica, baixo pH, elevada populacdes de
microrganismos mesofilos. Quanto mais alta for a acidez do leite, menor sera seu
ponto de congelamento (MITCHELL, 1989; PRATA, 2001).

Um parametro bastante utilizado, para mensurar a contagem de unidades
formadoras de coldnias (UFC.mL™) de microrganismos aerébios meséfilos no leite é
a Contagem Bacteriana Total (CBT) (BRASIL, 2002; SANTOS, 2005). A estimativa
da CBT é bastante empregada no controle da qualidade do leite, bem como a

eficacia das praticas de sanitizacdo de equipamentos de ordenha e demais
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utensilios utilizados durante a producdo e beneficiamento do produto (KITCHEN,
1981; FREITAS FILHO et al., 2009).

A CBT expressa a qualidade microbiolégica deste produto a qual sera de
extrema importancia para a industria lactea ja@ que produtos com baixas CBT
apresentam maior rendimento assim como maior tempo de prateleira. A
contaminacdo por bactérias altera a qualidade do alimento e reduz seu valor
nutricional. O leite de boa qualidade do ponto de vista microbioldégico é fundamental
para obtencdo de produtos lacteos de excelente qualidade. Em alguns casos, como
por exemplo, em leites acidos e queijos, esta caracteristica tem maior relevancia
(SARAN NETTO etal., 2009)

Segundo Santos (2001), as principais origens de contaminacdo do leite cru
nas propriedades leiteiras, sdo os tetos, o Ubere, a ordenhadeira mecanica, as maos
do ordenhador, os tanques de expansdo e a agua utilizada em varias as situacdes
do manejo de ordenha. Além disso, sdo necessarios critérios de qualidade para a
agua consumida ou para as diferentes finalidades nas instalacdes onde se produz
alimentos para que possam ser evitados o0s riscos a salude e também para que
indesejados efeitos tanto nas instalagbes quanto equipamentos acontegcam, cOmo
corrosao ou formacéo de biofilmes, (PORETTI, 1990).

Sabe-se que a qualidade microbiolégica da agua utilizada para as diversas
finalidades na obtencdo do leite cru refrigerado, também pode influenciar na
contagem bacteriana do leite (FONSECA; SANTOS, 2000; PHILPHOT,;
NICKERSON, 2002; POLEGATO; RUDGE, 2003; FREITAS et al., 2009). Dentre os
microrganismos veiculados pela &gua, pode ser citado, por exemplo, a
Pseudomonas spp. sendo um microrganismo psicrotréfico, com potencial para a
contaminacdo do leite (CERQUEIRA et al., 2007).

Este tipo de contaminagcédo do leite pode ser ocasionada pela acéo direta da
agua contaminada no leite ou por meio do enxague dos equipamentos de ordenha,
quando utilizada dgua sem tratamento (SILVA, 2014).

Quando se utiliza agua ndo potavel na higienizagdo dos tetos, limpeza e
sanitizacdo dos equipamentos, sempre a Ultima etapa desse processo sera 0
enxague. Assim, a qualidade da agua é fundamental para eficiéncia da higienizagcéo
dos equipamentos de ordenha e de resfriadores (SILVA, 2014).

Ordenhadeiras com circuito fechado e que ndo possuem boa drenagem

podem acumular residuos nas tubulagbes aumentando as chances de
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contaminagdo. Segundo Silva (2014) cerca de 40% das bactérias psicrotroficas
(Pseudomonas, Acinetobacter, Achromobacter, Flavobacterium) isoladas em
amostras de leite coincidem com o0s microrganismos predominantes na &agua.
Portanto, a utilizacdo de agua com baixa qualidade microbiolégica, predispde um
aumento das populagdes desses microrganismos no leite cru refrigerado.

A higiene dos tetos é o principal fator no momento da ordenha, pois, expde o
leite a contaminagdes por microrganismos e sujidades, quer sejam estas ambientais
ou provenientes do ordenhador (SARAN NETTO et al., 2009) e pode elevar a niveis
criicos a CBT (FONSECA; SANTOS, 2000; BRASIL, 2002). Um correto e adequado
manejo de ordenha, com enfoque na preparacdo antecipada dos tetos (limpeza, pré-
dipping e secagem completa), associado a um eficiente gerenciamento no controle
de mastite, sdo cruciais para a obtencdo de leite com baixa CBT (SANTOS;
FONSECA, 2007; BRASIL, 2002; FREITAS et al., 2009).

Aproximadamente, 95% dos problemas com alta CBT s&o originarios de
falhas na lavagem e sanitizagdo de utensilios e sistema de ordenha, deficiéncias na
higiene da ordenha, e no sistema de resfriamento do leite. Nestas propriedades,
ocasionalmente os tetos sujos destas vacas, € um veiculador de microrganismos
ambientais para proporcionar um aumento da CBT (MACHADO et al., 2000;
SANTOS; FONSECA, 2007; REIS et al., 2007; QUIST et al., 2008). A correta higiene
da ordenha tem grande importancia, pois mesmo um leite produzido com baixas
contagens bacterianas, serd contaminado em um sistema canalizado quando ndo
forem adotadas as medidas de higiene na lavagem dos equipamentos assim como a
troca periodica de alguns componentes do sistema (SARAN NETTO et al., 2009).

A velocidade de multiplicacdo bacteriana esta diretamente relacionada com a
temperatura de estocagem do leite e o tempo que o produto permanece na
propriedade até ser coletado pela industria de laticinios (BRASIL, 2002; SANTOS;
FONSECA, 2007).

1.3 PSICROTROFICOS NO LEITE

O resfriamento logo apés a ordenha, o transporte em caminhdes-tanque
isotérmicos e a manutencdo nos postos de refrigeracdo ou estabelecimentos
industriais na temperatura maxima de 10°C favorece o desenvolvimento dos
psicrotroficos (ALATOSSAVA; ALATOSSAVA, 2006).
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Ainda ndo se tem uma exata definicdo para os microrganismos psicrotréficos
sendo este um ponto que divide opinides entre os pesquisadores. Nao ha consenso
no que diz respeito de qual seria a faixa de temperatura mais caracteristica a
multiplicacdo dos psicrotroficos, tampouco esta claro e definido qual seria a taxa, ou
velocidade minima dessa multiplicacdo para que uma bactéria possa ser inserida
neste grupo (CHAMPAGNE et al., 1994; SORHAUG; STEPANIAK, 1997; SANTANA;
BELOTI, BARROS, 2001).

Normalmente a temperatura mais comum encontrada em referéncias embasa-
se nas normas da International Dairy Federation, pela qual os psicrotréficos foram
classificados como sendo 0s microrganismos que podem se desenvolver a 7° C ou
menos, indiferente da temperatura Otima de multiplicacdo (ISIDORO, 2008). Ja
Sorhaug e Stepaniak (1997) diferem ao incluirem os bacilos formadores de esporos
neste grupo, aumentando esta temperatura para 10°C, enquanto Santana, Beloti e
Barros (2001) retorna a um conceito da década de 60, considerando a faixa ideal de
multiplicacdo entre 0°C até 20°C como sendo tipica para microrganismos
psicrotroficos.

Ao adentrarmos neste assunto, surge uma nova controversia no que diz
respeito do proprio termo “psicrotroficos” que usualmente € tratado como sindénimo
de psicrofilos, psicrofilos facultativos e psicrotolerantes (GOUNOT, 1986; SILVEIRA;
CARVALHO; TEIXEIRA, 1998b).

A manutencdo do leite refrigerado por tempo prolongado, nas fazendas e
usinas de beneficiamento facilita a proliferacdo deste grupo de microrganismos. A
legislacdo brasileira (BRASIL, 2002), ndo estabelece parametros em relacdo a
contagem de bactérias psicrotroficas em leite cru, entretanto com base em estudos
ja realizados, é imprudente a fabricacdo de produtos a partir do leite cru com
contagem de bactérias psicrotréficas superior a 5,0x10° UFC.mL™? (MARTINS et al.,
2005). Portanto, se o leite cru € submetido a periodos de estocagem prolongados
sob-refrigeracdo, o controle de psicrotroficos na matéria prima pode ser mais
importante do que o realizado apds o processamento (COSTA, 2006).

Um estudo realizado por Pinto, Martins e Vanetti (2006) constatou que a
refrigeragcdo do leite cru, por periodos prolongados, na fonte de producdo ou na
indastria, pode comprometer a sua qualidade, considerando a possibilidade de

selecdo dos microrganismos psicrotréficos proteoliticos.
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Na propriedade rural, a refrigeracdo imediata do leite cru é universalmente
recomendada para prolongar seu tempo de armazenamento e inibir a deterioracéo
do leite por microrganismos mesofilicos. Por outro lado, salienta-se que, quanto mais
longo for o tempo de estocagem com baixas temperaturas (7°C) de um leite
apresentando alta contagem inicial de microrganismos, maiores serdo as
possibilidades de alteracdes no produto final (MARTINS et al., 2005).

Os microrganismos psicrotréficos mesmo em temperaturas abaixo de 10°C
encontram um ambiente favoravel para sua multiplicacdo, independente da
temperatura Otima de crescimento. Além disso, possuem uma ampla faixa de
temperatura de crescimento, que varia de 2°C até, aproximadamente, 30°C, sendo
25°C a temperatura otima para a maioria das espécies (FERREIRA et al., 2012).
Tem-se observado que um grande nimero de espécies consideradas restritamente
mesofilas, ja estdo sendo incluidas também entre os psicrotréficos (SHIRAI, 2010).

A presengca dos microrganismos psicrotroficos estd relacionada diretamente
com condicfes adequadas de higiene na producdo; portanto o leite produzido com
boas condigbes, normalmente ndo apresentam altas populacbes dos
microrganismos psicrotréficos quando refrigerado a temperaturas iguais ou inferiores
a 4°C, enquanto que sob condicdes de higiene ndo adequadas, o leite apresenta
uma alta contagem destes microrganismos (SANTANA; BELOTI; BARROS, 2001).

A manutencdo do leite a uma temperatura de estocagem baixa e ao seu
prolongado tempo de armazenamento proporciona uma seletiva vantagem para as
bactérias psicrotroficas, principalmente o grupo das Pseudomonas spp. (DUFOUR et
al.,, 2008; MARCHAND et al., 2009), que colonizam e multiplicam-se no leite cru por
meio da formacdo de biofiimes nos proprios tanques de expansdo, por agua
contaminada e por fragmentos de solo (SIMOES; SIMOES; VIEIRA, 2009).

1.4 PSEUDOMONAS spp. NO LEITE

As Pseudomonas spp. sdo bastonetes Gram-negativos, moveis, geralmente
aerobicos, ndo fermentadores, isto €, ndo utilizam carboidratos como fonte de
energia ou os degradam por outras vias metabdlicas que ndo a fermentacdo (MUIR,
1996).

O género Pseudomonas apresenta necessidade nutricional bastante simples

e crescem quimiorganotroficamente em pH neutro e em temperatura na faixa
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mesofiica. Uma das propriedades notaveis de muitas espécies de Pseudomonas
corresponde a variedade de compostos organicos empregados como fonte de
carbono, sendo que algumas espécies utilizam mais de 100 compostos diferentes,
enquanto apenas poucas utilizam menos de 20 (CAIXETA et al., 2012).

Consequentemente, eles estdo distribuidos nos diferentes ambientes como
solo e agua, sendo importantes como patdogenos de plantas, animais e humanos,
mas com estirpes relacionadas a promoc¢ao de crescimento de planta e biocontrole
de fitopatogenos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Segundo os estudos que utilizam métodos convencionais de cultivo para
monitorar a comunidade bacteriana do leite cru, os principais microrganismos
psicrotroficos encontrados sao representados pelos géneros gram-negativos
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Hafnia, Enterobacter, Serratia,
Alcaligenes, Burkholderia, Chromobacterium e Flavobacterium e pelos gram-
positivos Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, Lactobacillus e
Micrococcus spp. (MACHADO, 2011).

Entretanto, em leite cru mantido sob refrigeracdo, 0 mesmo tem
predominancia sobre as demais espécies presentes, tanto no leite cru quanto no
leite beneficiado, chegando a constituir mais de 75% da populagdo total
(CASSAROTTI et al., 2009).

1.4.1 PRODUCAO DE PROTEASES E LIPASES POR PSEUDOMONAS spp.

As Pseudomonas spp. podem sintetizar diferentes enzimas como proteases e
lipases. Muitas possuem capacidade de excretar pigmentos sollveis em agua, que
se difundem no ambiente. Na industria de produtos lactéos, as Pseudomonas spp.
psicrotréficas sdo as bactérias mais frequentemente associadas a deterioracdo de
leite cru armazenado em temperatura de refrigeracdo, onde P. Fluorescens é
especialmente importante (ATTITALLA et al., 2006).

As bactérias do género Pseudomonas tém sido isoladas mais frequentemente
em leite e produtos lacteos refrigerados embora possuam uma baixa
representatividade sendo 10% da microbiota do leite cru recém-ordenhado (PINTO;
MARTINS; VANETTI, 2006). Podendo chegar a 90,0 % da microbiota quando a
higiene é precaria (SAMARZIJA; ZAMBERLIN; POGACIC, 2012). Esse género

possui espécies que apresentam um curto tempo para multiplicacdo, a uma
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temperatura entre 0 e 7°C, e uma temperatura minima para multiplicacdo baixa, de
até - 10°C (PINTO; MARTINS; VANETTI, 2006), com destaque para espécies como
P. fluorescens, P. fragi, P. synxantha e P. putida. O que as torna, naturalmente, as
bactérias com maiores populacées em leites armazenados dentro deste intervalo de
temperatura (IZIDORO, 2008). Essas bactérias ttm em comum seu metabolismo no
qual, em temperaturas inferiores a 10°C predominam lipo-proteolitico, expressando-
se pela producdo enzimatica intracelular e principalmente extracelulares, muitas das
quais termotolerantes, tendo certo impasse no controle do sabor e da qualidade
geral do leite refrigerado durante seu armazenamento (CELESTINO; IYER,;
ROGINSKI, 1996).

Estas enzimas microbianas podem estar dispostas dentro das bactérias
(intracelulares), associadas a parede celular (periplasméaticas) ou serem excretadas
para o meio (extracelulares) (SANTOS; FONSECA, 2003). As enzimas intracelulares
e as associadas com a parede celular podem ser liberadas no leite no momento da
destruicdo dos microrganismos apoés a pasteurizacdo (KOHLMANN et al., 1991).

Uma importante caracterisitica dos psicrotréficos encontrados no leite e
produtos derivados € a sua capacidade de sintese, durante a fase lag, de enzimas
extracelulares que degradam os componentes do leite. Ainda que durante a
pasteurizacdo do leite a grande maioria dos psicrotroficos seja destruida, este
tratamento térmico tem pouco efeito sobre a atividade das enzimas
termorresistentes produzidas por tais microrganimos (NORNBERG, 2009).

Entre as enzimas extracelulares termorresistentes produzidas pelos
microrganismos psicrotroficos, proteases e lipases sdo as que possuem maior
impacto na qualidade do leite e derivados, recebendo atenc&o especial por parte das
industrias de laticinio (CARDOSO, 2006). Dentre os principais problemas decorrente
do alto numero de bactérias psicrotréficas podem ser destacados: geleificacdo do
leite UAT, modificacdes consisténcia e textura, sabores e odores desagradaveis nos
produtos lacteos durante a estocagem e maturacdo, rancificacdo e diminuicdo no
rendimento industrial na produgdo de queijos e reducdo da vida de prateleira dos
produtos (CASAROTTI et al., 2009).

Adams, Barach e Speck (1975) realizaram um estudo sobre a resisténcia
térmica de proteases extracelulares produzidas por Pseudomonas spp. para atingir a
destruicdo de 90% das proteases a temperatura deve ser de 72°C por 4 a 5 horas,

tratamento este considerado altamente prejudicial ao leite. Griffiths, Philips e Muir
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(1981) isolando microrganismos psicrotroficos de produtos lacteos, observaram a
resisténcia térmica de suas proteases e lipases ao tratamento térmico que era de
77°C por 17 segundos e 140°C por 5 segundos.

Segundo Datta e Deeth (2001) as proteases agem sobre a caseina liberando
o caseionomacropeptideo (CMP) acao esta, muito semelhante a quimosina (coalho)
no processo de fabricacdo de queijos. E, estas proteases possuem maior acdo sobre
a kappa-caseina(SORHAUG; STEPANIAK ,1997).

Por estar disposta na camada externa da micela de caseina, a kappa-caseina
€ a mais susceptivel ao ataque das proteases dos microrganismos, em especial por
enzimas produzidas por Pseudomonas (COUSIN, 1982). Essa proteina, ao ser
quebrada provoca desestabilizacdo da micela, levando a coagulacao do leite, e esta
alteracdo bioquimica esta relacionada com a gelatinizacdo do leite longa vida ou
UAT (LAW; ANDREWS; SHARPE, 1977; MUIR, 1996).

Cardoso (2006) verificou que durante o crescimento em leite a 4°C, muitas
especies de Pseudomonas podem produzir proteases suficientes para hidrolisar toda
a caseina disponiveis em peptideos sollveis.

Arcuri et al. (2008) em um estudo constataram que dentre uma diversidade de
géneros bacterianos psicrotréficos isolados de leite cru refrigerado, houve um
predominancia de Pseudomonas spp., € que em sua maioria produziam proteases e/
ou lipases a temperatura de refrigeracao.

A lipolise resulta da acdo de lipases (naturais e ou microbianas), enzimas que
tem a propriedade de hidrolisar os triglicerideos da gordura, liberando os é&cidos
graxos de cadeia curta (butirico, caproico, caprilico e caprico), que sdo os principais
responsaveis pelo aparecimento de odores desagradaveis no leite. A lipase natural
presente no leite é uma enzima termosensivel, facilmente destruida pelas
temperaturas de pasteurizacdo, ndo causando danos aos lipideos de um leite
manuseado e processado adequadamente (CHEN; COOLBEAR; DANIEL, 2003).
Entretanto, as lipases de origem microbianas, podem causar alteracbes na gordura
do leite apds o processamento térmico, uma vez que Sao resistentes a temperatura
de pasteurizacdo e permanecem ativas em temperaturas muito baixas (GOMES,
1988; TERNSTRON; LINDBERG; MOLIN, 1993).

A Pseudomonas fragi € evidenciada como produtora de enzima lipolitica,
sendo que consegue se multiplicar em baixas temperaturas. As lipases produzidas

pelos psicrotroficos séo resistentes a temperatura empregada no tratamento térmico
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da pasteurizacdo (72-75°C por 15-20 segundos) e no tratamento com ultra alta
temperatura (142-146°C por 4-6 segundos). Entretanto, essas enzimas possuem
grande relevancia na qualidade e na vida de prateleira de produtos lacteos como
queijos, leite UAT e creme de leite (SWAISGOOD; BOSOGLU, 1984).

No atual desenvolvimento da cadeia agroindustrial do leite, € prudente que se
faca uma andlise dos pontos criticos que podem elevar o risco de contaminacdo do
leite com microrganismos psicrotroficos (SANTOS; FONSECA, 2003)

Tendo em vista as consideracdes apresentadas, idealizou-se para o presente
estudo avaliar a qualidade microbiolégica do leite cru refrigerado no tanque de
expansao individual, obtido por ordenha manual e mecanica, nos periodos de chuva
e seca, através da contagem de microrganismos mesofilos (BRASIL, 2011a) e
psicrotroficos, e também realizar, durante a obtencdo e armazenamento do leite, o
isolamento e contagem de Pseudomonas spp. e avaliar sua capacidade lipolitica e

proteolitica.
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2. OBJETIVOS
Idealizou-se o presente estudo tendo 0s seguintes objetivos:

e Observacdo do cumprimento do padrao microbiolégico do leite cru refrigerado
obtido por ordenha mecéanica e manual, em periodo de seca e chuva,
estabelecido por lei, no momento que € coletado a granel na propriedade
rural, atraveés da contagem padrdo em placas de microrganismos aerébios
mesofilos;

e Utilizacdo da contagem padrdo em placas de microrganismos psicrotroficos
vidveis para verificacdo da qualidade do leite cru refrigerado obtido por
ordenha mecanica ou manual, em periodo de seca e chuva, no momento do
enchimento do tanque de expansdo individual e a cada 24 horas até o
momento da coleta a granel;

e Enumeracdo de Pseudomonas spp. durante a obtengcdo manual e mecanica e
armazenamento em tanque de expansdo individual na propriedade rural
produtora de leite cru refrigerado durante o periodo de seca e chuva,

e Verificacdo da atividade lipolitica e proteolitica de Pseudomonas spp. isoladas

durante a obtencdo e armazenamento de leite cru refrigerado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLHEITA DE AMOSTRAS

No presente trabalho, foram realizadas colheitas de amostras em 10
propriedades produtoras de leite cru refrigerado pertencentes a Regional agricola do
Escritério de Desenvolvimento Rural, EDR Limeira - SP, sendo 05 propriedades com
ordenha mecéanica e 05 propriedades com ordenha manual que eram providas de
tanque de expanséo individual. As colheitas foram realizadas em dois periodos do
ano; periodo seco e chuvoso, sendo colhidos em 3 diferentes momentos, em cada

propriedade e em cada periodo do ano.

3.2 PONTOS DE COLHEITA DE MATERIAL

3.2.1 Amostra de agua utilizada no manejo da ordenha

Foram colhidas em frascos esterilizados com capacidade para 500 mL e
preenchidos em 2/3 de seu volume. As mesmas foram colhidas apds escoamento da
agua por 3 minutos da torneira escoando agua, tomando-se cuidados para que a
colheita seja realizada de maneira asséptica. Os frascos, depois de identificados,

foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.

3.2.2 Suabe da mao do ordenhador antes e apds a ordenha (pool)

Foram passados suabes na superficie da palma e dorso das maos e entre 0s
dedos de cada ordenhador através de movimentos giratdrios. Imediatamente apés a
colheita, os suabes foram colocados em tubos contendo 5 mL de agua peptonada a

0,1% identificados e acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.
3.2.3 Suabe da superficie dos tetos (pool)
Foram passados suabes em toda superficie dos 4 tetos, atraves de

movimentos giratdrios, e acondicionados na forma de “pool’ a cada 10 animais.

Imediatamente apos a colheita, os suabes foram colocados em tubos contendo 5 mL
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de agua peptonada a 0,1% identificados e acondicionados em caixas isotérmicas

com gelo.

3.2.4 Suabe da superficie interna de teteiras (ordenha mecéanica) ou suabe

do balde (ordenha manual) antes e apés a ordenha (pool)

Foram passados suabes na superficie interna das 4 teteiras, de todos os
conjuntos de ordenha, ou na face interna de todos os baldes através de movimentos
giratérios. Imediatamente apds a colheita, os suabes foram colocados em tubos
contendo 5 mL de agua peptonada a 0,1% identificados e acondicionados em caixas

isotérmicas com gelo.

3.2.5 Suabe da superficie interna do tanque de expanséo antes da ordenha

Foram passados suabes na superficie interna dos tanques ainda vazios
através de movimentos giratérios. Imediatamente ap6s a colheita, os suabes foram
colocados em tubos contendo 5 mL de agua peptonada a 0,1% identificados e

acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.

3.2.6 Amostra de leite do tanque de expansdo no momento do completo

enchimento e imediatamente antes do carregamento para o laticinio

Foram colhidas de torneiras localizadas na extremidade inferior do tanque,
com os devidos cuidados de assepsia, e acondicionados em frascos de vidro
esterilizados em quantidade aproximada de 500 mL. Os frascos, depois de
identificados, foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo.

Para a realizacdo das analises microbioldgicas as amostras foram levadas ao
Laboratério Multiusuario de Saude Animal e Seguranca Alimentar (LMSAPSA) da

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — USP.
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3.3 CONTAGEM PADRAO EM PLACAS DE MICRORGANISMOS AEROBIOS
MESOFILOS (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS - ABNT,
1991)

Primeiramente foram preparadas as diluicbes das amostras de leite;
pipetando-se assepticamente 25 mL da amostra, e transferindo para um frasco tipo
Erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada a 0,1% esterilizada (diluicdo 107y
a partir desta diluicdo, foram preparadas diluicdes decimais até 10°, empregando-se
0 mesmo diluente.

Posteriormente 1 mL de cada diluicdo sera depositado no fundo de placas de
Petri esterilizadas em duplicata. Em seguida, foram adicionadas de 15 a 17 mL de
agar padrdo fundido e resfriado a temperatura em torno de 45°C. Ap6s a
homogeneizacdo e solidificacdo do agar em temperatura ambiente, as placas foram
incubadas a 35°C por 48 horas para contagem de microrganismos heterotroficos
mesofilos. As contagens foram realizadas em contador de coldnias, segundo técnica
padrdo, em placas com 25 a 250 colénias. A média do numero das colénias
contadas nas placas em duplicata, multiplicado pelo fator de diluicdo das placas
correspondentes, fornecera o nimero de microrganismos heterotroficos mesoéfilos

por mililitro da amostra.

3.4 CONTAGEM PADRAO EM PLACAS DE MICRORGANISMOS
PSICROTROFICOS VIAVEIS (AMERICAN PUBLIC HEALTH ASSOCIATION -
APHA, 2001)

Para contagem de microrganismos psicrotréficos, foram adicionados de 15 a
17 mL de &gar padrdo fundido e resfriado a temperatura em torno de 45°C nas
placas de Petri. Apés a solidificacdo do agar em temperatura ambiente, foram
adicionados e espalhados, com o auxiio de uma alca de Drigalski, 0,1 mL de cada
diluicdo. Em seguida as placas foram incubadas a 7°C por 10 dias. Essas
determinacdes foram realizadas em duplicata.

As contagens foram realizadas em contador de colénias, segundo técnica
padrdo, preferencialmente em placas com 25 a 250 unidades formadoras de

colénias. A média do niumero das colbnias contadas nas placas em duplicata foi
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multiplicado pelo fator de diluicdo das placas correspondentes e posteriormente

multiplicados por 10, pois foi utilizado apenas 0,1 mL de cada diluic&o.

3.5 ENUMERACAO DE PSEUDOMONAS spp. (COUSIN; BRAMLEY, 1981)

Para enumeracdo de Pseudomonas spp, sera utilizado o meio de cultura
Pseudomonas Agar Base (CM 559- Oxoid), com adicdo de suplemento (CFC-
SR103-Oxoid). Para tal, 0,1mL de cada amostra, apés diluicdes decimais (até 10 )
em agua peptonada a 0,1%, serd semeada em superficie no meio de cultura com o
auxilio de alca de Drigalski, e incubadas a 28°C durante 48 horas e posteriormente

contadas em contador de col6nias e multiplicado pelo fator de diluicdo da placa.

3.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA E PROTEOLITICA DE
PSEUDOMONAS spp. (BEERENS; LUQUET, 1990)

As colbnias isoladas na enumeracdo de Pseudomonas spp. foram submetidas
a avaliacdo da atividade lipolitica utilizando-se o agar Tributirina (adgar padrao para
contagem suplementado com 1% de tributirina). Ap6s a semeadura, 0s meios foram
incubados a 28°C por 5 dias.

Para atividade proteolitica os isolados foram semeados em Agar Leite (Agar
padrdo para contagem suplementado com 1% de leite em pd desnatado), com
posterior incubacdo do meio a 28°C por 24-48 horas. Nos dois ensaios realizados, a
interpretacdo dos testes positivos sera verificada por meio de formacdo de halos

transparentes ao redor das colonias formadas.
3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Para avaliacdo das populagcbes de Pseudomonas spp., mesofilos e
psicotroficos, segundo os diferentes tipos de ordenha e periodos do ano, foi utilizada
a metodologia de Modelo Linear Geral. Conforme recomendagbes de Banzatto e
Kronka (2006), para avaliacdo das populacbes destes microrganismos nas
amostras, utilizou-se a transformagdo de escala “logaritmo natural do numero de

UFC+1” (LN_UFC), procedendo-se a andlise de variancia. As andlises foram
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realizadas por meio do procedimento PROC MIXED do programa Statistical Analysis

System, versao 9.1.3. (SAS, 2005). Nestas analises foi adotado o seguinte modelo:
Yik =p+ Ti+Ej+ TEj + Py + e
Em que,

Yiix = valor observado para o nimero de unidades formadoras de colonia em

escala transformada na propriedade k , ho periodo do ano j, e com tipo de ordenha i;
u = constante inerente a todas observacgdes;

T, = efeito fixo do i-ésimo Tipo de Ordenha, sendo i = 1(mecéanica) ou 2

(manual);
E; = efeito fixo da j-ésima Periodo do Ano, sendo j = 1 (Seca) ou 2(Chuva);

TEj = efeito da interacdo dupla entre o Tipo de Ordenha i com o Periodo do

Ano j;
P\ = efeito aleatério da Propriedade de avaliacdo, suposto NID (0, o%p):

ejk = efeito aleatorio residual associado ao nimero de unidades formadoras
de colénia em escala transformada na propriedade k , no Periodo do Ano |, € com
tipo de ordenha i, suposto NID (0, o?p).

Quando a populacdo de microrganismos ocorreu apenas em um periodo, foi
retirado este efeito do modelo estatistico acima descrito. O mesmo ocorreu quando
foram detectados apenas de microrganismos presentes em um unico periodo do
ano.

Para avaliacdo da presenca ou auséncia de microrganismos com atividade
Lipolitica ou Proteolitica, segundo os diferentes tipos de ordenha e periodo do ano,
foi utiizada a metodologia de Modelo Linear Generalizados pressupondo distribuicao
Binomial e funcdo de ligacdo logistica. As andlises foram realizadas por meio do
procedimento PROC GLIMMIX do mesmo programa acima descrito, adotando-se o

seguinte modelo:

Yik =n(X) + p+ T+ Ej+ TEj+ Py + eix
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Em que,

Yia = porcentagem de incidéncia de microrganismos com atividade Lipolitica ou

Proteolitica na propriedade k , no Periodo do Ano |, e com tipo de ordenha i;

n = funcdo de ligagdo logistica que relaciona a varidvel binomial ao

componente sistematico do modelo;
u = constante inerente atodas observacoes;

T, = efeito fixo do i-ésimo Tipo de Ordenha, sendo i = 1(mecéanica) ou 2

(manual);
E; = efeito fixo da j-ésima Periodo do Ano, sendo j = 1 (Seco) ou 2 (Chuvoso);

TE;j = efeito da interacdo dupla entre o Tipo de Ordenha i com o Periodo do

Ano |;
P\ = efeito aleatério da Propriedade de avaliacdo, suposto NID (0, o%p):

ejx = efeito aleatorio residual associado a propriedade k , no Periodo do Ano j, e com
tipo de ordenha i.
Quando a atividade lipolitica ou proteolitica ocorreria apenas em um periodo,
foi retirado este efeito do modelo estatistico acima descrito. O mesmo ocorreu
quando foram detectados apenas de atividade presente em um Unico periodo do

ano.
3.8 DADOS METEOROLOGICOS

Os dados foram obtidos na estacdo meteorolégica do Campus de
Pirassununga da USP, durante o periodo experimental. No periodo da chuva, a
temperatura minima foi de 11,4°C, maxima 36,3°C e a temperatura média de
24,12°C com uma precipitagdo pluviométrica de 727,8mm e 74,15% de umidade
relativa no ar. No periodo da seca, a temperatura minima foi de 4,7°C, maxima
35,1°C e a temperatura média de 20,09°C com uma precipitacdo pluviométrica de

132,2mm e 71,39% de umidade relativa no ar.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo apresentadas as médias das popula¢cdes dos microrganismos
mesofilos das amostras oriundas de propriedades com ordenha manual ou mecanica
nos distintos periodos, sendo chuva e seca e em diferentes horas de
armazenamento 0, 24, 48, 72 e 96 horas para a ordenha manual e 0, 24 e 48 horas
para a ordenha mecanica. Foi observada uma populacdo inicial de 1,52x10°
UFC.mL? e 1,55%10° UFC.mL™* no perfodo da chuva e seca respectivamente e apds
96 horas de armazenamento 2,21x10® UFC.mL™ no periodo da chuva e de 6,96x10°
UFC.mL™? no periodo da seca para a ordenha manual e, para o tipo de ordenha
mecanica, as médias das populacdes no periodo da chuva, iniciaram em 3,87x10°
UFC.mL? e no momento da colheita do leite pelo laticinio, ap6és 48 horas de
armazenamento, estava com 5,31x10®8 UFC.mL™’. J4 no periodo da seca, a
populacdo inicial foi de 1,14x10° UFC.mL' e também ap6és 48 horas de
armazenamento foi de 1,27x10° UFC.mL™.

Tabela 1. Médias das popula¢cbes dos microrganismos mesdfilos em amostras de leite cru
refrigerado, oriundo de propriedades com ordenha manual ou mecanica comparando
periodo da chuva e seca com horas de armazenamento. As colheitas foram realizadas em
propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento
Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Mesoéfilos UFC.mL™

Horas de Manual Mecanica
armazenamento Chuva Seca Chuva Seca
0 1,52x10° Ab 1,55x10° Ba 3,87x10° Ab 1,14x10° Ba
24 2,67x10" Aa 2,05x10° Ba 9,82x10° Aa 1,77x10° Ba
48 2,98x10" Aa 1,64x10° Ba 5,31x10° Aa 1,27x10° Ba
72 1,19x10° Aa 3,86x10° Ba - - - -
96 2,21x10° Aa 6,96x10° Ba - - - -

Letras MailUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e seca por ordenha. Se diferentes, séo significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando as diferentes horas
de armazenamento. Se diferentes, sdo significativos a P<0,05.

- Dados inexistentes. Fonte: Propria autoria.

Através dos resultados demonstrados na Tabela 1, observou-se que houve
diferenca estatisticamente significativa entre as médias das populacbes dos
microrganismos mesofilos apenas entre o leite recém-ordenhado para 24 horas de
armazenamento no periodo da chuva na ordenha manual; ndo havendo diferenca

entre as demais horas de armazenamento do leite cru refrigerado, porém, houve
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diferenca estatisticamente significativa entre as médias das populacbes dos
microrganismos mesofilos entre o periodo da chuva e da seca em todas as horas de
armazenamento, sendo \verificada a maior média das populacdes dos
microrganismos meséfilos (2,21x108 UFC.mL™) no periodo da chuva. Com 96 horas
de armazenamento também ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre as
médias das populacdes dos microrganismos mesofilos nas diferentes horas de
armazenamento entre o periodo da chuva e seca nas amostras de leite de
propriedades providas de ordenha mecanica, e, igualmente a ordenha manual, as
maiores médias (5,31x10% UFC.mL™) foram observadas na ordenha mecanica no
periodo da chuva apds 48 horas de armazenamento.

A IN 62 (BRASIL, 2011a) atual legislacdo brasileira regulamenta a qualidade
do leite cru refrigerado, e estabelece um limite para popula¢cdes dos microrganismos
mesdfilos de 3,0x10° UFC.mL™?, e no méaximo 48 horas de armazenamento deste
leite na propriedade rural, assim sendo, até este tempo de estocagem, a populacdo
verificada no periodo da seca na ordenha manual (Tabela 1) encontra-se de acordo
com o estabelecido, porém gquando ultrapassa as 48 horas de armazenamento, a
populacdo de microrganismos mesofilos vai além dos padrdes estabelecidos (IN 62)
tanto no periodo da chuva quanto da seca. Tal fato, reafirma o constatado por
Ribeiro Neto et al. (2012), pois os autores verificaram uma relacdo inversamente
proporcional entre o tempo de estocagem e a qualidade do leite.

No periodo da chuva ainda na ordenha manual, as médias das populactes
dos microrganismos meséfilos apresentaram-se superiores (1,52x10° UFC.mL™?) ao
limite méaximo estabelecido pela IN 62 (3,0x10° UFC.mL™) logo ap6s sua obtencao,
demostrando falhas nas condi¢des higiénicas.

As maiores médias de populacdes de microrganismos mesofilos, foram
evidenciadas no periodo da chuva aumentando em dois ciclos logs a populagéo,
provavelmente em virtude dos elevados indices pluviométricos que ocorrem no
periodo com um acumulado de 727,8mm de agua. Em trabalho semelhante, Ribeiro
Neto et al. (2012), ao avaliarem leite ap6s 48 horas de armazenamento oriundos de
propriedades na regido Nordeste do pais, encontraram populacdes dos
microrganismos meséfilos no periodo da chuva de 1,33x10° UFC.mL? e no periodo
da seca de 9,12x10° UFC.mL™, valores estes que apesar de estarem altos, ainda
sao menores que os encontrados no presente trabalho, pois, na ordenha manual, a

populacdo ja iniciava-se com médias das populacdes de 1,52x10° UFC.mL™ (chuva)
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e 1,55x10° UFC.mL? (seca) sendo um indicativo das condicbes inadequadas de
higiene na obtencao do leite.

Ainda, sobre o leite no periodo chuvoso, Bueno et al. (2008) verificaram que
86,49% das variacGes da contagem bacteriana total tem relacdo com as variacdes
na precipitagdo pluviométrica total considerando-se o volume acumulado de
238,7mm no periodo da chuva e 17,4mm no periodo da seca, e relata que contagem
bacteriana total acima de 1,0x10° UFC.mL? indica falhas de higiene no processo
produtivo, enquanto resultados inferiores a 2,0x10* UFC.mL™ sdo decorrentes de
boas préaticas de higiene, e, afirmam ainda que todo produtor deveria se esforcar
para produzir leite com contagens inferiores a 1,0x10* UFC.mL™. Logo, no presente
trabalho, populacbes superiores ao estabelecido na legislacéo, ja foram verificadas
no leite logo apdés a obtencdo (0 hora) no periodo da chuva para a ordenha
mecanica o que pode sugerir que boas praticas de higiene na obtencdo do leite
estdo sendo omitidas, e que com o passar das horas de armazenamento, a
qualidade tende somente ao declinio. Apesar da ordenha ser mecéanica, as médias
das populagdes dos microrganismos mesofilos verificadas foram maiores que as
verificadas na ordenha manual, demonstrando que o manejo de ordenha é muito
importante, independentemente do tipo.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) e Bueno et al. (2008) relataram que a
contaminagdo elevada em leite cru refrigerado pode originar-se também dos
residuos de leite presentes nas superficies dos equipamentos que constituem
nutrientes para a multiplicacdo bacteriana que contaminam o produto em etapas
subsequentes do processamento. Além do mais, o contato do leite com os tetos,
animais sujos, ambientes inadequados de producdo, falhas na velocidade de
resfriamento do leite e leite proveniente de animais com mastite também podem
resultar em contagens microbianas elevadas.

No presente estudo, foi possivel a identificacdo de falhas na obtencdo do leite
nas propriedades providas de ordenha mecanica, falhas estas que podem elevar a
populagdo de microrganismos mesofilos a niveis criticos comprometendo a
qualidade microbiolégica do leite e seus derivados. Uma falha encontrada com
grande impacto sobre a contaminag&o do leite foi a auséncia de filtro de linha para a
retencdo de contaminantes fisicos e consequentemente a reducdo de contaminantes

biolégicos.
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Em todas as propriedades com ordenha mecénica, o sistema de producao
das vacas leiteiras era confinado e por si so, devido alta taxa de lotacdo que o
sistema possibilita, acaba aumentando o acumulo de dejetos e sujidades nos
animais, se o0 mesmo nado for bem manejado. Quando se faz uso deste tipo de
instalacdo, o recomendado é realizar a remo¢do destes dejetos diariamente e o
mesmo ndo era praticado conforme o recomendado, ficando os animais em areas
sujas e desta maneira, 0 animal chegava a sala de ordenha para ser ordenhado em
condicbes desfavoraveis quanto a higiene do Ubere e tetos. No periodo da chuva, a
complexidade da situacdo ainda aumenta porque o0s animais ficam sem alternativa
para deitar e descansar, pois na area externa das instalacdes existia muito barro.
Bueno et al. (2008) validaram esta informacdo ao afirmarem que o periodo das
chuvas favorece o aumento da contaminacdo ambiental, o0 acuUmulo de lama nas
instalacées e a maior ocorréncia de tetos sujos no momento da ordenha.

Em algumas propriedades, a instalacdo onde as vacas em lactagao
permaneciam era do tipo Freestall, esta, por sua vez, quando manejada da forma
correta, proporciona bem estar aos animais tendo como consequéncia um
incremento de producgdo de leite, e, 0os animais permaneciam mais limpos e com um
menor desafio para obtencdo do leite com reduzida carga microbiana. Contudo,
verificou-se também que as camas, estavam abaixo do nivel necessario permitindo
desta maneira que as vacas realizassem as necessidades fisiologicas no interior da
mesma tornando a cama um potencial ponto para elevacdo da contagem bacteriana
total e maior incidéncia de mastite no rebanho.

A forma que algumas propriedades realizavam pré-dipping era ineficiente,
pois 0s animais ja chegavam na sala de ordenha com os tetos sujos e simplesmente
lavavam os tetos com jatos de agua corrente e sem tratamento, que também
respingava no Ubere da vaca, ap6s o ato de lavar o teto o ordenhador secava
somente o0 teto do animal, e o Ubere ainda continuava molhado. Em alguns
momentos, escorria agua do Ubere para o interior da teteira carreando desta
maneira grande quantidade de microrganismos podendo colaborar com o aumento
da populacdo de mesdfilos.

Outro motivo que pode elevar a contagem bacteriana total do leite é a
realizacdo inadequada da limpeza do sistema de ordenha onde circulavam as
solugbes de limpeza em concentragcbes muito abaixo do recomendado, solucdo em

temperatura ambiente e com um tempo reduzido de circulacdo da mesma. Também



36

antes de realizar uma nova ordenha, ndo era realizada a sanitizacdo do
equipamento.

Comparando-se as médias das populacdes dos microrganismos mesofilos
obtidas entre as diferentes horas de armazenamento no periodo da chuva, existe
apenas uma diferenca entre o leite logo ap6s a obtencdo para 24 horas de
armazenamento, podendo ser sugestivo de alta populacdo inicial e refrigeracéo
marginal do leite e favorecendo os microrganismos mesofilos.

Durante o periodo de colheita das amostras, no periodo seco, as médias das
populacbes dos mesofilos estavam dentro do estabelecido pela IN 62 (BRASIL,
2011a), porém no limite maximo, tal fato € favorecido ndo pela adocdo de boas
praticas de manejo e sim pelo periodo seco onde teve baixa umidade com um
acumulado de apenas 132mm de chuva, condicdo estd desfavoravel ao
desenvolvimento microbiano.

Na tabela 2, estdo apresentadas as médias das populacdes dos
microrganismos mesofilos, comparando os dois tipos de ordenha (manual e
mecéanica) nos periodos (chuva e seca) tendo como populacdes minimas no periodo
da chuva para a ordenha manual de 1,52x10° UFC.mL? e méaxima de 2,98x10’
UFC.mL?, j& na ordenha mecanica, as populacdes minimas foram de 3,87x10°
UFC.mL? e maxima de 5,31x10® UFC.mL™. No periodo da seca as médias das
populagbes dos microrganismos mesofilos para a ordenha manual foram com
minima de 1,55x10°> UFC.mL™? e maxima de 1,64x10°> UFC.mL™. J& o verificado na
ordenha mecanica foi populacdo minima de 1,14x10° UFC.mL™' e méaxima de
1,27x10° UFC.mL™.

Tabela 2. Médias das populacdes dos microrganismos mesofilos em amostras de leite cru
refrigerado armazenado durante 48 horas, oriundo de propriedades com ordenha manual ou
mecanica comparando periodo com o tipo de ordenha. As colheitas foram realizadas em
propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento
Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Meséfilos UFC.mL™

Horas de Chuva Seca
armazenamento MANUAL MECANICA MANUAL MECANICA
0 1,52x10° A 3,87x10° A 1,55x10° A 1,14x10° A
24 2,67x10" B 9,82x10° A 2,05x10° A 1,77x10° A
48 2,98x10" A 5,31x10° A 1,64x10° A 1,27x10° A

Letras MailUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando ordenha manual e
mecanica por periodo. Se diferentes, sado significativos a P<0,05; Fonte: Propria autoria.
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Na Tabela 2, onde é comparado os dois tipos de ordenha (manual e
mecanica) nos periodos (chuva e seca), foi encontrado apenas diferenca
estatisticamente significativa no leite com 24 horas de armazenamento no periodo
da chuva.

Tal fato, difere dos relatados por Simoni et al. (2013) que verificaram em seus
estudos realizados em 12 municipios da regido Oeste do Estado de Santa Catarina
— SC, envolvendo propriedades especializadas (ordenha mecéanica), semi—
especializada e ndo especializadas que apresentaram significativa reducdo da
contagem bacteriana total, tendo uma populacdo de 3,33x10°> UFC.mL™* no nivel ndo
especializado, 9,67x10° UFC.mL* no semi—especializado e 7,77x10* UFC.mL™ para
o nivel especializado. Logo, nas propriedades especializadas, a atividade leiteira
apresenta maior importancia econémica, inferindo maiores estimulos ao produtor a
adotar melhores préaticas de higiene na ordenha.

Analisando os dados deste trabalho a ordenha manual no periodo da chuva
100% das amostras estavam acima do limite estabelecido (3,0x10°UFC.mL ™) pela
IN 62. Ja a ordenha mecéanica no mesmo periodo, 13,33% estavam de acordo e
86,67% das amostras analisadas estavam em desacordo com a legislagao vigente.

Na ordenha manual, o0 manejo de manter o bezerro junto a vaca nos
momentos que antecedem a ordenha, pode favorecer a menor populacdo destes
microrganismos e, também ao término da ordenha para que proceda com o repasse
no leite residual, promovendo desta maneira, pequena probabilidade da vaca ser
acometida com mastite.

Sabe-se que o0s agentes etioldgicos Streptococcus agalactiae e Streptococcus
uberis comumente isolados em casos de mastite podem elevar exponencialmente a
contagem bacteriana total do leite no tanque de expansdo Martins et al. (2008);
ainda que os animais menos especializados para a producao leiteira empregado
neste sistema de ordenha, sdo menos sensiveis a tal entidade nosoldgica.

O sistema extensivo de criacdo destes animais, utilizado nas propriedades
com ordenha manual, favorece as menores populagbes bacterianas no periodo da
chuva por possuir maiores areas para descanso e menos lama, deixando-os mais
limpos e descansados para o momento da ordenha.

No periodo da seca, ndo foi observado diferenca estatisticamente significativa
entre as meédias das populagdes dos microrganismos mesofilos obtidos no leite

obtidos através dois diferentes tipos de ordenha. Observa-se que as medias das
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populacBes dos microrganismos mesofilos obtido no periodo da seca, séo inferiores
a um ciclo log entre as médias das populacbes dos microrganismos mesofilos no
periodo da chuva, caracteristicas sugestivas de reducdo da umidade relativa do
ambiente (chuva 93% e na seca 16%), reducdo da temperatura maxima (chuva
36,3°C e seca 35,1°C) e a temperatura minima (chuva 11,4°C e seca 4,7°C).

Na ordenha mecanica ainda no periodo da chuva, comparando o leite recém-
ordenhado com o leite ap6s 24 horas de armazenamento, verificou-se um
incremento nas populacbes destes microrganismos, e de 24 para 48 horas de
armazenamento, foi verificado um pequeno decréscimo nestas populacées.

No periodo seco, houve um aumento nas porcentagens de amostras que
estavam de acordo com a IN 62, onde, na ordenha manual foi de 33,33% das
amostras com populacées de acordo e 66,67% das amostras em desacordo com o
estabelecido pela IN 62; enquanto que na ordenha mecanica, 53,33% das amostras
estavam de acordo e 46,67% das amostras em desacordo com o estabelecido.

Quando se computa os dados por periodo, sem diferenciar o tipo de ordenha,
observa-se que na chuva 6,67% das amostras analisadas estavam de acordo e
93,33% das amostras estavam em desacordo com o estabelecido enquanto que na
seca 43,33 % das amostras estavam de acordo e 56,67% das amostras estavam em
desacordo com o estabelecido. E evidente que nos dois periodos (chuva e seca)
tinham amostras fora do estabelecido, pois no periodo da chuva, esta porcentagem
foi bem superior.

Na Tabela 3, estdo apresentadas as médias das populacbes de
microrganismos psicrotroficos, verificadas nos dois periodos (chuva e seca) em
diferentes horas de armazenamento e leite oriundos de propriedades com ordenha
manual ou mecanica. As maiores médias de microrganismos psicrotréficos para a
ordenha manual, ocorreram no periodo da chuva com 48 horas de armazenamento
com populacdo de 1,49x10° UFC.mL™' e a menor média verificada foi também no
mesmo periodo logo apds a obtencdo com uma populagéo de 1,48x10* UFC.mL™.
Na ordenha mecénica as menores meédias das populacbes de microrganismos
psicrotréficos foram de 8,74x10° UFC.mL™?* e méaxima de 3,46x10° UFC.mL™? para o
periodo da chuva. Ja no periodo da seca, foram encontradas as maiores médias das
populacdes de microrganismos psicrotroficos de 1,66x10* UFC.mL™* e menores

médias das populacdes de 7,67x10° UFC.mL™.
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Tabela 3. Médias das popula¢cfes de microrganismos psicrotréficos em amostras de leite cru
refrigerado armazenado durante 48 horas, oriundo de propriedades com ordenha manual ou
mecanica comparando periodo da chuva e secacom horas de armazenamento. As colheitas
foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritorio de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de
2014.

Psicrotréficos UFC.mL™

Horas de Manual Mecanica
armazenamento Chuva Seca Chuva Seca
0 1,48x10" Ab 1,49x10" Aa 8,74x10° Ab 8,32x10° Aa
24 6,05x10* Aab 2,86x10* Aa 4,33x10" Ab 1,66x10" Aa
48 1,49x10° Aa 4,24x10* Aa 3,46x10° Aa 7,67x10° Ba

Letras MaiUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e secapor ordenha. Se diferentes, séo significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando as diferentes horas
de armazenamentos. Se diferentes, s&o significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Conforme o verificado na Tabela 3, ocorreram apenas diferenca
estatisticamente significativa entre as médias das populacdes de microrganismos
psicrotroficos verificadas nas amostras oriundas da ordenha manual no periodo da
chuva entre 0 e 48 horas de armazenamento do leite cru refrigerado, ndo ocorrendo
0 mesmo no periodo da seca. Quando as comparacdes séo realizadas entre as
médias das populacdes obtidas nos periodos (chuva e seca), ainda na ordenha
manual com 0, 24 e 48 horas de armazenamento do leite cru refrigerado, néo
ocorreu nenhuma diferenga estatisticamente significativa.

Na ordenha mecanica, pode-se verificar que houve diferenca estatisticamente
significativa entre as médias das populacdes obtidas entre periodos (chuva e seca),
apenas apos 48 horas de armazenamento e, no periodo da chuva entre 0 e 24 horas
de armazenamento ndo diferem entre si, mas possuem diferenga estatisticamente
significativa com 48 horas de armazenamento, onde teve um aumento na populacao
destes microrganismos.

Ainda podemos observar nesta tabela que em ambas as ordenhas e periodos,
as médias das populacdes iniciais de microrganismos psicrotroficos foram inferiores
guando comparadas com os microrganismos mesofilos (Tabela 1). Segundo Vidal-
Martins et al. (2005), as populagbes encontradas, estdo intimamente relacionadas
como grau de contaminacao inicial e com o bindmio tempo x temperatura em que 0
leite permanece desde a ordenha até o processamento. Existe influéncia dos
periodos do ano na carga microbiana presente no leite cru, também com relacdo as

boas praticas de producdo, manejo na propriedade rural, localizacdo geografica,
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temperatura de armazenamento do leite e distdncia do transporte entre a
propriedade rural e o local de beneficiamento.

O ambiente exerce grande influéncia sobre a contaminacdo do leite podendo
favorecer mais um grupo de bactérias ou outro. Com o advento da refrigeracédo do
leite nas propriedades rurais e com O objetivo de melhorar a qualidade
microbiolégica do leite, ocorreu uma pressdo de selecdo favorecendo os
microrganismos psicrotréficos. Estes microrganismos produzem enzimas lipolitica
e/ou proteolitica que desenvolvem defeitos a longo prazo na producédo de leite UAT,
sabores indesejaveis e queda do rendimento de queijos conforme descrito por Vidal-
Martins et al. (2005).

Na Tabela 4 estdo apresentadas as medias das populacbes de
microrganismos psicrotréficos nos dois periodos (chuva e seca) na ordenha manual,
onde se verificou as menores médias das populacbes de microrganismos
psicrotréficos de 1,45x10* UFC.mL™? no periodo da chuva logo apés a obtencdo e
méaxima de 1,27x10° UFC.mL™? com 96 horas de armazenamento. Para o tempo
maximo de armazenamento do leite cru refrigerado na propriedade rural (48 horas)
segundo a IN 62 (BRASIL, 2011a) foi verificada média destas populacbes de
1,57x10° UFC.mL™?, no periodo da chuva, e, para o periodo da seca verificou-se a
menor média das populacées de microrganismos psicrotréficos sendo 1,49x10*
UFC.mL? logo apés a obtencdo e, maxima de 2,83x10° UFC.mL™* ap6s 96 horas de
armazenamento. Para o tempo maximo de armazenamento do leite cru refrigerado
na propriedade rural (48 horas) segundo a IN 62 (BRASIL, 2011a) foi verificada uma

média de 4,91x10% UFC.mL™ para populacdo de microrganismos psicrotréficos.



41

Tabela 4. Médias das populagfes de microrganismos psicrotréficos em amostras de leite cru
refrigerado armazenado durante 96 horas oriundas de propriedades com ordenha manual
comparando periodo da chuva e seca com horas de armazenamento. As colheitas foram
realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritorio de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de
2014.

Psicrotroficos UFC.mL™

Horas de
Armazenamento Chuva Seca
0 1,45x10" Ac 1,49x10* Ab
24 5,92x10" Abc 2,86x10" Aab
48 1,57x10° Aab 4,91x10* Aab
72 8,63x10° Aa 9,00x10* Bab
96 1,27x10° Aa 2,83x10° Aa

Letras MailUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e seca. Se diferentes, sao significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando as diferentes horas
de armazenamentos. Se diferentes, sao significativos a P<0,05. Fonte: Prépria autoria.

Na Tabela 4, pode-se verificar que no periodo da chuva houve diferenca
estatisticamente significativa entre a hora 0 em relacédo a 48, 72 e 96 horas de
armazenamento e o leite apdés 24 horas de armazenamento foi diferente
estatisticamente do leite apds 72 e 96 horas de armazenamento.

No periodo seco, pode-se verificar que ocorreram diferencas estatisticamente
significativas no leite apds a obtencdo para o leite com 96 horas de armazenamento,
ndo inferindo nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre as demais horas
de armazenamento.

Observa-se que as amostras de leite logo no inicio ja apresentaram elevadas
meédias das populacdes de microrganismos psicrotréficos tanto no periodo da chuva
guanto no periodo da seca. No periodo da chuva, pode—se observar que este tipo de
microrganismo foi favorecido pela maior dificuldade higienizagdo dos tetos dos
animais. Somando-se a este fator, as instalacbes sdo mais precarias e proporcionam
menor controle higiénico. Em varias propriedades, ndo havia agua tratada e nem em
volume suficiente para higienizacdo correta dos tetos dos animais, utensilios e
tanque de expanséo.

O Ministério da Saude publicou a Portaria N° 2.914 de 12 de Dezembro de
2011 (BRASIL, 2011b) onde determina que agua para 0 consumo, producdo e
elaboracéo de alimentos, deve ser clorada e atender os requisitos de potabilidade. E
€ considerado como um ponto critico perante IN 62 (BRASIL, 2011a) a qualidade

microbiolégica da agua utilizada na limpeza e sanitizacdo de equipamentos e
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utensilios em geral de ordenha a obtencdo do leite, exigindo desta maneira a
cloracdo da mesma.

As médias das populacbes de microrganismos psicrotréficos encontradas no
presente estudo para a ordenha manual no periodo da chuva apdés 48 horas de
armazenamento, foram de 1,57x10°> UFC.mL™? e populagbes semelhantes foram
encontradas por Silva et al. (2010) onde realizaram seus estudos no Sudoeste
Goiano no periodo da chuva verificando populacdes médias de 3,0x10° UFC.mL™.

Quando o leite permanece refrigerado na propriedade rural por mais de 48
horas, esta populacdo chega a limites onde a producdo de enzimas microbianas
(proteases e lipases) podem comprometer a qualidade dos derivados lacteos, Vidal-
Martins et al. (2005) descreveram que as atividades enzimaticas das bactérias
psicrotréficas passam a ter grande importancia quando a contagem ultrapassa 10°
UFC.mL™.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) e Nornberg, Tondo e Brandelli (2009)
contextualizaram ser imprudente a utilizacdo de leite com populacbes acima de
5,0x10° UFC.mL?. Arcuri et al. (2008) e Norberg, Tondo e Brandelli (2009)
afirmaram que a atividade metabolica (producdo de enzimas termo resistentes)
destas bactérias resultam em alteragcbes como a alteracdo do sabor e odor do leite,
gelatinizacdo do leite UAT, perda de consisténcia na formacdo do coagulo para a
fabricacdo de queijo, limitando desta maneira a vida de prateleira dos produtos
lacteos.

Na Tabela 5, estdo apresentadas as médias das populagbes dos
microrganismos psicrotréficos verificando a comparacdo entre as ordenhas
mecanica e manual com os periodos da chuva e seca. Foram verificadas
populacdes maximas de 3,46x10° UFC.mL™' na ordenha mecanica e 1,49x10°
UFC.mL?! na manual e, minima de 8,74x10° UFC.mL' e 1,48x10* UFC.mL™,
respectivamente, para o periodo da chuva. Ja no periodo da seca, as populacdes
minima verificada na ordenha manual, foram de 1,49x10* UFC.mL? e 8,32x10°
UFC.mL? na mecanica e, maximas de 4,24x10 * UFC.mL™ na manual e 7,67x10°

UFC.mL™* na mecanica.
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Tabela 5. Médias das populages de microrganismos psicrotroficos em amostras de leite cru
refrigerado armazenado durante 48 horas oriundo de propriedades com ordenha manual ou
mecanica comparando periodo da chuva e seca e ordenha manual e mecénica. As colheitas
foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritdrio de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de
2014.

Horas de Tipo de Psicrotréficos UFC.mL™
armazenamento ordenha Chuva Seca
. Manual 1,48x10° Aa 1,49x10* Aa
Mecanica 8,74x10° Aa 8,32x10° Aa
24 Manual 6,05x10" Aa 2,86x10* Aa
Mecanica  4,33x10° Aa 1,66x10" Aa
48 Manual 1,49x10° Aa 4,24x10* Aa
Mecanica  3,46x10° Aa 7,67x10° Ab

Letras MailUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e seca. Se diferentes, sao significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando tipos de ordenha. Se
diferentes, sé&o significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa apenas no periodo
seco e, também apenas entre as médias das populacbes de microrganismos
psicrotroficos das amostras oriundas na ordenha mecanica com 48 horas de
armazenamento.

Provavelmente, com 48 horas de armazenamento do leite obtido por ordenha
mecanica, que diferiu da ordenha manual, pode estar relacionado com a boa
qualidade microbiolégica da dgua de abastecimento das propriedades leiteiras com
sistema de ordenha mecanizado, sanitizacdo do sistema antes do inicio da ordenha
e com arealizacdo do pré-dipping.

Nao se pode descartar também o fato que na ordenha mecanica, realizava
duas ordenhas por dia, aumentando a sobreposicdo de ordenha, mantendo a
temperatura de armazenamento do leite mais oscilante desfavorecendo os
microrganismos psicrotroficos.

No presente trabalho, as médias das populacbes de microrganismos
psicrotréficos, ficaram entre 102 e 10’ UFC.mL™! muitas das amostras apresentaram
populacdes iguais ou inferiores a 1,0x10° UFC.mL™, o que corrobora com as
populacées encontradas por Arcuri et al. (2008) que realizaram colheitas em 23
tanques individuais e 20 tanques comunitarios localizados na Zona da Mata, Minas
Gerais (MG) e na regiao sudeste do Rio de Janeiro (RJ) durante um periodo de 15
meses e também por Pinto, Martins e Vanetti (2006) em colheitas de amostras de

fornecedores de leite de uma indUstria de laticinios localizada na Zona da Mata
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Mineira, onde das 33 amostras de leite colhidas de tanques individuais, as médias
das populacées de microrganismos psicrotréficos também variaram entre 2,0x10° a
1,0x10" UFC.mL™.

Quando se calcula a porcentagem de amostras com populacfes iguais ou
superiores a 1,0x10° UFC.mL™?, observa-se para o periodo da chuva uma
porcentagem de 35,71% da amostras oriundas das ordenhas mecanica somadas
com a manual acima do referido anteriormente e quando trata-se do periodo seco,
este valor fica menor, perfazendo um total de 3,33% das amostras com populacdes
iguais ou superiores de 1,0x10% UFC.mL™.

Logo, quando procede-se com o total de amostras no periodo da chuva e
seca, obtém-se um valor de 18,97% das amostras com populacdes iguais ou
superiores a 1,0x10° UFC.mL™. Santos et al. (2009) encontraram em seus estudos
14% das amostras com populacdes de microrganismos psicrotréficos na ordem de
1,0x10° UFC.mL™.

Segundo Santos et al. (2009), as populacbes de microrganismos
psicrotréficos necessério para causar mudangas indesejaveis no leite, varia de
acordo com os diferentes géneros e espécies. Amostras com populacdes iniciais de
microrganismos psicrotréficos 1,0x10* UFC.mL™ podem exceder os valores de 10°
UFC.mL™ quando armazenada a uma temperatura de 7°C por dois dias ou a 5°C por
trés dias. Quando comparado estes dados com o presente trabalho, verifica-se que
0 mesmo ja possui populacdes semelhantes a 1,0x10* UFC.mL™ logo apds a
obtencdo tanto na ordenha manual quanto na mecanica, no periodo da chuva ou
seca. Apesar destas populacdes, estarem proximas a 1,0x10* UFC.mL™, conforme
descrito por Santos et al. (2009) como provavel problema para atingir altas
populacbes em poucos dias, o encontrado neste trabalho, foi relativamente inferior
permanecendo o leite na propriedade rural por 2 dias e ndo ultrapassando os valores
de 1,0x10° UFC.mL™.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) afirmaram existir controvérsia entre nimero de
bactérias contaminantes e 0s possiveis defeitos de qualidade no leite e derivados
apos o processamento e discute os dados de Adams, Barach e Speck (1975), que
observaram que altas populacbes de microrganismos psicrotréficos ndo séo
necessarias para uma significativa producdo de proteases termorresistentes. Ja
Kocak e Zadow (1985) verificaram efeito da populagdo dos microrganismos

psicrotroficos sobre a geleificacdo em leite UAT integral, estocado a 25°C, e a
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extensdo da protedlise, também constataram que amostras de leite UAT
processadas com altas e baixas populacbes bacterianas, geleificaram na mesma
proporcdo independendo da quantidade. Porém, Pinto, Martins e Vanetti (2006)
concluiram que o tempo de geleificacdo ndo pareceu estar associado somente com
a qualidade microbioldgica do leite.

Na Tabela 6, estdo demonstradas as médias das populacbes de
Pseudomonas spp. Isoladas de amostras colhidas de diversos pontos durante a
obtencado do leite cru refrigerado nos periodos da chuva e seca na ordenha manual e
mecanica. Para o periodo da chuva, foram verificadas médias de populacdes
minimas de 1,09x10' UFC.mL™ na &gua de abastecimento da sala de ordenha e
demais anexos e maxima de 5,40x10* UFC.mL™ no ponto de colheita “Superficie
dos tetos apds o pré-dipping” na ordenha manual. Ja no periodo da seca, as
populacdes minimas, foram de 1,3x10' UFC.mL™* do ponto de colheita “Maos do(s)
ordenhador(es) antes da ordenha” e maxima de 1,03x10* UFC.mL™? no ponto de
colheita “Latdo apds a ordenha” ambos os pontos da ordenha manual.
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Tabela 6. Médias das popula¢cfes de Pseudomonas spp. isoladas de amostras colhidas em
diversos pontos durante a obtencéo do leite cru refrigerado comparando o periodo da chuva
e seca com ordenha manual e mecanica. As colheitas foram realizadas em propriedades
rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR
Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Tipo de Pseudomonas spp. UFC.mL™

Ponto de colheita ordenha Chuva Seca
Agua Manual 1,92x10° Aa 3,25x10" Aa
Mecanica 1,09x10" Aa 2,33x10" Aa
Maos do ordenhador antes da ordenha Mat]ugl 8’44x102 Aa 1,30><10i Ba
Mecanica 1,19x10° Aa 2,61x10° Aa
Maos do ordenhador apés a ordenha MarAlugl 2’48X102 Aa 3’07X102 Ba
Mecanica 1,10x10° Aa 1,06x10° Aa
Superficie dos tetos antes do pré- Manual 1,08x10* Aa 4,05x10° Ba
dipping Mecanica 1,19x10° Ab 4,11x10° Aa
. , o Manual 5,40x10* Aa 1,97x10" Ba
Superficie dos tetos ap0s o pré-dipping o 5 5
Mecanica 1,65x10° Aa 1,11x10° Aa
Superficie interna dos baldes/teteiras ~ Manual 5,86x10° Aa 3,84x10" Bb
antes da ordenha Mecanica 1,22x10° Aa 1,19x10° Aa
Superficie interna dos baldes/teteiras ~ Manual 1,28x10° Aa 1,70x10" Bb
apds a ordenha Mecanica 3,67x10% Aa 1,50x10° Aa
Superficie interna do tanque de Manual 4,10x10" Aa 3,01x10° Aa
expanséo antes da ordenha Mecanica 9,24x10% Ab 8,50x10° Aa
Peneira antes da ordenha Manual 1,79x10° A 7,27x10° A
Peneira apds a ordenha Manual 5,99x10° A 5,78x10° A
Latdo antes da ordenha Manual 4,12x10° A 1,17x10° A
Latdo apés aordenha Manual 6,05x10° A 1,03x10* A

Letras MailUsculas, fixadas no tipo de ordenha, comparando periodo da chuva e seca por
ponto de colheita. Se diferentes, s&o significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando tipos de ordenha. Se
diferentes, séao significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Foram verificadas diferencas estatisticamente significativas entre as meédias
das populacdes de Pseudomonas spp. isoladas nos seguintes pontos amostrados:
‘Maos do ordenhador antes da ordenha”’, na ordenha manual, com menores
populacdes no periodo seco 1,30x10' UFC.mL™. “Maos do ordenhador apds a
ordenha” na ordenha manual, com menores populacées no periodo seco 3,07x10*
UFC.mL™t. Na “Superficie dos tetos antes do pré-dipping” na ordenha manual as
menores médias das populacdes foram no periodo seco 4,05x102 UFC.mL? em
compara¢do com o periodo da chuva 1,08x10* UFC.mL™, e também conferido entre
a ordenha manual e a mecanica no periodo chuvoso com menores populacbes na

ordenha mecanica 1,19x10° UFC.mL™.
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Na “superficie dos tetos apds o pré-dipping”, as médias das populacdes de
Pseudomonas spp. foram estatisticamente diferentes quando comparada a ordenha
manual nos periodos de chuva e seca, onde foram verificadas menores médias das
populacdes 1,97x10* UFC.mL™* no periodo da seca.

No ponto “Superficie interna dos baldes/teteiras antes da ordenha”, as médias
das populacées de Pseudomonas spp. foram estatisticamente diferentes quando se
compara os periodos de chuva e seca para a ordenha manual, e entre as ordenha
manual e mecéanica para o periodo seco, sendo as menores meédias das populacdes
na ordenha manual no periodo da seca 3,84x10' UFC.mL™?, o mesmo acontece na
“Superficie interna dos baldes/teteiras apds a ordenha” com as menores médias das
populacdes na ordenha manual no periodo da seca 1,70x10* UFC.mL™.

Na “Superficie interna do tanque de expansdo antes da ordenha” foi verificada
diferenca estatisticamente significativa entre as médias das populacbes de
Pseudomonas spp. entre a ordenha manual e a mecéanica no periodo da chuva com
populacdes inferiores na ordenha mecanica (9,24x10% UFC.mL™).

Nos pontos peneira antes e apés e latdo antes e apds a ordenha, ndo foram
verificadas nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre as médias das
populacées de Pseudomonas spp.

Na maioria das propriedades onde foram realizadas as colheitas, a fonte de
fornecimento de agua para tais dependéncias eram de mananciais subterraneos e
ndo possuiam nenhum tipo de tratamento. Apesar da qualidade microbiologica da
agua no que diz respeito a populacdo de Pseudomonas spp. serem equivalentes nos
tipos manual e mecanica (Tabela 6), existe a probabilidade das populacdes de
microrganismos psicrotréficos no leite de propriedades com sistemas de ordenha
mecanica serem maiores devido ao intenso uso da agua no sistema por completo.

Quando se trata de agua para o consumo, producdo e elaboracdo de
alimentos a Portaria N° 2914 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011b) determina que
a agua deve ser clorada e atender os requisitos de potabilidade. Além disto, a IN 62
(BRASIL, 2011a) descreve que a agua utilizada na limpeza e sanitizacdo de
equipamentos e utensilios de ordenha torna-se um ponto critico, exigindo a cloracéo.

Microrganismos do género Pseudomonas foram isolados de todos os pontos
amostrados, tornando-se necesséaria a intensificacdo de agbes que promovam a
correcdo desta falha, visto que esta bactéria € bastante prejudicial & qualidade do

leite e seus derivados pela producdo das enzimas proteoliticas e lipoliticas
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termoestaveis. No periodo da seca, as popula¢cdes de Pseudomonas spp. reduziram,
indicando que esta bactéria pode ser de origem ambiental e que depende de
umidade elevada para multiplicagcao.

Fagundes et al. (2006) verificaram populacées de 1,49x10* UFC.mL™* na 4gua
utiizada em propriedades consideradas como tendo higiene inadequada,
populacdes estas, muito superiores do que as mais altas encontradas no presente
trabalho, que foi na ordenha manual no periodo da chuva com uma populacdo de
1,92x10? UFC.mL™* referente ao mesmo ponto de colheita.

Nas Maos do ordenhador antes e apdés a ordenha, as populacdes foram
superiores na ordenha manual no periodo da chuva, sendo maos antes (8,44x10°
UFC.mL?Y) e apés (2,48x10®° UFC.mL™?), podendo ser explicado pelo fato da
Pseudomonas spp. ser um contaminante ambiental, no periodo da chuva, os
desafios com higienizacdo de modo geral aumentam e, também é muito utilizado
neste tipo de ordenha manual, cordas para a contengdo dos animais a serem
ordenhados e dos bezerros junto as vacas no momento da ordenha e o contato do
ordenhador com os animais € maior.

Nos dois pontos de colheita “Superficie dos tetos antes e apos o pré-dipping”
ocorram diferencas estatisticamente significativas entre as médias das populacdes
de Pseudomonas spp. isoladas no periodo da chuva e da seca da ordenha manual e
também entre a ordenha manual e mecéanica no periodo da chuva do ponto de
colheita “Superficie dos tetos antes do pré-dipping”, € justificavel pelo fato de na
ordenha manual a populacdo inicial de Pseudomonas spp. ser superior que a da
ordenha mecanica, e como nao se realizava nenhum tipo de procedimento de pré-
dipping, as populagdes eram mantidas. Com a redugdo da umidade e temperatura
ambiente, por se tratar de bactérias ambientais também ocorreram reducdes das
populacdes.

Houve um incremento na populacdo de Pseudomonas spp. Isoladas da
“Superficie dos tetos apds o pré-dipping” na ordenha mecénica no periodo da seca,
onde, era apenas utilizado como pratica de pré-dipping agua corrente sem cloragédo
e em duas propriedades realizavam o pré-dipping com solucdo desinfetante
comercial a base de iodo em concentragdo de 4.000 ppm.

Em algumas propriedades onde realizava-se o pré-dipping, constatou-se que
esta pratica ndo estava surtindo o efeito esperado para a eliminagdo desta bactéria.

Segundo Oliveira et al. (2010) o pré-dipping promove a prevencao da contaminacao
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dos equipamentos de ordenha por microrganismos ambientais. Fernandes et al.
(2009) descreveram a ocorréncia de multiplicacdo de Pseudomonas spp. na solucéo
de pré-dipping e a transmissdo desta bactéria para outros animais e afirmaram que
nas propriedades pesquisadas as médias das populacdes de Pseudomonas spp.
antes do pré-dipping eram de 3,55x10% UFC.mL™ na primeira repeticéo, na segunda
repeticdo 1x10' UFC.mL™? e na terceira repeticdo 1x10° UFC.mL™ e ap6s a aplicacéo
da solucédo comercial de iodo como pré-dipping, as médias das populacdes foram na
primeira repeticdo 4,00x10* UFC.mL™, na segunda repeticdo 5,00x10° UFC.mL™? e
na terceira repeticdo 1,76x10° UFC.mL™' demostrando a ineficiéncia do uso da
solugdo comercial de iodo com 4.000 ppm nha eliminacdo da Pseudomonas spp.

Na superficie interna dos baldes/teteiras antes e apds a ordenha, o que se
tem que levar em consideracdo é que ndo estava ocorrendo uma efetiva limpeza dos
equipamentos e utensilios utilizados para a obtencédo do leite e, consequentemente
esta contaminacdo estava sendo transferida ao leite.

Foi observado nas propriedades providas de ordenha manual que os baldes
gue o ordenhador utilizava, tinham ferrugem no metal tornando mais dificil sua
correta higienizagcdo. Também foi notada a auséncia de fonte de agua quente para
melhor higienizacdo e remoc¢éo de residuos de gorduras, reduzindo desta maneira a
contaminacdo e formacédo de biofilme.

Quando comparada a ordenha manual com a mecéanica no periodo da seca,
pode-se verificar que as médias das populacdes iniciais de Pseudomonas spp. nos
baldes da ordenha manual, foram menores que nas teteiras da ordenha mecéanica e,
também foi constatado que algumas propriedades ao realizarem a limpeza do
equipamento de ordenha, somente circulavam agua quente sem nenhum produto
apropriado para remocdo de gordura, proteina e minerais do leite e por
aproximadamente 3 a 4 minutos, visto que o recomendado pela maioria dos
fabricantes de produtos para higienizacdo de ordenhadeiras o tempo habil para uma
eficiente higienizagdo, seria de aproximadamente 15 minutos com cada solugéo
alcalina e acida, esporadicamente, realizava-se a circulagcdo de solucéo alcalina e
posteriormente solucdo acida.

Foi constatado também que 9 das 10 propriedades estudadas ndo eram
empregadas as praticas de sanitizacdo dos equipamentos antes do inicio da

ordenha, colaborando com uma maior contaminacao do leite.
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Ainda, pode ser descrito que em uma das propriedades estudadas (ordenha
mecanica), ocorria flutuacdo da pressdo do vacuo no sistema de ordenha fazendo
com que as teteiras caissem algumas vezes sobre o piso do corredor onde as vacas
permaneciam para serem ordenhadas, aumentando desta forma a contaminacao do
conjunto de teteiras.

Na “Superficie interna do tanque de expansdo antes da ordenha” onde nao se
realizava uma correta higienizacdo quando o leite era coletado pelo caminhdo e
também pelo fato de ndo existir fonte de agua tratada, quente (70-75°C) e nem agua
em volume suficiente em propriedades que realizavam a ordenha manual, ocorria
uma limpeza ineficiente e também favorecia a formacéo de biofilme.

Deve-se levar em consideracdo que outros equipamentos empregados na
obtencdo do leite, podem elevar sua contaminacdo, porém, o leite possui um curto
periodo de tempo de contato, jA no tanque de expansdo 0 mesmo permanece por
mais tempo, e desta forma, pode ser um dos principais pontos de contamina¢ao. No
presente estudo, altas médias de populacdes de Pseudomonas spp. foram isoladas
no tanque de expansdo antes mesmo de ser colocado leite, verificando desta
maneira a falta de limpeza/sanitizacdo adequada.

Na “Peneira antes e apos a ordenha” e também o ponto “Latdo antes e apos a
ordenha” nao foi verificada diferenga estatisticamente significativa entre as médias
das populacdes de Pseudomonas spp. Porém, foram encontradas altas populacdes
desta bactéria podendo colaborar para maior contaminacéao do leite.

Na Tabela 7, estdo descritas as médias das populacdes de Pseudomonas
spp. em leite cru refrigerado com a maior média das populagdes 1,89x10° UFC.mL™
na ordenha manual no periodo da chuva ap6s 96 horas de armazenamento e a
menor média das populacdes foi de 3,48x10°UFC.mL™ no leite cru refrigerado ap6s

48 horas de armazenamento na ordenha mecanica no periodo da seca.
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Tabela 7. Médias das populacdes de Pseudomonas spp. isoladas de amostras de leite cru
refrigerado durante 96 horas de armazenamento comparando o periodo da chuva e seca
com ordenha manual e mecéanica. As colheitas foram realizadas em propriedades rurais
pertencentes a Regional agricola do Escritorio de Desenvolvimento Rural — EDR Limeira —
SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Horas de Tipo de Pseudomonas spp. UFC.mL™
armazenamento ordenha Chuva Seca
0 Manual 1,46x10" Aa 5,56x10° Aa
Mecanica 6,25x10° Aa 4,25x10° Aa
o4 Manual 1,69x10" Aa 4,15x10° Aa
Mecanica 1,72x10* Aa 6,21x10° Aa
48 Manual 4,67x10* Aa 9,16x10° Aa
Mecanica 3,57x10" Aa 3,48x10° Aa
72 Manual 8,15x10* A 1,93x10* A
96 Manual 1,89x10° A 5,78x10" B

Letras Mailsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e seca. Se diferentes, sao significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando tipos de ordenha. Se
diferentes, séao significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Apoés 0, 24, 48, 72 horas de armazenamento, ndo foi verificada nenhuma
diferenca estatisticamente significativa entre as meédias das populacbes de
Pseudomonas spp. ja, apds 96 horas de armazenamento, ocorreu diferenca
estatisticamente significativa entre as médias das populacbes no periodo da seca
comparado com o periodo da chuva sendo verificadas menores populacbes no
periodo da seca 5,78x10*UFC.mL™, com cerca de dois ciclos logs a menos.

Deve-se atentar para as altas médias das populacdes de Pseudomonas spp.
do leite apOGs a obtencdo, ndo sendo distinto entre as ordenhas e periodo, o que
torna-se um forte indicador da ndo adocédo de boas praticas de higiene, logo, o leite
com as populacdes iniciais elevadas, tende a ser uma matéria prima de baixa
qualidade microbiologica.

No caso da ordenha manual onde o leite permanece por mais tempo a baixas
temperaturas por ser realizada apenas uma ordenha por dia, e por longas 96 horas
de armazenamento, favoreceram a multiplicacdo destes microrganismos
psicrotroficos.

Gargouri, Hamed e Elfeki (2013) reportaram um limite méximo de 4,5x10%
UFC.mL? de bactérias psicrotréficas lipoliticas sendo este um limite de risco para a
transformacdo do leite em derivados lacteos de elaborado processo tecnoldgico;
logo, no presente trabalho, as médias das popula¢des iniciais de Pseudomonas spp.

no leite rescém ordenhado, foram de 1,46x10* UFC.mL™ no periodo da chuva e
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5,56x10° UFC.mL* da ordenha manual e 6,25x10° UFC.mL™ no periodo da chuva e
4,25x10® UFC.mL™ no periodo da seca da ordenha mecanica. Até 72 horas de
armazenamento, o leite ainda se manteve com populacdes proximas ao limite
maximo e quando o leite permane por 96 horas de armazenamento, esta populacéo
estrapolava para 1,89x10° UFC.mL? no periodo da chuva na ordenha manual,
podendo desta maneira acarretar defeitos de fabricagcdo em derivados lacteos assim
como reducéo de vida de prateleira do produto.

Segundo Arcuri et al. (2008) realizando um estudo de isolamento e
caracterizacdo de psicrotréficos em leite na regido da Zona da Mata (MG) e sudeste
do Rio de Janeiro (RJ) durante 15 meses, encontraram o género Pseudomonas
como o mais frequente em leite cru refrigerado com 43% do total de amostras
colhidas de tanques de expansao individual e coletivo, o que difere do presente
trabalho onde 100% das amostras de leite colhidas continham bactérias do género
Pseudomonas.

Na Tabela 8, pode-se verificar maiores porcentagens Pseudomonas spp.
apresentando atividade lipolitica no periodo da seca com diferenca estatisticamente
significativa entre os pontos de colheita “Agua” com 7% de atividade lipolitica das

amostras da ordenha manual e 36% para a ordenha mecanica.



53

Tabela 8. Porcentagens de atividade lipolitica de Pseudomonas spp. isoladas de amostras
colhidas em diversos pontos durante a obtencéo do leite cru refrigerado, comparando tipo de
ordenha manual e mecéanica com atividade lipolitica. As colheitas foram realizadas em
propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento
Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Periodo da seca

Ponto de colheita Tipo de Atividade Lipolitica de
ordenha Pseudomonas spp. (%)
. Manual 7 b
Agua -
Mecanica 36 a
Maos do ordenhador antes da ordenha Marjugl 21 a
Mecanica 24 a
Manual 12
Maos do ordenhador ap6s a ordenha aAu? a
Mecanica 24 a
. L Manual 10 a
Superficie dos tetos antes do pré-dipping Au.
Mecanica 16 a
Superficie internados baldes/teteiras antes Manual 13 a
daordenha Mecanica 32 a
Superficie interna dos baldes/teteiras ap6s ~ Manual 10 a
aordenha Mecanica 17 a
Superficie interna do tanque de expanséo Manual 11 a
antes da ordenha Mecanica 24 a

Letras Minusculas, fixadas no periodo da seca, comparando tipos de ordenha. Se diferentes,
sdao significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Na Tabela 8, esta sendo realizada a comparacdo entre tipo de ordenha
(manual/mecénica) no periodo da seca pelo motivo de nao ter ocorrido presenca da
atividade lipolitica no periodo da chuva. O Unico ponto de colheita que diferiu
estatisticamente para porcentagem de atividade lipolitica, foi a Agua, com menor
porcentagem para a ordenha manual frente a mecanica.

Também ocorreu atividade lipolitica, porém sem diferenca estatisticamente
significativa nos demais pontos amostrados.

Para os pontos ndo descritos nesta tabela, ndo foram verificadas atividade
lipolitica em nenhum dos periodos. No periodo da chuva, ndo ocorreu atividade
lipolitica produzida por Pseudomonas spp. em 14 dos 17 pontos amostrados.

As maiores ocorréncias desta atividade foram no periodo da seca conforme
apresentado na Tabela 8, tal situacdo também foi descrita por Moreira e Montanhini
(2014) onde realizaram estudos no Estado do Parana no periodo da seca e
encontraram 64 (44,1%) de um total de 145 amostras com Pseudomonas spp.
apresentando atividade lipolica.
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Por ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre os demais pontos
amostrados, todos podem contribuir igualmente para maior contaminacdo do leite
cru refrigerado.

Na superficie interna do tanque de expansao, foi encontrada maior atividade
lipolitica produzida por Pseudomonas spp. na ordenha mecénica (24%), sendo
encontrado apenas no periodo seco. No trabalho de Moreira e Montanhini (2014),
realizado em propriedades leiteiras do Estado do Parana, no periodo seco do ano de
2013, relata a ocorréncia de atividade lipolitica (50% das amostras) na superficie
interna do tanque de expansdo. No presente trabalho, verificou-se 44% das
amostras (ordenha manual com a mecéanica) também no periodo da seca.

Na tabela 9, pode-se observar que as porcentagens de atividade lipolitica
produzidas por Pseudomonas spp. foi no leite apés a obtencdo com 10% das
amostras da ordenha manual e 32% para a ordenha mecéanica, no leite apos 24
horas de armazenamento, obteve-se 10% das amostras da ordenha manual
apresentando atividade lipolitica e 33% para a ordenha mecanica, no leite e no leite
ap0s 48 horas de armazenamento, também na ordenha mecéanica, 39% das

amostras coletadas apresentaram atividade lipolitica.

Tabela 9. Porcentagens de atividade lipolitica de Pseudomonas spp. isoladas de amostras
de leite cru refrigerado durante 48 horas de armazenamento, comparando tipo de ordenha
manual e mecéanica com atividade lipolitica. As colheitas foram realizadas em propriedades
rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento Rural — EDR
Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Periodo da seca

Horas de armazenamento . .
Atividade Lipolitica de

Tipo de ordenha Pseudomonas spp. (%)

0 Manual 10 b
Mecénica 32 a
o4 Manual 10 b
Mecénica 33 a
48 Manugl 12 a
Mecanica 39 a

Letras MinUsculas comparando tipos de ordenha e atividade lipolitica no periodo da seca.
Se diferentes, séo significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Na tabela 9, é possivel observar que houve diferenca estatisticamente

significativa no leite cru refrigerado ap6s a obtencdo (0 hora) e apos 24 horas de
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armazenamento. Nas duas situacdes, as menores porcentagens de atividade
lipolitica foram na ordenha manual.

Quando se observa o comportamento de bactérias produtoras de enzimas
lipoliticas, pode-se verificar que no leite cru refrigerado nas diferentes horas de
armazenamento (0, 24 e 48 horas) as porcentagens de atividade lipolitica produzida
pelas Pseudomonas spp., foram superiores também na ordenha mecanica,
possivelmente devido a quantidade de sobre ordenha realizada neste tipo de
ordenha e consequentemente a temperatura do leite fica um pouco mais elevada
onde, segundo Arcuri et al. (2008) as Pseudomonas spp. apresentam maior
atividade lipolitica em temperatura de estocagem de 7°C (90,9% das amostras
produziram esta enzima) e 81,81% das amostras produziram esta enzima a
temperatura de 10 e 21°C. Ainda é possivel verificar em seu trabalho que a bactéria
Pseudomonas fluorescens possui a producdo da enzima lipolitica a 4, 7, 10 e 21°C
(onde 100% das amostras apresentaram atividade lipolitica).

Na Tabela 10 estdo apresentadas as porcentagens de atividade proteolitica
das Pseudomonas spp. isoladas de amostras de diferentes pontos de colheita,
sendo que as maiores porcentagens de atividade proteolitica foi no periodo da chuva
com excegao do ponto de colheita “Méaos do(s) ordenhador(es) antes da ordenha” no
tipo de ordenha mecanica na periodo seca que apresentou 72% das amostras
positivas para esta atividade, seguido do ponto “Superficie interna dos
baldes/teteiras apdés a ordenha” no periodo da chuva para a ordenha manual com
71% das amostras com a produgao de protease e posteriormente com “Superficie
interna do tanque de expansao antes da ordenha” na ordenha mecéanica com 67%

das amostras produzindo tal enzima, também no periodo da chuva.
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Tabela 10. Porcentagens de atividade proteolitica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras colhidas em diversos pontos durante a obtencdo do leite cru refrigerado,
comparando tipo de ordenha manual e mecéanica com periodo da chuva e seca. As colheitas
foram realizadas em propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de
Desenvolvimento Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de
2014.

Atividade proteolitica de

i Pseudomonas spp. (%
Ponto de Colheita (-)rrlg(e)ndhea pp. (%)
Chuva Seca
‘ Manual 27 Aa 7 Ab
Agua A

Mecanica 33 Aa 50 Aa
Maos do ordenhador antes da ordenha Marjuf"“ 43 Aa 19 Aa
Mecéanica 51 Aa 72 Aa

Maos do ordenhador ap6s a ordenha Marjugl 20 a o

Mecéanica 48 a -
Superficie do teto antes do pré-dipping Marju.al 40 Aa 6 Ba
Mecanica 14 Aa 18 Aa
Superficie do teto apds o pré-dipping Marjugl T 24 a
Mecanica - - 34 a
Superficie internadateteira/balde antes Manual 46 Aa 20 Aa
daordenha Mecanica 33 Aa 10 Aa
Superficie interna da teteira/balde apos Manual 71 Aa 6 Ba
aordenha Mecanica 23 Aa 56 Aa
Superficie interna do tanque de Manual 33 Aa 23 Aa
expansao antes da ordenha Mecanica 67 Aa 29 Ba

Letras Maiusculas, fixadas no ponto de colheita, comparando periodo da chuva e seca. Se
diferentes, séo significativos a P<0,05;

Letras Minusculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando tipos de ordenha. Se
diferentes, sé&o significativos a P<0,05.

- Sem atividade. Fonte: Propria autoria.

Conforme exposto na Tabela 10, as maiores porcentagens de Pseudomonas
spp. apresentando atividade proteolitica, foram isoladas no periodo da chuva.
Corroborando com Moreira e Montanhini (2014) onde realizaram estudos no Estado
do Parana no periodo seco do ano e encontraram apenas 16 (11,03%) de um total
de 145 amostras com Pseudomonas spp. apresentando atividade proteolitica.

Uma hipbtese em que podemos proceder com o raciocinio, seriam diferentes
espécies do género Pseudomonas influenciadas pela temperatura e umidade do
ambiente. Um fator de risco para propiciar a contaminacéo do leite, é que em quase
todos os pontos amostrados apresentaram atividade proteolitica evidenciando ainda

mais a necessidade de ac¢des conjuntas para controle deste microrganismo.
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Como apresentado na Tabela 8 (atividade lipolitica) no ponto de colheita
“Agua” no periodo da seca, na ordenha mecanica, repetiu a situacéo na Tabela 10,
onde a agua da ordenha mecénica no periodo da seca, a porcentagem de amostras
com atividade proteolitica foi superior (50%) quando comparada com a ordenha
manual (7%) diferindo entre si estatisticamente. Resultados estes demonstram a
baixa qualidade da agua de suprimento de todo o sistema de ordenha, podendo
proporcionar maiores riscos e comprometimento da qualidade de derivados lacteos
devido a elevadas concentracbes enzimaticas e comprometimento da vida de
prateleira do produto.

Nas “Maos do ordenhador antes e apds a ordenha” ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa na atividade proteolitica das Pseudomonas
spp. isoladas nos tipos de ordenha (manual e mecéanica) e periodo (chuva e seca),
porém, ndo se pode ignorar a situacdo de que apesar de ndo haver diferenca
estatisticamente significativa, na ordenha mecanica durante a seca verificou-se 72%
das Pseudomonas spp. isoladas nas amostras apresentando atividade proteoliica,
sendo preocupante pelo fato de trazer risco de comprometimento da qualidade do
leite.

Durante as colheitas das amostras nas propriedades rurais, foi observado que
das dez propriedades amostradas, apenas uma propriedade o ordenhador realizava
a lavagem das maos antes do inicio das atividades de ordenha.

No ponto de colheita “Superficie do teto antes do pré-dipping” verificou-se
diferenca estatisticamente significativa entre a atividade proteolitica das
Pseudomonas spp. isoladas em leite oriundo de ordenha manual no periodo da
chuva (40%) para a periodo seca (6%) com menores porcentagens de
Pseudomonas spp. apresentando a enzima proteolitica conforme o verificado em
pontos de colheita anteriores, onde, todos foram superiores no periodo da chuva.

Logo, na “Superficie do teto apds o pré-dipping”, ndo foi observado a
expressao da atividade proteolitica, fator que pode ser levado em consideracao, com
relacdo a acao eficiente da solucdo de pré-dipping sobre estas bactérias.

Nos pontos “Superficie interna dos baldes/teteiras antes e apds a ordenha” e
“Superficie interna do tanque de expansdo antes da ordenha”, foram encontradas
altas porcentagens de Pseudomonas spp. com atividade proteolitica no periodo da
chuva e pode-se presumir que limpeza ineficiente destes utensilios pode favorecer a

formacdo de biofilme onde, segundo Teh et al. (2012), a fixacdo bacteriana no aco
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inoxidavel aparentemente eleva a protedlise. Como exemplo, a Pseudomonas
fluorescens foi capaz de produzir protedlise a 20, 30 e 37°C em biofilmes (TEH et al.
2012).

Na Tabela 11, pode-se verificar as maiores porcentagens de Pseudomonas
spp. apresentando atividade proteolitica no periodo chuvoso nos dois tipos de
ordenha. Foi verificado a menor porcentagem (16%) de Pseudomonas spp.
apresentando atividade proteolitica na ordenha manual no periodo da seca no leite
apOs 48 horas de armazenamento e a maior porcentagem (45%) também foi da

ordenha mecanica no periodo da chuva no leite apds 48 horas de armazenamento.

Tabela 11. Porcentagens de atividade proteolitica de Pseudomonas spp. isoladas de
amostras de leite cru refrigerado durante 48 horas de armazenamento, comparando ordenha
manual e mecéanica com o periodo da chuva e seca. As colheitas foram realizadas em
propriedades rurais pertencentes a Regional agricola do Escritério de Desenvolvimento
Rural — EDR Limeira — SP, no periodo de novembro de 2013 a agosto de 2014.

Tipo de Atividade Proteolitica (%)
Horas de armazenamento

ordenha Chuva Seca
0 Manual 33 Aa 27 Aa
Mecanica 43 Aa 27 Aa
48 Manual 29 Aa 16 Aa
Mecanica 45 Aa 17 Aa

Letras MailUsculas, fixadas na(s) hora(s) de armazenamento, comparando periodo da chuva
e seca. Se diferentes, sao significativos a P<0,05;

Letras MinUsculas, fixadas nos periodos (chuva ou seca), comparando tipos de ordenha. Se
diferentes, séao significativos a P<0,05. Fonte: Propria autoria.

Os resultados apresentados na Tabela 11 demonstram que ndo houve
diferenga significativa para atividade proteoliica de Pseudomonas spp. Quando
comparado horas de armazenamento, periodos (chuva e seca) e tipo de ordenha.
No entanto, no periodo da chuva, ocorreu uma tendéncia ao aumento da atividade
proteoliica na ordenha mecanica. No trabalho desenvolvido por Moreira e
Montanhini (2014) foram verificadas maior atividade proteolitica das Pseudomonas
spp. em uma das propriedades pesquisadas, onde, na mesma era feito o uso de
agua clorada antes da ordenha e ndo era desprezado os trés primeiros jatos de leite.
Nas propriedades onde ocorreram as colheitas das amostras com ordenha mecéanica
nenhuma realizava o descarte dos trés primeiros jatos. Nas propriedades com
ordenha manual, o correspondente a este volume de descarte dos trés primeiros

jatos, era consumido pelo bezerro no ato de estimular a ejecéo do leite, sendo desta
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maneira uma justificativa de ter encontrado esta porcentagem superior de

Pseudomonas spp. na ordenha mecanica frente a manual.
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5. Conclusao

Foi observado um descumprimento dos padrées microbiolégicos no leite cru
refrigerado oriundo dos dois tipos de ordenha e também nos dois periodos (chuva e
seca) has contagens padrdo em placas para os microrganismos aerébios mesofilos.

Elevadas populacbes dos microrganismos psicrotroficos viaveis foram
evidenciadas no leite cru refrigerado coletado nas propriedades rurais com ordenha
manual ou mecanica podendo comprometer a qualidade deste leite.

Em todos os pontos de colheitas realizados nas propriedades rurais e também
no leite cru refrigerado colhido a cada 24 horas de armazenamento, foi isolado
Pseudomonas spp. sendo um fator de risco para a qualidade, rendimento e tempo
de prateleira dos derivados lacteos produzidos a partir deste leite.

A atividade lipolitica, produzida por Pseudomonas spp. foi verificada
praticamente somente no periodo seco do ano, ndo sendo muito evidenciado no
periodo da chuva.

Foi verificada atividade proteolitica produzida por Pseudomonas spp. nos dois
periodos do ano em varios pontos amostrados e também no leite cru refrigerado,

com maior énfase no leite cru refrigerado obtido por ordenha mecénica.
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7. ANEXO |

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
Comité de Etica em Pesquisa

do
=

CONCLUSAO DE PARECERETICO

Processo USP: 14.778.74.0

Projeto: Avaliacdo da qualidade microbioldgica, contagem de Pseudomonas spp. E sua importancia durante a
obtengdo e armazenamento de leite cru refrigerado no periodo de seca e chuva.

Esta Comissdo solicita e compromete-se a manter total sigilo do contetdo sobre a solicitagdo enviada e parecer gerado.

Recomendacio do Comité de Etica:

Aprovagdo.
[] N3o aprovado.
I:] Considerado em PENDENCIA até esclarecimentos dos pontos levantados.
[] Retirado de pauta.
Pirassununga, 18 de setembro de 2014.
Notifique-se o interessado.

gl

Profa. Dra. Daniele dos Santos Martins - P(esidente do CEP/FZEA

Via do Parecer retirada pelo interessado:

Nome/Assinatura:

Data:




