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RESUMO

A qualidade microbiolégica do leite resulta entre outros fatores, das condicbes de
manejo da ordenha e de estocagem e armazenamento da matéria-prima. Considerando a
importancia da cadeia produtiva do leite para o Estado de Rondobnia, a baixa qualidade
microbioldgica observada nos estudos previamente realizados e a diversidade de micro-
organismos deletérios ao leite, este estudo teve o objetivo de quantificar os micro-organismos
deteriorantes em pontos de contaminacdo durante a ordenha de quatro propriedades que
representam as caracteristicas de manejo e instalacbes predominantes no estado e avaliar a
qualidade microbioldgica do leite armazenado em tanques de resfriamento coletivos. Para isso
foram avaliados 17 pontos de contaminagdo em cada propriedade e 23 tanques de resfriamento
coletivos. Para a pesquisa dos micro-organismos, procedeu-se a diluicdo decimal seriada da
amostra. Para a contagem dos micro-organismos utilizou-se semeadura em duplicata de 1 mL
em placas de Petrifilm® AC aerdbios mesofilos e Petrifilm® EC coliformes totais de acordo
com o fabricante. Para a contagem de psicrotréficos e termoddricos psicotroficos, as amostras
foram semeadas em duplicata pelo método de semeadura em superficie, em agar padréo leite a
10%. Trés propriedades adotavam a ordenha manual e uma ordenha mecénica balde ao pé. A
média da contagem em baldes/latdes e tetos foi de 2,4x10® UFC/cm?, 1,3x10" UFC/cm? e
2,7x10* UFC/cm?, 8,2x10> UFC/cm? para aerébios mesofilos e coliformes totais
respectivamente. Dos 23 tanques avaliados, 65,2% apresentaram CTB acima de 300.000
UFC/mL. Nos tanques coletivos, a mediana da contagem de mesofilos, psicrotroficos,
psicrotroficos proteoliticos, coliformes, termoduricos meséfilos e psicrotréficos foram
respectivamente 2,8x10° UFC/mL, 6,8x10° UFC/mL, 4,6x10° UFC/mL, 2,0x10* UFC/mL,
1,5x10° UFC/mL, 1,3x10° UFC/mL. Observou-se altas contagens de micro-organismos
deteriorantes em tanques coletivos, e que os utensilios (baldes/latdes) e tetos dos animais foram
0s pontos criticos de contaminacdo de micro-organismos aerébios mesofilos e coliformes
durante a ordenha. Os resultados demonstram a importancia da adocdo de boas préticas de
ordenha e do resfriamento adequado leite, e que a lavagem adequada de baldes e latdes e a
desinfeccéo dos tetos antes da ordenha devem ser priorizadas a fim de reduzir/eliminar a

contaminacdo microbiolédgica e melhorar a qualidade e seguridade da matéria-prima.

Palavras-chave: Bactérias deteriorantes. Pontos de contaminagdo. Tanques de resfriamento

coletivos.



ABSTRACT

The microbiological quality of the milk results, among other factors, from the
management conditions of the milking and storage of the raw material. Considering the
importance of the milk production chain for the State of Rondonia, the low microbiological
quality observed in previous studies and the diversity of deleterious microorganisms in milk.
This study had the objective of quantifying the deteriorating microorganisms at points of
contamination during the milking of four properties that represent the management
characteristics and predominant facilities in the state and to evaluate the microbiological quality
of the milk stored in collective cooling tanks. For this, 17 contamination points were evaluated
in each property and 23 collective cooling tanks. For the research of the microorganisms, the
serial decimal dilution of the samples was carried out. For counting the microorganisms, used
sowing in duplicate of 1 ml in plates of Petrifilm® AC aerobic mesophiles and Petrifilm® EC
total coliforms according to the manufacturer. For the counting of psychrotrophic and
psychotrophic thermodurics, the samples were seeded in duplicate by the surface sowing
method, in standard 10% milk agar. Three properties adopted manual milking and milking
mechanical with bucket to the foot. The average buckets/brasses and ceiling count was 2.4x108
CFU/cm?, 1.3x10" CFU/cm? and 2.7x10* CFU/cm?, 8.2x10% CFU/cm? for total mesophyll
aerobes and total coliforms respectively. Of the 23 tanks evaluated, 65.2% presented CTBs
above 300.000 UFC/mL. In collective cooling tanks, the median mesophilic, psychrotrophic,
proteolytic, coliform, thermophilic, mesophilic and psychrotrophic counts were respectively
2.8x10° UFC/mL, 6.8x10° UFC/mL, 4.6x10° UFC/mL, 2.0x10* UFC/mL, 1.5x10° UFC/mL,
1.3x10° UFC/mL respectively. There were high counts of deteriorating microorganisms in
collective tanks, and the utensils (buckets/brasses) and ceilings of the animals were the critical
contamination points of aerobic mesophilic and coliform microorganisms during milking. The
results demonstrate the importance of adopting good milking practices and adequate milk
cooling, and that proper washing of buckets and brasses and disinfection of ceilings prior to
milking should be prioritized in order to reduce/eliminate microbiological contamination and

improve quality and safety of the raw material.

Keywords: Deteriorating Bacteria. Points of Contamination. Collective Cooling Tanks.
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Producéo de Leite no Brasil e Rondbnia

A producdo de leite no Brasil em 2016 foi de 33,62 bilhGes de litros, o que coloca o pais
em quinta posi¢do no ranking mundial em producdo, atrds apenas da Unido Europeia, Estados
Unidos, India e China (IBGE, 2016). No Brasil 5.505 municipios apresentaram producéo de
leite, e teve o terceiro maior efetivo de vacas leiteiras em 2016.

A pecuaria leiteira em Rondénia teve seu inicio na década de 70, assim como os ciclos
econdmicos e ocupacao do territorio através da implementacdo de politicas de integracao
adotada no territorio amazoénico. Esse fato estabeleceu o modelo produtivo local, centralizagédo
da producdo de leite na microrregido de Ji-Parand e progresso da atividade no estado
(CARVALHO, 2012).

Rondénia é o nono maior produtor de leite do Brasil com uma producdo de 790.947
milhdes de litros em 2016. A microrregido de Ji-Parana é a principal bacia leiteira do estado
com producdo em 2016 de 298.497 milhdes de litros, seguida pelas microrregides de Porto
Velho e Cacoal com 123.954 milhdes de litros e 110.141 milhdes de litros, respectivamente
(IBGE, 2016). Os dados de producao de leite de Rond6nia e das principais microrregides estéo
apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Producdo de leite em milhdes de litros em Rondb6nia e nas principais
microrregides produtoras de leite do estado.
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Fonte: IBGE, 2016

A producdo de leite para o estado de Ronddnia possui importancia socioecondmica e
constitui uma importante fonte de geracdo e distribuicdo de renda, pois grande parte da

producéo € proveniente da agricultura familiar com destaque para assentados da reforma agraria
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e comunidades tradicionais (DIAS et al., 2013). O perfil dos produtores do estado, é
caracterizado por pequenos produtores com idade média de 49 anos e provenientes de outras
localidades do pais (SEBRAE, 2015).

O parque industrial instalado em Ronddnia é 0 maior da regido Norte. O estado possui
43 industrias com Servico de Inspecdo Federal (MAPA, 2017) e 23 com Servigo de Inspecéo
Estadual (IDARON, 2016). De acordo com dados do Sebrae (2015), 94,3 % do leite produzido
no estado é comercializado para laticinios e 75% € processado e comercializado para outros

estados, destacando os estados de Sdo Paulo e Amazonas.

1.2 Qualidade do Leite: Legislacéo e indicadores

Na década de 90, foram observadas transformac6es em diferentes setores produtivos,
incluindo o agronegdcio do leite. No periodo de 1990 a 2015 a producdo de leite no Brasil
passou de 14,4 bilhGes de litros para 35 bilhdes de litros (VILELA et al., 2017).
Consequentemente, com 0 aumento da producdo brasileira, surge a intensificacdo da
informalidade do leite e a necessidade de aperfeicoamento da legislacdo para combater fraudes,
adulteracdes e falsificacdes no setor lacteo (SANTANA; FAGNANI, 2014).

Diante ao exposto o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o
Centro Nacional de Pesquisa de Gado de Leite da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) e as Universidades constituiram um grupo de trabalho, o qual resultou na
elaboracdo do Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL), que teve como
objetivo determinar padrdes minimos para garantia da qualidade do leite. Em 2002, 0 MAPA
publicou a Instrucdo Normativa n° 51 (IN51), aprovando os Regulamentos Técnicos de
Producéo, Identidade e Qualidade do Leite tipo A, do Leite tipo B, do Leite tipo C, do Leite
Pasteurizado e do Leite Cru Refrigerado e o Regulamento Técnico da Coleta de Leite Cru
Refrigerado e Transporte a Granel (BRASIL, 2002).

A qualidade do leite é avaliada por parametros de composi¢do (gordura, proteina,
extrato seco desengordurado) e por padrdes higiénico-sanitarios que refletem a saude dos
animais, com énfase na mastite, a auséncia de residuos quimicos e a obtengdo e o
armazenamento do leite em condi¢Oes adequadas de higiene e refrigeracdo. No aspecto
higiénico-sanitario, dois parametros sao universalmente adotados: a contagem total de bactérias
(CTB) e a contagem de células somaéticas (CCS).

A IN51 determinou que as amostras de leite deveriam ser encaminhadas mensalmente

para analise dos indicadores de qualidade do leite a laboratorios pertencentes a Rede Brasileira
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de Laboratorios de Qualidade do Leite (RBQL). A analise dos resultados das andlises oficiais
realizadas no periodo de 2005 a 2009 demonstrou que, o percentual de amostras de leite que
atenderam os limites de CCS e CTB ndo sofreram alteracGes significativas desde o inicio da
vigéncia da IN51 (MAPA, 2011). Neste contexto, a IN51 foi atualizada pela Instrucéo
Normativa n° 62 (IN62) (BRASIL, 2011) que determinou novos prazos para o atendimento dos
parametros higiénico-sanitarios. Entretanto, os prazos foram novamente prorrogados por mais
dois anos, pela publicacdo da Instrucdo Normativa n°® 7 (IN7) (BRASIL, 2016). A tabela 1
mostra os limites e prazos para atendimento da CTB e CCS definidos pela IN62 para as regides
Norte/Nordeste, atualizados pela IN7 (BRASIL, 2016).

Tabela 1 - Requisitos microbiol6gicos e de contagem de células somaticas do leite cru
refrigerado para as regides Norte/Nordeste de acordo com a Instrucdo Normativa
n° 62 atualizado pela Instru¢cdo Normativa n® 7.
Vigéncia e Limites
Requisitos 01/07/2010a 01/01/2013a 01/07/2015a A partir de
31/12/2012  30/06/2015  30/06/2017  01/07/2019

Contagem de Células Somaticas (células/mL) 750.000 600.000 500.000 400.000

Contagem Total de Bactérias (UFC/mL) 750.000 600.000 300.000 100.000

Fonte: Adaptado de: BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Instrucdo Normativa n° 62
de 29 de dezembro de 2011. Regulamento técnico de identidade e qualidade de leite cru refrigerado.
Atualizado pela Instrugdo Normativa n° 7, de 3 de maio de 2016.

1.3 Qualidade microbioldgica do leite cru: Indicadores e situacdo epidemiologica em
Rondonia

A CTB ¢ o indicador gue fornece a quantidade de bactérias aerdbicas presentes no leite,
sendo utilizada como critério de qualidade sanitaria em paises que apresentam industrias lacteas
desenvolvidas. Dentre os parametros estabelecidos na legislacdo para a avaliacdo da qualidade
do leite, o atendimento aos limites da CTB se caracteriza por um grande desafio a cadeia
produtiva devido as altas contagens e padrdo de variagdo dos resultados, e pelo
comprometimento na matéria-prima e seus derivados. A qualidade microbioldgica do leite cru
resulta, entre outros fatores, das condi¢cbes de manejo da ordenha e de estocagem, e do
armazenamento da matéria-prima (CERQUEIRA, 2006).

A contaminacdo do leite cru pode ocorrer por micro-organismos presentes no interior
da glandula mamaria, na superficie exterior do Ubere e tetos, na superficie do equipamento de
ordenha e do tanque, assim como por utensilios utilizados na ordenha (baldes, latbes) e pelas
mé&os do ordenhador (SANTOS; FONSECA, 2001). Dessa forma, esses fatores determinam a
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qualidade microbioldgica, e cada etapa nesse processo pode ser responsavel pela inclusdo de
milhdes de micro-organismos no leite na auséncia de boas praticas de higiene e manutencédo
(SANTANA et al., 2001). Fatores como a temperatura e tempo de armazenagem do leite séo
importantes, pois estdo diretamente ligados a multiplicacdo dos micro-organismos, afetando a
CTB (FONSECA, 1998).

Considerando a influéncia da temperatura na conservacéo do leite cru, a IN51 atualizada
pela IN62 estabeleceu a obrigatoriedade do resfriamento do leite na unidade de producéo e seu
transporte a granel com o objetivo de conservar a sua qualidade até a recepcdo em
estabelecimentos com inspec¢do sanitéria oficial (BRASIL, 2002).

Para o perfil do produtor predominante no estado de Ronddnia, caracterizado pela baixa
escala de producdo, a aquisicdo de tanques de expansdo foi considerada ponto critico.
Resultados obtidos no diagndstico da cadeia produtiva do leite de Ronddnia, em 2002,
demonstraram que, 0s produtores entrevistados dos estratos de producdo até 50 litros/dia e de
50 a 100 litros/dia ndo possuiam tanque de resfriamento, e que o pequeno volume de producéo
inviabilizava o investimento para sua aquisi¢do (SEBRAE, 2002). Em 2006, dados do Censo
Agropecuario demonstrou que 6,8% dos produtores adotavam o uso de tanque de resfriamento
no estado, demonstrando o desafio para o atendimento a legislacéo.

Como alternativa para estas propriedades, foi estimulada a estratégia de utilizacdo de
tanques de resfriamento de uso coletivo. Dentro deste contexto, politicas publicas e privadas
foram implementadas na regido a fim de disponibilizar tanques de expansdo a produtores
familiares (SOUZA et al., 2009). Em 2013, um levantamento realizado pela Agéncia de Defesa
Agropecuaria de Rond6nia (IDARON) identificou que 68,5% dos produtores do estado
resfriavam o leite em tanques individuais ou coletivos, demonstrando um aumento significativo
na adocgdo desta tecnologia.

Embora tenham sido observados avancos estruturais, com a aquisi¢do de tanques de
resfriamento, melhoria das estradas e qualidade da energia elétrica, ainda sdo observados
indicadores insatisfatorios de qualidade microbioldgica do leite, em grande parte devido a baixa
adoc&o de boas praticas agropecuarias nos sistemas produtivos do estado e a deficiente logistica
para o resfriamento do leite (CARVALHO, 2012; DIAS et al., 2013).

De acordo com a IN62, o leite deve estar resfriado a uma temperatura de 4 °C no periodo
maximo de 3 horas ap0s o término da ordenha (BRASIL, 2011). Em Rondbnia, a predominancia
de produtores que adotam o uso de tanques de resfriamento coletivo associado ao clima da
regido, caracterizado por altas temperaturas e umidade, demonstra que o atendimento as normas

estabelecidas se torna essencial para manutencdo das caracteristicas microbiologicas do leite
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produzido.

Em estudo realizado por Dias et al. (2015) na microrregido de Ji-Parand, RO, foi
avaliada a qualidade microbiologica do leite total de 266 rebanhos, dos quais observaram que
195 (73,0%) apresentaram CTB > 100.000 UFC/mL, limite final estabelecido pela IN7 para a
regido Norte/Nordeste. Neste trabalho, a entrega do leite no tanque comunitario realizada por
carreteiro foi considerada fator de risco para CTB > 100.000 UFC/mL, demonstrando que esta
pratica associada a falhas de manejo e alta temperatura da regido contribui para a baixa
qualidade do leite. Neste trabalho, também foram avaliados 73 tanques de resfriamento e o
resultado da distribuicdo dos resultados de CTB demonstrou mediana de 196.500 UFC/mL e
965.000 UFC/mL para tanques individuais e coletivos respectivamente, demonstrando a
importancia de conhecer as variaveis associadas a baixa qualidade do leite em tanques de uso
comunitario da regido. Resultados obtidos por Carvalho (2012), na microrregido de Ji-
Parand/RO, demonstraram médias de CTB estatisticamente maiores (p<0,05) no periodo
chuvoso em comparacdo com periodo seco, sendo a média geométrica de CTB de 724.000
UFC/mL e 631.000 UFC/mL, respectivamente.

1.4 Microbiota deteriorante do leite cru: Micro-organismos e pontos de contaminacao

Diferentes grupos de micro-organismos podem compor a microbiota deteriorante do

leite, destacando os aerdbios mesofilos, psicrotroficos, coliformes e termoddricos.

1.4.1 Aerdbios mesofilos

Os aerdbios mesofilos constituem um grupo de micro-organismos capaz de se
multiplicar numa faixa de temperatura entre 20 e 45 °C, tendo uma temperatura étima de
crescimento a 32 °C e, portanto, encontrando nas temperaturas ambientes condi¢es 6timas para
0 seu metabolismo (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Sdo fermentadores de lactose produzindo
acido lactico e outros &cidos organicos, o que causa a acidez do leite (BRITO et al., 2003). Os
micro-organismos mesofilos possuem ampla distribui¢cdo no ambiente podendo ser encontrados
em animais de sangue quente em ambientes terrestres e aquaticos (MADIGAN et al., 2010).

O resfriamento do leite apds a ordenha reduz significativamente a multiplicacdo dos
aerobios mesofilos, porém, favorece a multiplicacdo da microbiota psicrotrofica (SANTANA
et al., 2001). No entanto, somente a refrigeracdo ndo é garantia de qualidade, é importante que
o leite cru seja obtido em condi¢Ges de higiene e sanidade adequados para reducdo da

contaminac&o inicial (BELLI, 2015).
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1.4.2 Psicrotroficos

Bactérias psicrotréficas sdo aquelas capazes de se desenvolver em temperaturas abaixo
de 7 °C, sendo os principais agentes de deterioracdo do leite cru refrigerado e de seus derivados
(FRANK et al., 1992). Quando a obtencdo e manipulacdo do leite ocorrem sob condi¢cfes
higiénico-sanitérias adequadas a presencga de micro-organismos psicrotroficos se limita a 10%
da microbiota total do leite fresco, enquanto que em situagdes improprias pode representar 75%
(NIELSEN, 2002). Esta situacdo se torna importante, pois alguns micro-organismos
psicrotroficos possuem tempo de geracdo de 20-30 minutos em condi¢cdes Otimas
(GUERREIRO et al., 2005), comprometendo a eficiéncia da pasteurizacdo que é dependente da
carga microbiana inicial presente na matéria-prima (ARCURI et al., 2006).

A acdo deterioradora das bactérias psicrotréficas se deve principalmente a producdo de
proteases, lipases e fosfolipases, que hidrolisam a proteina e a gordura do leite respectivamente.
A maioria das bactérias psicrotroficas ndo sobrevive a pasteurizacdo, porém, muitas de suas
enzimas hidroliticas sdo termorresistentes, podendo resistir ao tratamento Ultra High
Temperature (UHT) e permanecerem ativas. A presenca de enzimas termoestaveis no leite cru,
é especialmente prejudicial para a qualidade do leite UHT devido a sua estocagem a temperatura
ambiente por longos periodos de tempo (SGRHOUG; STEPANIAK, 1997). Assim, hd uma
estreita relacdo entre a carga microbiana de micro-organismos produtores de enzimas
deteriorantes no leite cru e a vida util dos produtos tratados termicamente.

Segundo Silva et al. (2011), a atividade proteolitica determinada pelas enzimas
microbianas esta associada a problemas como gelificacdo do leite UHT e aumento de taxa de
sedimentagdo. Outros efeitos indesejados dessas enzimas incluem alteragdes de sabor e odor
em diversos produtos e reducdo do rendimento dos queijos (SIRHOUG; STEPANIAK, 1997),
levando ao comprometimento da qualidade do queijo, reducdo da vida de prateleira e
consequentes prejuizos financeiros para a industria.

A lipolise resulta da acédo de lipases naturais e, ou, microbianas. Estas enzimas tém a
propriedade de hidrolisar triglicerides, constituintes da gordura, em &cidos graxos de cadeia
curta, incluindo os acidos butirico, caprdico, caprilico e caprico, principais responsaveis pelo
aparecimento de odores desagradaveis no leite. As lipases podem ser responsaveis pela

rancificacdo em queijos (CHEN et al., 2003).

1.4.3 Coliformes

O grupo dos coliformes totais sdo, em sua maioria, bactérias pertencentes ao género
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Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, que fermentam a lactose produzindo &cido
e gas em temperaturas de 35 °C e 37 °C (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

A presenca de coliformes no leite € indicativa de contaminacdo ambiental ou de
residuos fecais, indicando falhas de higiene durante a ordenha, no armazenamento ou transporte
do leite (SILVEIRA; BERTAGNOLLI, 2014). Estes micro-organismos se apresentam em grande
quantidade no meio ambiente e caracterizam-se como contaminantes de alimentos crus. Quando
identificados em leite tratado termicamente, indica temperatura inadequada de pasteurizagéo ou
recontaminacdo (BELOTI, 2015). O alto nivel de contaminacao inicial por coliformes no leite
pode aumentar rapidamente a taxa de multiplicacdo desses micro-organismos quando o leite é
obtido em condicdes higiénicas inadequadas (PANTOJA et al., 2011).

Pantoja et al. (2011) estudando os fatores associados as contagens de coliformes em
leite cru observou que falhas nos procedimentos de higienizacao de equipamentos de ordenha
e queda das teteiras durante a ordenha foram variaveis associadas ao aumento de coliformes,
demostrando a importancia da manipulacdo e higienizacdo adequada de equipamentos de
ordenha.

A Escherichia coli (E. coli) é a principal bactéria dentro do grupo dos coliformes. Sua
presenca nos alimentos demonstra condi¢des higiénicas inadequadas do produto e um forte
indicativo da presenca de micro-organismos fecais (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Esse
micro-organismo € utilizado como indicador de qualidade do leite e de seus derivados, assim
como da agua utilizada em industrias.

A ocorréncia de E. coli em amostras de leite é distinta nas diferentes regiGes. Mendes et
al. (2016) avaliaram 78 amostras de leite de tanques coletivos do Rio Grande do Sul,
observaram 51,28% das amostras positivas para E. coli. Estudo realizado por Mattos et al.
(2010) avaliaram 53 amostras de leite cru e isolaram E. coli em todas as amostras analisadas,
indicando contaminacdo fecal e sugerindo a presenca de micro-organismos entéricos
patogénicos que causam risco a saude da populacdo. A legislacéo brasileira estabelece padrdes
minimos para a presenca de coliformes fecais no leite pasteurizado de <2,0 NMP/mL (BRASIL,
2011).

1.4.4 Termoddricos

Micro-organismos termodudricos mesofilos e termoduricos psicrotréficos, sdo
determinantes da vida util do leite pasteurizado, pela producao de enzimas deteriorantes e pela
resisténcia a pasteurizacdo, passando a compor a microbiota remanescente no leite

pasteurizado. Termoduricos, pertencentes ao género Bacillus e Clostridium sdo constantemente



22

monitorados na fabricacdo de leite infantil devido a possibilidade de producéo de toxinas e a
vulnerabilidade de seus consumidores (CONNELL et al., 2016).

Grande parte dos micro-organismos termoddricos sdo provenientes da formacao de
esporos, que também podem contaminar o leite (BUEHNER et al., 2014). Os esporos sdo
estruturas de resisténcia de alguns géneros de bactérias, que permite sua sobrevivéncia em
meios adversos. Neste formato, as bactérias ndo causam alteragdes no leite nem doengas, porém
durante a sua esporulacdo no intestino pode haver producdo de toxinas e sintomas de
intoxicacdo (BELOTI, 2015).

No leite os principais géneros esporulados sé&o os Bacillus e os Paenibacillus, pois
possuem caracteristicas psicrotroficas e/ou termodiricas capazes de se multiplicar em
temperaturas de refrigeracdo e resistirem a pasteurizacdo atravessando toda cadeia do leite
(BELOTI, 2015).

Miller et al. (2015) demonstraram alta prevaléncia de esporos representantes de
bactérias mesofilas em tanques de refrigeragdo em Nova York, associados a diferentes praticas
de manejo de ordenha adotados nas fazendas, dentre elas, 0 manuseio de teteiras e limpeza dos
tetos. Estudo realizado por Connell et al. (2016) avaliou esporos de bactérias representantes do
género Bacillus e Clostridium em tanques de refrigeragdo na Irlanda, e demostrou baixas
contagens de esporos no leite cru refrigerado, devido a rigorosa higiene durante a ordenha e
lavagem de equipamentos.

1.4.5 Pontos de contaminacéo do leite cru

Estudos avaliando a microbiota deteriorante do leite em tanques comunitarios e sistemas
de producdo de leite em diferentes estados do pais demonstram sua importancia e a necessidade
de intervencdo para melhoria da qualidade microbioldgica do leite (BRITO et al., 2003;
FAGAN et al., 2005; ARCURI et al., 2008; SOUZA et al., 2009; SANTOS et al., 2009;
MATSUBARA et al., 2011, SILVA et al., 2011).

Em trabalho realizado por Brito et al. (2003) avaliou-se a qualidade higiénica-sanitaria
do leite refrigerado em 22 tanques comunitarios de sete municipios da Zona da Mata do estado
de Minas Gerais por um periodo de 16 meses. Os resultados das contagens de bactérias
psicrotroficas, termoduricas e coliformes indicaram deficiéncias de higiene da ordenha,
especialmente associadas a sujidades de teto, do ambiente dos animais e a ma qualidade da
agua. Souza et al. (2009), pesquisaram micro-organismos deteriorantes em amostras de leite de

nove propriedades vinculadas a um tanque comunitario de Sacramento/MG, sendo observados
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resultados da contagem de mesdfilos entre rebanhos variando de 6,2x102 UFC/mL a 2,2x10’
UFC/mL e de micro-organismos psicrotroficos variando de 3,2x10*> UFC/mL a 9,6x10°
UFC/mL. A média geométrica das contagens de mesofilos e psicrotroficos das amostras do
tanque realizadas no periodo de 48 horas foi de 1,8x10° UFC/mL.

Avaliac@es realizadas no Rio Grande do Norte, verificaram médias de 7,0x10° UFC/mL
em amostras de leite cru refrigerado (ANDRADE et al., 2014). Em Pernambuco, estudo
demonstrou que 83% das amostras de leite cru refrigerado avaliadas apresentavam contagens
microbianas superiores a 1,0x10® UFC/mL (MATTOS et al., 2010). Embora ndo se tenha
padrbes definidos na legislacdo quanto ao limite maximo de micro-organismos psicrotréficos
no leite cru, estudos demonstram que em contagens superiores a 1,0x10° UFC/mL ocorre a
sintese de lipases e proteases termorresistentes suficientes para promover alteracdes sensoriais
no leite e derivados (MUIR, 1996; COSTA et al., 2002).

Na etapa de obtencdo do leite, o procedimento realizado durante a ordenha séo
determinantes para a qualidade final do produto (SILVA et al., 2011). A qualidade
microbioldgica inicial do leite cru tem relacdo direta com a higiene da ordenha e a sanidade do
rebanho, e resulta na influéncia do desenvolvimento de micro-organismos psicrotroficos
durante o armazenamento (ALMEIDA et al., 2017).

A avaliacdo dos pontos de contaminacdo microbioldgica do leite durante a ordenha de
propriedades dos estados de Pernambuco e Parana, apontaram maiores contagens de bactérias
mesofilas e psicrotroficas em tetos sujos e teteiras, aguas residuais de latdo e baldes (FAGAN
et al., 2005; MATSUBARA, et al., 2011; SILVA et al., 2011). Estudo realizado por Mattos et
al. (2010), demonstrou médias de aerdbios mesofilos de 1,68x107 UFC/mL e concluiu que
grande parte das propriedades avaliadas apresentavam alta contaminacéo durante a ordenha e
gue as contagens de bactérias estdo acima dos padrdes antes mesmo do leite sair da propriedade.

O estudo realizado por Yamazi et al. (2010) identificou os principais pontos de
contaminagdo por aerdbios mesofilos, psicrotroficos, coliformes totais e E. coli em pontos
especificos da linha de ordenha, e foi demonstrado que teteiras de ordenhadeiras mecanicas e
superficie de tetos dos animais foram pontos importantes de altas contagens de micro-
organismos. Nas avaliagdes realizadas em equipamentos de ordenha, foi demonstrado que as
teteiras e a mangueira conectada ao tanque foram os locais de maior contaminagdo de micro-
organismos (WOBETO et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a microbiota deteriorante do leite cru armazenado em tanques de resfriamento coletivos
e em potenciais pontos de contaminacdo durante a ordenha de sistemas de producdo de leite

prevalentes em Rondénia

2.2 Objetivos especificos

e Identificar os pontos criticos de contaminagdo microbioldgica em sistemas de producéao
de leite prevalentes em Rondonia;

e Quantificar micro-organismos deteriorantes em pontos de contaminagdo durante a
ordenha em propriedades representativas dos sistemas de producdo prevalentes em
Rondb6nia;

e Caracterizar as edificacdes, manejo e logistica de resfriamento do leite de tanques de
resfriamento coletivos;

e Quantificar micro-organismos deteriorantes em tanques de resfriamento coletivos.
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3 PONTOS CRITICOS DE CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DO LEITE CRU
EM SISTEMAS DE PRODUCAO DE LEITE PREVALENTES EM RONDONIA

RESUMO

Considerando a importancia da cadeia produtiva do leite em Ronddnia, 0 objetivo do
estudo foi quantificar os micro-organismos deteriorantes em pontos da ordenha de quatro
sistemas produtivos de leite predominantes no estado. Para isso foram avaliados 17 pontos de
contaminacdo de quatro propriedades leiteiras que representam as caracteristicas de manejo e
instalaces predominantes no estado. Foram coletadas amostras do leite (trés primeiros jatos e
leite total), da &gua, da superficie e agua residual de baldes e latBes, teteiras, das méos do
ordenhador e dos tetos. A coleta de amostras foi realizada por meio de suabes estéreis e as areas
amostradas foram delimitadas utilizando-se moldes flexiveis esterilizados. As amostras foram
conservadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e entdo encaminhadas ao
Laboratdrio de Qualidade do Leite da Embrapa Rondénia para analise laboratorial. Para a
pesquisa dos micro-organismos, procedeu-se a dilui¢do decimal seriada da amostra em solugédo
salina esterilizada 0,85%. As diluicbes selecionadas para cada micro-organismo foram
semeadas em duplicata, em placas Petrifilm® AC aerdbios mesofilos, Petrifilm® EC coliformes
totais/ Escherichia coli conforme recomendagdo do fabricante. Para a contagem de
psicrotréficos e termoduricos psicrotroficos, as amostras foram semeadas em duplicata pelo
método de semeadura em superficie, em agar padrdo leite a 10%. As propriedades avaliadas
eram caracterizadas por baixa adocdo de boas praticas e infraestrutura deficiente. Das
propriedades avaliadas, trés adotavam a ordenha manual e uma ordenha mecénica balde ao pé.
A média da contagem de aerdbios mesofilos e coliforme totais em baldes/latdes foram de
2,4x10% e 1,3x107 UFC/cm? respectivamente. Nos tetos, a média das contagens de aerdbios
mesofilos foi de 2,7x10* UFC/cm? e de coliformes totais 8,2x102 UFC/cm?. O resultado da
contagem de bactérias demonstrou que utensilios (baldes/latdes) e tetos dos animais foram os
principais pontos criticos de contaminacdo de micro-organismos mesofilos e coliformes,
corroborando com estudos realizados em diferentes estados brasileiros. Os resultados mostram
a importancia da adocéo de boas praticas de ordenha, e que a lavagem adequada de baldes e
latbes e a desinfeccao dos tetos antes da ordenha devem ser priorizadas a fim de reduzir/eliminar

a contaminacao microbiologica e melhorar a qualidade e seguridade da matéria-prima.

Palavras-chave: Micro-organismos deteriorantes. Pontos de contaminagdo. Qualidade do leite
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ABSTRACT

Considering the importance of the production of milk in Rondonia, the objective of this
study was quantify the microrganisms in points of the milking of four systems of milk
predominants in state. For this, 17 points of contamination of four dairy farms were evaluated,
which represent the management characteristics and the predominant facilities in the state. The
samples of milk (first three jets and total milk), water, surface and residual water were collected
from buckets and brass, ceiling, from the hands of the milker and the ceilings. Sample collection
was performed using sterile swabs and the areas sampled were delimited using sterilized
flexible molds. The samples were stored in isothermal boxes containing recyclable ice and then
sent to the Laboratory of Milk quality of the Embrapa Ronddnia for laboratory analysis. For the
detection of the microorganisms, the serial decimal dilution of the sample was carried out in
sterile 0.85% saline solution. The selected dilutions for each microorganism were seeded in
duplicate in Petrifilm® AC aerobic mesophilic plates, Petrifilm® EC coliform total and
Escherichia coli according to the manufacturer's recommendation. For the counting of
psychrotrophic and psychotrophic thermodurics, the samples were seeded in duplicate by the
surface sowing method, in standard 10% milk agar. For the study of thermoduric microrganisms
mesophilics and psychrotrophic, the samples were submitted to thermal treatment (62.8 £ 0.5
°C) and cooled to 10 °C. The properties evaluated were characterized by low application of
good practices and precarious infrastructure. Of the evaluated properties, three adopted manual
milking and mechanical milking bucket on foot. The average count of mesophyll aerobic and
total coliform in buckets / brass were 2.4x10® CFU/cm? and 1.3x107 CFU/cm? respectively. In
the ceilings, the average counts of mesophyll aerobes were 2.7x10* CFU/cm? and total
coliforms were 8.2x102 CFU/cm?. The results of bacterial counts showed that utensils
(buckets/brasses) and ceilings of the animals were the main contamination points of mesophilic
and coliform microorganisms, corroborating with studies carried out in different Brazilian
states. The results show the importance of adopting good milking practices and that proper
washing of buckets and brasses and disinfection of ceilings prior to milking should be
prioritized in order to reduce / eliminate microbiological contamination and improve the quality

and safety of the feedstock.

Key words: Points of microbiological contamination. Microorganisms. Milk quality.
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3.1 Introducao

A cadeia produtiva do leite em Ronddnia tem se fortalecido nos dltimos anos, colocando
0 agronegdcio do leite em posicédo de destaque na economia do estado. Rondénia é 0 nono maior
produtor de leite no Brasil com uma producdo em 2016 de 790.947 milhGes de litros,
correspondendo a 42,1% da producdo da regido Norte (IBGE, 2016). A agricultura familiar
representa cerca de 70% da producdo de leite em Rondbnia e deste grupo se destacam
assentados de reforma agraria e comunidades, o qual remete a importancia socioecondémica da
atividade no estado (IBGE, 2006).

Dentro dos aspectos que envolvem a cadeia produtiva do leite, a qualidade é um ponto
de extrema importancia devido a fatores como, a garantia de alimento seguro e com qualidade
nutricional para o consumidor, aumento da vida de prateleira e rendimento industrial de
derivados lacteos. Dentre os parametros estabelecidos na legislacdo para a avaliacdo da
qualidade do leite, o atendimento aos limites para a Contagem Total Bacteriana (CTB) se
caracteriza por um grande desafio a cadeia produtiva devido as altas contagens e padrdo de
variacdo dos resultados e pelo comprometimento na matéria prima e seus derivados.

A qualidade microbioldgica do leite cru resulta entre outros fatores, das condi¢Ges de
manejo da ordenha e de estocagem e armazenamento da matéria-prima (CERQUEIRA et al.,
2006). A contaminacdo do leite pode ocorrer por micro-organismos presentes no interior da
glandula maméria, na superficie exterior do Ubere e tetos, na superficie do equipamento de
ordenha e do tanque, assim como por utensilios utilizados na ordenha (baldes, latdes) e pelas
méos do ordenhador (SANTOS; FONSECA, 2001).

Estudos realizados em Ronddnia demonstram os desafios a serem enfrentados para
adequacdo aos padrdes de qualidade do leite definidos na legislagdo (CARVALHO, 2012;
DIAS et al., 2013; DIAS et al., 2015). Em estudo realizado por Dias et al. (2015) na
microrregido de Ji-Parana, Rondonia, foi avaliada a qualidade microbiolégica do leite total de
266 rebanhos, e observaram que 195 (73,0%) apresentaram CTB > 100.000 UFC/mL, limite
méaximo da contagem estabelecido pela IN7 para a regido Norte/Nordeste. Neste trabalho, a
entrega do leite no tanque comunitario realizada por carreteiro foi considerada fator de risco
para CTB > 100.000 UFC/mL, demonstrando que esta préatica associada a falhas de manejo da
ordenha e alta temperatura da regido contribui para a baixa qualidade do leite.

Diferentes grupos de micro-organismos podem compor a microbiota deteriorante do
leite. Os aerobios mesofilos incluem um grupo de micro-organismos capazes de se
multiplicarem numa faixa de temperatura entre 20 e 45 °C, tendo uma temperatura 6tima de

crescimento a 32 °C e, portanto, encontrando nas temperaturas ambientes condicGes 6timas para
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0 seu metabolismo (FRANCO; LANDGRAF, 1996). Séo fermentadores de lactose produzindo
acido l4ctico e outros acidos organicos, o que causa a acidez do leite (BRITO et al., 2003). O
resfriamento do leite apos a ordenha reduz significativamente a multiplicacdo dos aerdbios
mesofilos, porém, favorece a multiplicacdo da microbiota psicrotréfica (SANTANA et al.,
2001). Bactérias psicrotréficas sdo aquelas capazes de se desenvolver em temperaturas abaixo
de 7 °C, sendo os principais agentes de deterioracdo do leite cru refrigerado e de seus derivados
(FRANK et al., 1992).

Os coliformes sdo bactérias capazes de fermentar a lactose produzindo gas quando
incubadas a temperaturas de 35 — 37 °C, e sdo pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Esse
grupo inclui espécies de bactérias como a Escherichia coli originadas no trato-gastrointestinal
de humanos e outros animais e sua presenca nos alimentos indica contaminacao de origem fecal
(FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Considerando a importancia socioecondémica da cadeia produtiva do leite para o estado,
a baixa qualidade microbioldgica da matéria-prima evidenciada nos estudos previamente
realizados, e a grande diversidade de micro-organismos deteriorantes do leite, que contribuem
para a baixa qualidade nutricional e orgaloléptica, o baixo rendimento e vida Gtil do leite e
derivados, este trabalho teve o objetivo de avaliar os pontos de contaminagdo da microbiota
deteriorante do leite em sistemas de producéo de leite predominantes em Rondonia.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Local e populacéo do estudo

O estudo foi realizado em quatro propriedades leiteiras localizadas no estado de
Rondbnia, que representam as caracteristicas de manejo e instalacdes predominantes no estado.
As propriedades foram classificadas em trés niveis de acordo com o grau de adocdo de
tecnologias. Para a definicdo do perfil das propriedades a serem avaliadas foram consideradas
as informagdes obtidas de questionarios epidemioldgicos aplicados a produtores de leite das
principais microrregides produtoras de leite do estado: Ji-Parana, Cacoal e Ariqguemes (DIAS
etal., 2013; DIAS et al., 2015; DIAS et al., 2017a).

Considerando o clima predominante em Rondénia (Tipo Aw - Clima Tropical
Chuvoso), as avaliagcBes foram realizadas no periodo chuvoso, nos meses de outubro a
dezembro de 2017.

3.2.2 ldentificacdo dos pontos criticos de contaminacao microbioldgica do leite cru
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3.2.2.1 Coleta de amostras e dados

Em cada propriedade selecionada, os pontos de contaminacdo foram identificados de
acordo com o sistema de ordenha e praticas de higiene adotadas. Foram coletadas amostras do
leite (trés primeiros jatos e leite total), da agua (pontos de utilizacdo), dos utensilios de ordenha
(baldes, latdes e coador), do equipamento de ordenha (teteiras), da &gua residual dos
equipamentos e utensilios, das mdos do ordenhador e dos tetos.

Nos latdes, baldes e coador a area amostrada foi de 100 cm?, tetos e teteiras 3 cm? e
méos do ordenhador de 5 cm?. As areas amostradas foram delimitadas utilizando-se moldes
flexiveis de polietileno esterilizados conforme metodologia de Santana et al. (2001). Para o
transporte das amostras, foi utilizado caldo Letheen a fim de neutralizar a acdo de residuos de
sanitizantes. Para coleta das amostras de leite e agua, foram utilizados frascos de vidro estéreis
com tampa de rosca. As amostras de leite total foram coletadas seguindo os procedimentos
descritos por Dias e Antes (2012). As amostras foram armazenadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel e encaminhadas ao Laboratério de Qualidade do Leite localizado na
Embrapa Ronddnia para realizagdo das anélises laboratoriais.

3.2.2.2 Andlise microbioldgica

Para a enumeracdo de micro-organismos deteriorantes, as amostras dos pontos de
contaminacdo foram diluidas serialmente em escala decimal utilizando solucdo salina
esterilizada 0,85% (até 107).

Para a contagem de aerobios mesoéfilos e coliformes/Escherichia coli (E. coli), as
diluicdes selecionadas foram semeadas em duplicata em placas Petrifilm® AC e Petrifilm® EC,
respectivamente (3M Company, St. Paul, MN, EUA), seguindo os procedimentos descritos por
Morton (2001) e interpretadas de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para a contagem de psicrotréficos e termoduricos psicrotréficos foi utilizado o0 método
de semeadura em superficie, em duplicata, em &gar padréo para contagem (PCA) acrescido de
leite em p6 a 10%, e incubados a 7 °C por 10 dias conforme procedimento descrito por Frank e
Yousef (2004). Para a determinacdo da contagem de termoddricos, foi realizado o preparo
térmico da amostra antes de proceder a diluicdo das amostras de leite. Para isso, uma aliquota
de 5 mL da amostra de leite foi incubada em banho-maria a 62,8 °C por 30 minutos. Para a
contagem de termodurico mesofilo, foi utilizado o0 método em superficie em PCA e incubadas
a 37 °C por 48-72 horas de acordo com Frank e Yousef (2004).
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3.2.3 Avaliacéo da sanidade da glandula maméria

3.2.3.1 Coleta de amostras e dados

A avaliacdo da sanidade da glandula mamaria foi realizada em 63 vacas em lactacdo
durante a ordenha dos animais nas quatro propriedades avaliadas. O diagnostico da mastite
clinica foi realizado considerando as alteracbes macroscopicas do leite (presenca de pus,
grumos e/ou estrias de sangue) na prova da caneca telada de fundo escuro, e na presenca de
sinais de inflamagdo na glandula mamaria. A mastite subclinica foi avaliada utilizando o
California Mastitis Test (CMT) (SCHALM et al., 1971) e a determinacdo da contagem de
celulas somaéticas eletronica (CCS).

Para o diagndéstico microbioldgico da mastite, foi obtida amostra de leite, procedendo
a desinfecc¢do dos tetos, secagem com papel toalha e antissepsia com alcool 70°GL. Foi coletado
cerca de 4 mL de leite em tubos de vidro com tampa de rosca estéreis, com o cuidado de retirar
quantidade igual de leite de cada quarto mamario (NMC, 2004).

Para a determinacdo da CCS foi realizada coleta de amostra representativa da produgéo
total de cada animal na primeira e Gnica ordenha do dia, em frascos contendo o conservante
bronopol conforme descrito por Dias e Antes (2012).

As amostram foram armazenadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e
encaminhadas ao Laboratério de Qualidade do Leite localizado na Embrapa Ronddnia para
realizacdo das analises laboratoriais.

3.2.3.2 Diagnostico microbiologico e indicadores

Para o diagnostico microbioldgico da mastite, semeou-se um volume de 10 pL de cada
amostra de leite em placa de agar-sangue (5% de sangue desfibrinado de carneiro). As placas
foram incubadas a 37 ° C em aerofilia por até 120 horas, procedendo as leituras as 24, 48 e 120
horas apo0s a incubagdo. As col6nias isoladas em &gar sangue foram observadas quanto a
morfologia, tamanho, pigmentag&o, presenca de hemolise. Os micro-organismos isolados foram
observados ao microscopio por meio de esfregacos corados pelo método de Gram. A
significancia do namero de col6nias dos micro-organismos isolados foi interpretada segundo
0s critérios propostos pelo National Mastitis Council (NMC, 1987). Bactérias do género
Streptococcus foram identificadas pela auséncia de producdo de catalase, teste de CAMP e
hidrolise da esculina. O género Staphylococcus foi classificado de acordo com o resultado das

provas de producdo de catalase, coagulase e acetoina. Amostras consideradas contaminadas
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foram aquelas em que houve crescimento de trés ou mais colonias diferentes no isolamento
primario, sem o predominio de nenhuma delas (NMC, 2004).

A determinacdo de CCS foi realizada por citometria de fluxo no equipamento
Combiscope FTIR 400 (Delta Instruments).

3.2.4 Analise dos dados

Para determinar a contagem dos grupos de micro-organismos avaliados foi considerada
a média da contagem da diluicéo selecionada de cada ponto de contaminagdo considerando 0s
critérios definidos por Silva et al. (2010). A contagem dos micro-organismos foi expressa em
UFC/mL ou UFC/cm? conforme o ponto de contaminacio avaliado. Nos pontos de
contaminacdo em que a coleta foi realizada utilizando moldes flexiveis e suabes, o calculo da
contagem dos micro-organismos foi realizado de acordo com a formula descrita por Silva et al.
(2010):

UFClcn’= UFC/mL da suspensdo *  area amostrada
volume do diluente

3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Caracterizacao das propriedades

Foram avaliadas quatro propriedades leiteiras representativas das caracteristicas de
manejo e instalagdes predominantes no estado de Rondonia.

Estudos realizados no estado evidenciaram baixo padrdo tecnoldgico nos sistemas de
producdo de leite no estado, definidos por: sistemas de producdo a pasto, com baixa adogéo de
tecnologias para seu manejo, baixa escala de producdo de leite por rebanho concentrada na faixa
até 50 litros/dia; animais pouco especializados para a producdo de leite; sistema de ordenha
manual e realizada uma vez por dia; e baixa adoc¢ao de boas praticas de ordenha e controle da
mastite (CARVALHO, 2012; SEBRAE, 2013; DIAS et al., 2013; DIAS et al., 2014; SEBRAE,
2015; DIAS et al., 2015; DIAS et al., 2017a).

As propriedades avaliadas no presente estudo eram caracterizadas por producéo de leite
variando de 45 a 90 litros/dia e nimero de vacas em lactacdo variando de 11 a 23 animais. Das
propriedades estudadas, trés adotavam a ordenha manual, sendo realizada em estrutura de chao

batido e/ou piquete, com e sem cobertura. Uma propriedade adotava a ordenha mecanica balde
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ao pé, sendo realizada em curral, com piso de cimento e cobertura. Em todas as propriedades,
era realizada apenas uma ordenha diaria pelo produtor e/ou familiares, com a presenca do
bezerro durante a ordenha. Quanto ao manejo da ordenha, foi observada baixa adocéo das
praticas recomendadas para a higiene e para prevencao e controle da mastite Tabela 2.

A lavagem de utensilios e equipamentos de ordenha era realizada pelo produtor ou
familiares. A fonte de agua utilizada para limpeza era o pogo com profundidade variando de 8
a 10 metros, sendo tratadas com cloro em trés das propriedades avaliadas. Foram observadas
vestimentas nao adequadas dos ordenhadores e falhas nos procedimentos de lavagem de latdes,
baldes e coador. Os utensilios eram armazenados apds a limpeza predominantente em area
externa da propriedade e sem cobertura.

Todas as propriedades avaliadas forneciam leite para estabelecimentos com servico de
inspecdo oficial e entregavam leite em tanques de resfriamento coletivos. A captacdo do leite
pela indUstria era realizada a cada 36 horas. As caracteristicas de manejo e instalacdes das
propriedades avaliadas estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Caracteristicas de manejo e instalacGes das propriedades avaliadas, Rond6nia, 2017.

Propriedades avaliadas

Caracteristicas da propriedade

P1 P2 P3 P4
Vacas em lactacéo 20 19 11 23
Producdo média de leite (litros/dia) 80 90 45 90
Identificac&o dos animais Néo Sim Néo Sim
Cobertura curral Néo Sim Parcial Sim
Piso curral Chéo batido Chéo batido Chéo batido Cimento
Ponto de agua no curral Néo Sim Néo Sim
Fonte de agua Poco Poco Poco Poco
Tratamento de agua Cloro Nao Cloro Cloro
Tipo de ordenha Manual Manual Manual Mecanica
N° de ordenhas diarias 1 1 1 1
Presenca de bezerro Sim Sim Sim Sim
Examina primeiros jatos de leite Nao Néo Nao Néao
Lavagem dos tetos Nao Sim Néo Sim
Desinfeccéo dos tetos antes da ordenha Néo Sim Néo Néo
Secagem dos tetos N&o Sim? Né&o Sim?
Desinfeccdo dos tetos depois da ordenha Néo Néo Néo Néo
Lavagem das maos Néo Sim Néo Sim
Resfriamento e conservacéo do leite TC TC TC TC
Periodicidade de captacédo do leite (horas) 36 36 36 36
Responsavel pela limpeza de baldes/latdes Produtor Produtor Produtor Produtor
Local de armazenamento de baldes/lates Edificacdo do tanque Externo sem cobertura Externo sem cobertura Curral

2 Secagem dos tetos com pano; ® Secagem dos tetos com papel toalha; ¢ TC Tanque coletivo
3.3.2 Avaliacéo dos pontos de contaminacéo do leite cru

Foram avaliados 17 pontos de contaminagdo em propriedades que adotavam ordenha
manual e 22 pontos de contaminacgéo na propriedade que utilizava ordenha mecénica. Os pontos
avaliados foram: amostras de leite (trés primeiros jatos e leite total), agua de uso (no ponto de
utilizacdo), parede, fundo e &gua residual dos utensilios (baldes, latbes e coador), dos
equipamentos (conjunto de teteiras), mdos do ordenhador e parede dos tetos. O resultado das
contagens médias de aer6bios mesdéfilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli (EC),
psicrotréficos (P), psicrotréficos proteoliticos (PP), termoduricos meséfilos (TM) e
termoduricos psicrotroficos (TP) em amostras de leite total e dos trés primeiros jatos estéo
apresentados na Tabela 3.

As amostras de leite total das propriedades avaliadas foram coletadas nos latdes antes
do transvase no tanque coletivo. A variagdo das contagens médias dos principais micro-
organismos avaliados em leite total foi de 3,4x10* UFC/mL (P2) a 3,7x10° UFC/mL (P3) para
aerdbios mesdfilos, de < 10 UFC/mL (P2) a 1,4x10° UFC/mL (P1) para psicrotréficos e de <
100 UFC/mL (P2) e 1,4x10* UFC/mL (P1) para coliformes totais.

Os trés primeiros jatos de leite (volume aproximado de 100 a 150 mL de leite)
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apresentaram contagens para os diferentes micro-organismos avaliados, sendo observado
contagens de aerébios mesdéfilos em todas as propriedades estudadas. A presenca do bezerro
era pratica adotada nas propriedades, entretanto observou-se que em algumas propriedades
selecionava-se um quarto mamario para o bezerro mamar, permitindo que os trés primeiros
jatos dos outros quartos mamarios fossem incorporados ao leite total, contribuindo para a
contaminacéo final do leite. A média da contagem de AM dos primeiros jatos foi 2,7x10°
UFC/mL. Estudo realizado por Silva et al. (2011) considerou os primeiros jatos pontos
importantes de contaminagdo, com contagens de micro-organismos mesofilos de 5,6x10*
UFC/mL.

O resultado das contagens médias dos micro-organismos deteriorantes de dgua de uso,
tetos e mao do ordenhador nas propriedades avaliadas estdo apresentados na Tabela 4.

A qualidade da agua utilizada na atividade leiteira € fundamental para garantir a limpeza
e desinfeccdo das instalagcdes/equipamentos e assegurar a saude humana e animal, fundamental
para a producéo de leite seguro (CERQUEIRA et al., 2006). A média da contagem de CT nas
amostras da agua utilizada nas propriedades foi de 1,6x10> UFC/mL, sendo observadas
contagens na P1 e P4. Em uma propriedade (P3) ndo foram isolados micro-organismos
deteriorantes na agua utilizada para a lavagem dos utensilios e maos.

Tetos néo higienizados séo considerados importantes pontos de contaminacao do leite
por bactérias mesofilas (SANTANA et al., 2001; SILVA et al., 2011). No presente trabalho, os
tetos dos animais apresentaram contagens médias de AM, P e CT de 9,1x10* UFC/cm?, 8,1x10?
UFC/cm? e 1,1x10%2 UFC/cm? respectivamente, demonstrando a importancia dos tetos como
fonte de contaminacdo por bactérias deteriorantes durante a ordenha. As avalia¢des dos pontos
de contaminacdo foram realizadas durante o periodo chuvoso, predominante em Rondonia. As
areas de permanéncia dos animais entre as ordenhas e curral de espera apresentavam lama
predispondo ao aumento das sujidades dos tetos e Ubere dos animais, podendo se apresentar
como um ponto importante de contaminagéo do leite e fator de risco para a mastite ambiental.
Estudo realizado por Fagundes et al. (2006), demonstraram que a quantidade de lama e fezes
observadas no curral podem ter contribuido para a elevada contagem de Pseudomonas spp nas
amostras de leite avaliadas. No periodo entre as ordenhas, os animais podem entrar em contato
com lama, fezes e material de cama, e a aderéncia destes materiais em tetos e Ubere, quando
ndo eliminados antes da ordenha pode contribuir com intensa contaminacdo do leite
(OLIVEIRA; BRANDESPIM, 2009).

As maos dos ordenhadores se constituiram importante fonte de contaminacdo do leite

por micro-organismos AM e P (Tabela 4). Em duas propriedades (P1 e P4), houve reducédo das
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contagens médias de AM apos a ordenha. Na P1, o produtor ndo lavava as maos durante a
ordenha, indicando que esta contaminacdo pode ter sido incorporada aos tetos e ao leite.
Mesmo em situacGes em que ndo ha manipulacdo direta do leite (ordenha mecanica), o
ordenhador constitui principal ligacdo entre equipamentos, utensilios, animais e o leite,
podendo contribuir para a transferéncia de micro-organismos durante a ordenha (TAVARES et
al., 2017).

A contagem média dos micro-organismos deteriorantes nas teteiras, baldes, latbes e
coador estdo apresentados na Tabela 4. Os utensilios de ordenha, como latdes e baldes
apresentaram altas contagens de micro-organismos, indicando falhas nos procedimentos de
higienizacdo e armazenamento. Nas propriedades avaliadas, os utensilios ap6s lavados eram
armazenados em area externa sem cobertura e assim expostos a poeira e chuva. Na P1 e P4 foi
observado agua residual nos baldes e latdes e altas contagens de AM, P e CT. As contagens
médias de AM na agua residual de baldes/latdes variaram de 2,2x107 a 1,4x108 UFC/mL e de P
variaram de 6,7x10* a 4,3x10° UFC/mL, demonstrando que a higienizacdo adequada dos
utensilios e forma de armazenamento sdo pontos criticos que devem priorizados para reducao
da contaminacéo. Os psicrotroficos, possuem alto poder deterioracédo do leite em condicdes de
refrigeragéo. Estudos realizados por Baur et al. (2015) confirmaram alta prevaléncia de micro-
organismos Gram negativos produtores de enzimas em amostras de leite cru refrigerado, sendo
80% do género Pseudomonas. Grande parte dos micro-organismos psicrotréficos ndo resistem
ao processo de pasteurizacdo, porém muitos produzem enzimas hidroliticas que sdo termo
resistentes, permanecendo ativas mesmo apos o tratamento UHT (CHEN et al., 2003).

O sistema de ordenha mecénica era adotado apenas na propriedade P4. As teteiras
apresentaram maiores contagens dos micro-organismos AM, P e CT respectivamente, sendo a
contagem média de AM de 1,5x10° UFC/cm? no inicio da ordenha e de 2,0x10° UFC/cm? ao
fim da ordenha dos animais. O produtor ndo adotava as recomendacBes para lavagem e
manutencdo do equipamento de ordenha, sendo observadas falhas nos procedimentos de
lavagem e desgaste nas teteiras e mangueiras, tornando um elemento adicional de contaminagéo
microbioldgica do leite. De acordo com Santana et al. (2001), altas contagens de micro-
organismos nos copos de teteiras, indicam falhas na higienizagcdo do equipamento, como uso
incorreto de concentracdes de sanitizantes, temperaturas inadequadas e atraso na troca de
borrachas/teteiras. Falhas ou auséncia de manutencao do equipamento de ordenha pode resultar
em rachaduras e fissuras nas teteiras/mangueiras devido ao desgaste de uso e predispor ao
acumulo de leite e & multiplicacdo de bactérias levando a um aumento na contagem de bactérias
(GUERREIRO et al., 2005).
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Tabela 3 - Contagens médias de micro-organismos aerébios mesdéfilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli (EC), psicrotréficos (P),
psicrotroficos proteoliticos (PP), termoduricos mesofilos (TM) e temoduricos psicrotréficos (TP) em amostras dos primeiros jatos de

leite e leite total de quatro propriedades, Ronddnia, 2017.
P1 P2

P3 P4
AM_CT _EC P PP _AM_CT _EC P PP _TM TP AM _CI EC P PP TM T AM_CT_EC P PP_TM TP

Trés primeiros jatos® 2,7x10° 3,0x10% 2,7x10% 2,5x10? <100 75x10° <10 <10 1,0x10' <10 1,2x10" 0,2x10" 5,2x10° <10 <10 <I/mL <1/mL 1,0x10" 2,5x10? 5,2x10" 0,1x10" < 1/mL < 1/mL < 1/mL 0,5x10" 0,5x10"
Leite total® 2,8x10° 1,4x10° <100 1,4x10° 1,0x10° 34x10* <100 <100 <10 <10 1,0x10° <1/mL 3,7x10° 1,3x10° <100 65x10° <10 1,0x10° < 1/mL 3,6x10° 4,1x10° 3,5x10" 2,5x10* < 1/mL 9,3x10" < 1/mL
@ Contagens expressas UFC/mL

Amostras de leite

Tabela 4 - Contagens médias de micro-organismos aerobios mesofilos (AM), coliformes totais (CT), Escherichia coli (EC), psicrotréficos (P) e

psicrotroficos proteoliticos (PP) em agua de uso, tetos, mdos do ordenhador, equipamentos e utensilios de ordenha, de quatro propriedades,

Rond6nia, 2017.

Pontos de Contaminagéo Pl P2 3 P4
AM CT EC P PP AM CT EC P PP AM CT EC P PP AM CT EC P PP

Agua de uso, tetos e méos do ordenhador

Agua de uso® 35x10° 3,0x10' <100 05x10' <10 98x10' <l/mL <10 <UmL <UmL <lmL <UmL <lmL <ImL <lmL 23x10? 55x10° <1/mL <UmL <1/mL
Parede do teto” 56x10' 37x10° <100 18x10° 1,8x10° 1,6x10° 0,5x10" 0,4x10° 43x10° <10 81x10* 2,6x10' 0,9x10" 6,6x10° 09x10' 55x10° 3,8x10° 0,1x10" 1,9x10° 0,2x10
Mo do ordenhador antes da ordenha 6,1x10* <100 <100 <100 <100 83x10° <10 <10 13x10' <ImL 3.3x10° <10 <10 26x10° 1,3x10" 1,0x10° <lmL <I/mL 1,4x10*° <Z1/mL
Mo do ordenhador depois da ordenha®  5,6x10° <100 <100 <100 <100 35x10* <10 <10 36x10° 0,6x10' 52x10* <10 <10 40x10° 0,6x10" 85x10° <lmL <ImL 25x10* <1/mL
Utensilios e equipamentos de ordenha

Teteira antes da ordenha” NU° NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU  15x10° 4,9x10° 0,7x10' 1,0x10° 0,9x10"
Teteira depois da ordenha® NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU NU  20x10° 1,3x10° 04x10" 7,7x10° 0,5x10"
Agua residual do balde® 35x10" 7,6x10° <100 1,2x10° <10  NO° NO NO NO NO NO NO NO NO NO  52x10° 4,3x10° 1,6x10° 6,7x10" 3,7x10°
Parede de balde” 29x10" 36x10° <100 2,0x10° 3,7x10° 21x10° 60x10° <10 16x10° 50x10° 61x10° 2,2x10° <100 62x10° <10 14x107 1,0x10° 1,0x10° 1.9x10° 1,0x10°
Agua residual do latao® 22x10" 35x10° <100 4,3x10° 3,6x10° NO NO NO NO NO NO NO NO NO NO  14x10° 63x10° <10 >65x10° <1/mL
Parede de latio” 50x10° 9,7x107 <100 2,1x107 2,1x10° 6,1x10° 1,0x10° 12x10° 44x10° <10 12x10° 82x10° <100 25x10° <10 19x10° 12x10? <10 28x10° <UmL
Coador® 25x10° <100 <100 <100 <100 28x10° <10 <10 <UmL <UmL 21x10* <10 <10 12x10° <10 15x10° <UmL <1mL <Z1/mL <Z1/mL

2 Contagens expressas UFC/mL; ® Contagens expressas UFC/cm?; ¢ N4o utilizado; ¢ N4o observado
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3.3.3 Avaliacéo da sanidade da glandula mamaria

O diagnostico microbioldgico das amostras de leite das vacas em lactacdo nas
propriedades avaliadas demonstrou frequéncia de animais com isolamentos de patdégenos da
mastite que variaram de 50% (P2) a 100% (P4) (Tabela 5). Os micro-organismos mais
frequentemente isolados foram Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (27,91%) e
Corynebacterium bovis (CB) (20,93%).

Vacas que ndo apresentaram crescimento bacteriano apresentaram menor nimero de
células sométicas do que as vacas com isolamento do patdégeno (P < 0,05), sendo 94.000
células/mL e 406.000 células/mL respectivamente. Entre os patdgenos isolados, a associacao
Staphylococcus aureus + SCN foi responsavel pela maior elevacdo de CCS, com contagem de
919.000 células/mL, seguida pelos Staphylococcus aureus com média de 487.000 células/mL
e SCN com média de 474.000 celulas/mL. Patdgenos menores como o Corynebacterium bovis
demonstraram média de 183.000 células/mL. A contagem de células somaticas do leite total
das propriedades avaliadas variou de 110.000 células/mL (P4) e 301.000 células/mL (P1).

Dentre os patogenos causadores de infeccdo intramamaria bovina, o género
Staphylococcus é o mais prevalente, sendo mais frequentes os isolados de Staphylococcus
aureus (S. aureus), Staphylococcus coagulase positivo ndo-aureus (SCP) e Staphylococcus
coagulase negativo (SCN). Estudos realizados em Rondénia demonstram a predominancia do
género Staphylococcus como agente causador da mastite subclinica em rebanhos de diferentes
regides do estado (DIAS et al., 2013; DIAS et al., 2017b).

Embora a presenca de mastite ndo seja uma das causas principais de altas contagens de
micro-organismos no leite cru, a sua ocorréncia pode contribuir para o aumento da contagem
de bactérias. A influéncia dos patdégenos da mastite na contagem de bactérias depende da
porcentagem de quartos mamarios infectados e do tipo de patdgeno isolado. O estagio da
infeccdo intramamaria também pode contribuir com um aumento da liberacdo de bactérias da
glandula maméaria (SEARS et al., 1990; KEEFE, 1997).

Estudos realizados em diferentes paises demonstraram que patdégenos do género
Streptococcus spp. foram responsaveis por repentinos aumentos na CTB do leite de rebanhos e
S. aureus foi associado a pequena elevacdo na contagem bacteriana (GONZALEZ et al., 1986;
HAYES et al., 2001; ZADOKS et al., 2004; RYSANEK; BABAK, 2005).

Lopes Junior (2010) demonstrou as médias geométricas de CTB (UFC/mL) e CCS
(céls/mL) de acordo com patdgenos isolados de mastite, e observaram que Streptococcus

agalactiae apresentaram as maiores contagens de bactérias seguido por Streptococcus spp. que
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ndo o Streptococcus agalatiae, S. aureus e SCN. Os resultados demonstraram que quanto maior
a intensidade do processo inflamatério, maior liberacdo de bactérias pela glandula maméria,
sendo a CCS uma ferramenta Gtil no controle da mastite e também na manutencdo de baixas
CTB.

No presente estudo, bactérias do género Streptococcus foram isoladas de animais da
propriedade P4, entretanto ndo foram isolados Streptococcus agalatiae. Dos nove animais
avaliados, cinco apresentaram isolamento de bactérias do género Streptococcus, e a contagem
de células somaticas de amostras de leite total da propriedade foi de 110.000 céls/mL,

demonstrando pouco impacto da infec¢do na CCS do rebanho.

Tabela 5 - Patdgenos da mastite isolados em amostras de leite de vacas em lactacdo nas quatro

propriedades avaliadas, Rondonia, 2017.

Infeccdo Intramamaria Pl P2 P3 P4 Total n (MACCS)1
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Sem crescimento bacteriano 3(33,3) 7 (50,0) 3(27,2) 0(0,0) 13 (30,23) 13 (94.000)
SCN? 2 (22,3) 7 (50,0) 1(9,0) 2(22,2) 12 (27,91) 10 (474.000)
cB® 3(33,3) 0(0,0) 4 (36,3) 2(22,2) 9(2093) 7(183.000)
STEN*+ SCN 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 2(22,2)  2(4,65) NR?
S. aureus® 1(11,1) 0(0,0) 0(0,0) 000,00 1(2,32) 1(487.000)
STEP® + SCN 0(0,0) 0(0,0) 1(9,0) 000,00 1(232 1(474.000)
S. aureus+ SCN 0(0,0) 0(0,0) 1(9,0) 0(0,0) 1(2,32)  1(919.000)
scp’ 0(0,0) 0(0,0) 1(9,0) 0(0,0) 1(2,32)  1(99.000)
STEP 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(11,1)  1(232) NR
STEP + STEN 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(11,1) 1(2,32) NR
STEN 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(11,1) 1(2,32) NR
Total 9 (100,0) 14 (100,0)  11(100,0)  9(100,0) 43(100,0) 34 (265.000)

!Média Aritimética de contagem de células somaticas; 2Staphylococcus coagulase negativo; *Corynebacterium
bovis; “Streptococcus esculina negativo; SStaphylococcus aureus; °®Streptococcus esculina  positivo;
"Staphylococcus coagulase positivo; 8 Ndo Realizado

3.4 Concluses

O resultado da pesquisa de micro-organismos deteriorantes em pontos de contaminagao
do leite cru durante a ordenha das propriedades avaliadas, demonstrou altas contagens de
bactérias mesofilas e coliformes em utensilios (latdes/baldes) e tetos dos animais.

A avaliacéo da sanidade da glandula mamarias dos animais em lactagdo demonstrou alta
frequéncia de isolamentos de patdgenos contagiosos porem com pouca contribui¢do para a
contagem total bacteriana.

Os resultados demonstraram a importancia da adogdo de boas praticas de ordenha,

priorizando a lavagem adequada de baldes e latdes e a desinfeccao dos tetos antes da ordenha,
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a fim de reduzir/eliminar a contaminagdo por micro-organismos deteriorantes no leite cru e

melhorar a qualidade e seguridade da matéria-prima.
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4 MICRO-ORGANISMOS DETERIORANTES DO LEITE ARMAZENADO EM
TANQUES DE RESFRIAMENTO COLETIVOS DE RONDONIA

RESUMO

Considerando a importancia da cadeia produtiva do leite para o estado, a baixa qualidade
microbioldgica evidenciada nos estudos previamente realizados e a grande diversidade de
micro-organismos deletérios ao leite, o objetivo do trabalho foi avaliar a microbiota deteriorante
do leite armazenado em 23 tanques coletivos da microrregido de Ji-Parana e Cacoal. A coleta
das amostras de leite foi realizada, ap6s homogeneizacdo, em frascos de vidro estéreis e frascos
contendo conservantes, e entdo encaminhadas ao Laboratério de Qualidade do Leite/Embrapa
Rondbnia para analise laboratorial. Para a pesquisa dos micro-organismos, procedeu-se a
diluicdo decimal seriada da amostra. Para a contagem dos micro-organismos utilizou-se
semeadura em duplicata de 1 mL em placas de Petrifilm® AC aerdbios mesofilos e Petrifilm®
EC coliformes totais de acordo com o fabricante. Para a contagem de psicrotréficos e
termoduricos psicotroficos, as amostras foram semeadas em duplicata pelo método de
semeadura em superficie, em agar padrdo leite a 10%. Para a pesquisa de micro-organismos
termoduaricos mesofilos e psicrotréficos, as amostras foram submetidas ao tratamento térmico
(62,8 £ 0,5 °C) e resfriada a 10 °C. A determinagdo da Contagem Total de Bactérias (CTB) e
Contagem de Células Somaticas (CCS) foi realizada pelo método de citometria de fluxo em
equipamento automatizado. Para analise dos dados, as contagens de bactérias foram convertidas
em log e os resultados comparados utilizando o teste U de Mann-Whitney com nivel de
significancia de 5%. A mediana de produtores dos tanques avaliados foi de 5 variando de 2 a
19. Dos 23 tanques avaliados, 65,2% apresentaram CTB acima de 300.000 UFC/mL, limite em
vigor definido pela Instrucdo Normativa n® 62. A mediana da contagem de mesofilos,
psicrotréficos, psicrotroficos proteoliticos, coliformes, termoduaricos meséfilos e psicrotroficos
foram respectivamente 2,8x10° UFC/mL, 6,8x10° UFC/mL, 4,6x10° UFC/mL, 2,0x10*
UFC/mL, 1,5x103 UFC/mL, 1,3 x10® UFC/mL. N&o foi observada diferenca estatistica entre as
contagens dos grupos de bactérias deteriorantes por tipo de microrregido e nimero de
produtores por tanque. O resultado deste trabalho demonstra contagens de bactérias
deteriorantes em tanques coletivos proximas aos limites considerados criticos para a utilizacdo

do leite para o consumo e processamento industrial.

Palavras-chave: Bactérias deteriorantes. Tanques coletivos. Qualidade do Leite.
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ABSTRACT

Considering the importance of the milk production chain for the state, the low
microbiological quality evidenced in the previous studies and the great diversity of deleterious
microorganisms in milk, the objective of this work was to evaluate the deteriorating microbiota
of the milk stored in 23 collective tanks of the microregion of Ji-Parana and Cacoal. The
samples of milk were collected in sterile glass bottles and in bottles containing azidiol and
bronopol preservative and then sent to the Laboratory of Quality of Milk / Embrapa Ronddnia
for laboratory analysis. For the analysis of the microorganisms, serial decimal dilution of the
sample was performed. For the counting of the microorganisms, 1 mL duplicate seeding was
used in Petrifilm ™ AC aerobic mesophilic and Petrifilm ™ EC coliform total plates according
to the manufacturer. For the counting of psychrotrophic and psychotrophic thermodurics, the
samples were seeded in duplicate by the surface sowing method, in standard 10% milk agar.
For the study of mesophilic and psychrotrophic thermoduric microorganisms, the samples were
submitted to thermal treatment (62.8 + 0.5 °C) and cooled to 10 °C. The determination of Total
Bacterial Count (TBC) and Somatic Cell Count (SCC) was performed by the flow cytometry
method in automated equipment. For analysis of the data, bacterial counts were log-plotted and
the results compared using the Mann-Whitney U-test at a significance level of 5%. The median
of tanks producers evaluated was 5, varying from 2 to 19. Of the 23 tanks evaluated, 65.2% had
a TBC above 300,000 UFC/mL, a limit in force defined by the legislation. The median
mesophilic, psychrotrophic, proteolytic, coliform, thermophilic, mesophilic and psychrotrophic
counts were respectively 2.8x10° UFC/ mL, 6.8x10° UFC/ mL, 4.6x10° UFC/mL, 2.0x10*
UFC/mL, 1.5x10%® UFC/mL, 1.3 x 10® UFC/ mL. No statistically significant difference was
observed for counts of deteriorating bacteria, considering the microregion and the number of
producers per tank. The result of this study shows counts of deteriorating bacteria in collective
tanks near the limits considered critical for the use of milk for consumption and industrial

processing.

Key-words: Deteriorating bacterial. Collective cooling tanks. Milk quality.
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4.1 Introducéo

A qualidade microbiolodgica do leite cru resulta entre outros fatores, das condicfes de
manejo da ordenha e de estocagem e armazenamento da matéria-prima. Considerando a
influéncia da temperatura na conservacao do leite cru, foi estabelecida a obrigatoriedade do
resfriamento do leite e o transporte a granel com o objetivo de conservar a sua qualidade até a
recepcdo em estabelecimentos com inspecédo sanitaria oficial (BRASIL, 2002).

Para o perfil do produtor predominante no estado de Rondonia, caracterizado pela baixa
escala de producdo de leite, a aquisicdo de tanques de expansao foi considerada ponto critico e
a estratégia adotada foi a utilizacdo de tanques de resfriamento coletivos. Esta estratégia
resultou em aumento na adocgdo desta tecnologia pelos produtores de 6,8% em 2006 (IBGE,
2006) para 68% em 2013 (IDARON, 2013), o que refletiu no aumento do leite industrializado
no estado. De acordo com os dados obtidos pelo servico de defesa sanitaria animal oficial do
estado em 2017, 89,5% do leite resfriado recebido pela industria esta armazenado em tanques
de resfriamento coletivos (IDARON, 2017).

Embora tenham sido observados avangos estruturais com foco na melhoria da qualidade
do leite em Rondo6nia, com a aquisicdo de tanques de resfriamento, melhoria das estradas e
qualidade da energia elétrica, ainda sdo observados indicadores insatisfatorios de qualidade
microbioldgica do leite, em grande parte devido a baixa ado¢do de boas préaticas agropecuérias
e a deficiente logistica para o resfriamento do leite (CARVALHO, 2012; DIAS et al., 2015).

Em estudo realizado por Dias et al. (2015) na microrregido de Ji-Parand, RO, foi
avaliada a qualidade microbioldgica do leite total de 266 rebanhos, e observaram que 195
(73,0%) apresentaram CTB > 100.000 UFC/mL, limite final estabelecido pela IN7 para a regi&o
Norte/Nordeste. Neste trabalho, a entrega do leite no tanque comunitario realizada por
carreteiro foi considerada fator de risco para CTB > 100.000 UFC/mL, demonstrando que esta
pratica associada a falhas de manejo e alta temperatura da regido contribui para a baixa
qualidade do leite. Neste trabalho também foram avaliados 73 tanques de resfriamento e o
resultado da distribuicdo dos resultados de CTB demonstrou mediana de 196.500 UFC/mL e
965.000 UFC/mL para tanques individuais e coletivos respectivamente, demonstrando a
importancia de conhecer as variaveis associadas a baixa qualidade do leite em tanques de uso
comunitario da regido. Resultados obtidos por Carvalho. (2012) em 2011 na microrregido de
Ji-Parand/RO demonstraram médias de CTB estatisticamente maiores (p<0,05) no periodo
chuvoso em comparacdo com periodo seco sendo a média geométrica de CTB de 724.000
UFC/mL e 631.000 UFC/mL, respectivamente.
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Diferentes grupos de micro-organismos podem compor a microbiota deteriorante do
leite. Os aerdbios mesdfilos incluem um grupo de micro-organismos capazes de se
multiplicarem numa faixa de temperatura entre 20 e 45 °C, e encontrando nas temperaturas
ambientes condicBes 6timas para 0 seu metabolismo (FRANCO; LANDGRAF, 2003). Séo
fermentadores de lactose produzindo acido lactico e outros acidos orgénicos, 0 que causa a
acidez do leite (BRITO et al.,, 2003). O resfriamento do leite apds a ordenha reduz
significativamente a multiplicacdo dos aerobios mesofilos, porém, favorece a multiplicacdo da
microbiota psicrotréfica (SANTANA et al., 2001). Bactérias psicrotroficas sdo aquelas capazes
de se desenvolver em temperaturas abaixo de 7 °C, sendo 0s principais agentes de deterioragéo
do leite cru refrigerado e de seus derivados (FRANK et al., 1992).

Considerando a importancia da cadeia produtiva do leite para o estado de Rondonia, 0s
desafios para o atendimento aos parametros definidos na legislacdo para a qualidade
microbioldgica do leite cru armazenado em tanques coletivos e a grande diversidade de micro-
organismos deletérios ao leite pasteurizado, UHT e derivados, este trabalho teve o objetivo de
avaliar a microbiota deteriorante do leite armazenado em tanques de resfriamento coletivos

localizados nas duas principais microrregides produtoras de leite do estado.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Locais e periodo do estudo

Foram avaliados 23 tanques coletivos, sendo 10 localizados na microrregido de Ji-
Parana e 13 localizados na microrregido de Cacoal, Estado de Ronddnia, no periodo de margo
a abril de 2017.

4.2.2 Coleta das amostras e dados

As amostras de leite foram coletadas de tanques de resfriamento coletivo, apos
homogeneizacdo do leite, da parte superior e central do tanque e acondicionadas em frascos de
vidro estéreis para a pesquisa de micro-organismos deteriorantes e em frascos contendo
conservante azidiol e bronopol para a determinagdo da contagem bacteriana total (CTB) e
contagem de células somaticas (CCS) respectivamente. Os frascos foram identificados e
armazenados em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e encaminhados imediatamente

para o Laboratorio de Qualidade do Leite na Embrapa Ronddnia para anélise laboratorial.
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No momento da coleta das amostras de leite, foi aplicado um questionério
epidemiologico ao responsavel do tanque, a fim de obter informagBes relacionadas as
caracteristicas gerais do tanque, limpeza e manutencao, logistica de resfriamento e analises do
leite realizadas. Os tanques de resfriamento selecionados foram georreferenciados por meio de

equipamento de GPS (Global Positioning System).

4.2.3 Diagndstico microbioldgico e indicadores higiénico-sanitario

Para a pesquisa de micro-organismos deteriorantes, as amostras de leite dos tanques
coletivos foram diluidas serialmente em escala decimal utilizando solucdo salina esterilizada
0,85%. As diluicdes selecionadas para cada micro-organismo foram semeadas em duplicata em
placas Petrifilm® AC (para aerdbios mesofilos) e Petrifilm® EC (para coliformes totais e E.
coli), seguindo os procedimentos descritos por Morton (2001) e interpretadas de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

Para a contagem de psicrotréficos e termodurico psicrotroficos foi utilizado o método
de semeadura em superficie, em duplicata, em agar padrdo para contagem (PCA) acrescido de
leite em po & 10%, e incubados a 7 °C por 10 dias conforme procedimento descrito por Frank e
Yousef (2004). Para a determinacdo da contagem de termoduricos, foi realizado o preparo
térmico da amostra antes de proceder a dilui¢cdo das amostras de leite. Para isso, uma aliquota
de 5 mL de da amostra de leite foi incubada em banho-maria a 62,8 °C por 30 minutos.

Para a contagem de termoddrico meséfilo, foi utilizado o método em superficie em PCA.
As placas foram incubadas a 37 °C por 48-72 horas de acordo com Frank e Yousef (2004).

A determinacgdo da CCS e CTB foi realizada pelo método de citometria de fluxo em
equipamento automatizado (CombiScope FTIR400 - Delta Instruments) e Bentley IBC®
(BENTLEY INSTRUMENTS INC., 2007), respectivamente, de acordo com a International
Dairy Federation (IDF, 2006).

4.2.4 Analise dos dados

As informagdes do questionario epidemioldgico e os resultados da pesquisa de micro-
organismos deteriorantes e determinacdo de CTB e CCS foram armazenados em um banco de
dados do programa Epiinfo 3.5.3. A anélise de frequéncia e estatistica descritiva foi realizada
utilizando o programa Epiinfo 3.5.3. Para analise dos dados, as contagens de bactérias foram
convertidas em log e os resultados comparados utilizando o teste U de Mann-Whitney com

nivel de significancia de 5%.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Caracterizagéo dos tanques de resfriamento coletivos

As caracteristicas gerais dos tanques coletivos avaliados estdo apresentadas na Tabela
6. Dos tanques avaliados, somente um tanque da microrregido de Cacoal ndo possuia edificacéo
prépria, sendo localizado na varanda da casa do produtor responsavel. As edificacdes eram de
forma predominante construidas de alvenaria (87,5%) nos tanques localizados na microrregido
de Ji-Parand e de madeira (53,8%) nos tanques da microrregido de Cacoal. Nos tanques
avaliados, foi observada a presenca de pontos de agua em 87% das edificacdes, sendo a fonte
de agua mais frequente utilizada de pogo na microrregido de Ji-Parana e de nascentes na
microrregido de Cacoal. Em 22 tanques avaliados (95,6%), havia vulnerabilidade quanto a
entrada de pessoas estranhas.

A mediana de produtores de leite por tanque coletivo foi 5, variando de 2 a 19. A
capacidade dos tanques estudados era superior a quantidade recebida, sendo a mediana da
capacidade dos tanques e volume de leite recebido por dia de 1.000 litros e 159 litros,
respectivamente para a microrregido de Ji-Parana, e de 1.010 litros e 257 litros, respectivamente
para a microrregido de Cacoal (Tabela 7). A mediana da distancia da propriedade ao tanque
coletivo foi de 50 metros, variando de 0 a 5.000 metros. As maiores distancias entre propriedade
e tanque de resfriamento foram verificadas na microrregido de Cacoal, nas situagcdes em que a
entrega do leite era realizada por intermediarios/carreteiros (n=3).

As variaveis relacionadas a limpeza e manutencdo do tanque e logistica de resfriamento
do leite estdo apresentadas na Tabela 8. A limpeza do tanque era realizada de forma
predominante pelo produtor, e em 50 % (5/10) dos tanques (Ji-Parand) e 45,4% (5/13) (Cacoal)
a limpeza era realizada exclusivamente por mulheres. Para a limpeza, o detergente neutro era
utilizado em 91% dos tanques, utilizando de forma predominante vassoura (Ji-Parana) ou
esponja sintética (Cacoal) em condicgdes regulares de conservagdo. Considerando a condicdo
geral, nove tanques (39,1%) foram considerados limpos.

A entrega do leite no tanque era realizada de forma predominante pelo produtor. A entrega
do leite no tanque por intermediarios/carreteiros foi verificada em trés dos tanques avaliados
localizados na microrregido de Cacoal. Nestes tanques, o0 carreteiro era responsavel pela
lavagem dos latbes e posterior entrega aos produtores, permanecendo o latdo nas bancas
instaladas nas margens da estrada e expostos a poeira e outras varidveis climaticas. A lavagem

dos latdes era realizada na area do tanque de forma deficiente e sem estrutura adequada. Dias
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et al. (2016), relataram que a presenca do intermediério esta relacionada a distancia entre a
propriedade e o tanque, o tempo entre o fim da ordenha e a entrega do leite no tanque
contribuindo para um maior tempo para o resfriamento do leite e falhas na limpeza e devolucéo
dos latdes, refletindo em altas contagens de bactérias.

De acordo com os responsaveis dos tanques, o teste do alizarol era realizado no
momento da entrega do leite em apenas dois tanques, e sem regularidade na execucéo do teste.
Em todos os tanques era realizada a coleta de amostras para analise fisico-quimica e
determinacédo dos indicadores higiénico-sanitarios e composicionais, entretanto o retorno dos
resultados ao produtor responsavel pelo tanque era realizado somente nos tanques localizados
na microrregido de Cacoal. Quanto ao conhecimento relacionado a Instrugdo Normativa n° 62
(IN62), somente dois produtores responsaveis por tanques relataram ter conhecimento sobre a

legislacao.

Tabela 6 - Caracteristicas gerais dos tanques de resfriamento coletivos avaliados, microrregido

de Ji-Parana e Cacoal, Rondodnia, 2017.

- . Microrregido Ji-Parana Microrregido Cacoal
Variavel Categoria
n % n %
Caracteristicas gerais do tanque
I Sim 10 100 11 84,6
Edificacdo para o tanque ~
Nao - - 2 154
Madeira 1 125 7 538
Material da edificagdo Alvenaria 7 875 4 308
Varanda da casa - - 2 154
Ceramica 5 50,0 6 46,2
Piso da edificagdo Cimento 4 40,0 4 308
Cimento queimado 1 10,0 3 231
Cimento 5 50,0 3 231
Parede da edificacdo TUOIO_ 2 200 L i
Madeira 3 30,0 7 538
Sem parede - - 2 154
Ponto de 4gua na edificacéo S|£n 8 800 12 923
Néo 2 20,0 1 77
. Pogo Amazobnico 6 60,0 3 273
Fonte da &gua
Nascente 4 40,0 8 72,7
. Sim 2 333 2 20,0
Tratamento da 4gua ’ '
g Néo 4 66,7 8 800
Material para coar o leite na entrada do tanque S"_n 4 400 2 154
Néao 6 60,0 11 84,6
Estrutura vulneravel para entrada de pessoas estranhas S|r~n 10 1000 L 923
Néo - - 1 7,7
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Tabela 7 - Distribuicdo das varidveis relacionadas as caracteristicas gerais e logistica de
resfriamento dos tanques de resfriamento avaliados, microrregido de Ji-Parané e
Cacoal, Rondonia, 2017.

Microrregido de Ji-Parana Microrregido de Cacoal

Variaveis
N'  Média Min -Méx.? Mediana Q1-Q3° N Meédia Min. - Max. Mediana Q1-Q3

Caracteristica geral do tanque

Numero de produtores 10 5 2-9 5 4-5 12 7 2-19 5 2-12
Capacidade do tanque (litros) 10 936 500 - 1.950 1000 500-1.120 13 1238  350-2.200 1.010  1.000- 1.775
Volume de leite recebido (litros/dia) 9 202 66 - 500 159 121 - 255 10 293 52 - 620 257 135- 428
Logistica de resfriamento

Distancia minima da propriedade ao tanque (m) 5 80 50 - 150 50 50 - 125 11 123 0 - 400 50 0-300

Distancia méxima da propriedade ao tanque (m) 5 830 200 - 2000 700 225 - 1500 11 1.977 200 -5.000 1.500 600 - 3.000
 Namero de tanques avaliados; 2 Minimo - Maximo; >1° Quartil - 2° Quartil
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Tabela 8 - Variaveis relacionadas a limpeza e manutencéo, logistica de resfriamento do leite e
das anélises de amostras de leite realizadas em tanques coletivos, microrregido de

Ji-Parana e Cacoal, Rondonia, 2017.

., i Microrregido Ji-Parana Microrregido Cacoal
Variavel Categoria
n % n %
Limpeza e manutencéo do tanque coletivo
Responsavel pela limpeza do tanque Proprietario 8 80,0 1 1000
Encarregado 2 20,0 - -
Feminimo 5 50,0 5 454
Sexo do responsavel Masculino 4 40,0 3 273
Ambos 1 10,0 3 273
. " Sim 1 10,0 6 545
Treinamento para limpeza do tanque .
Néo 9 90,0 5 455
Neutro 10 100,0 1 84,6
Tipo de detergente Caseiro - - 1 17
Alcalino - - 1 77
Escova para tanques 3 30,0 2 154
Utensilios utilizados Esponja sintética 1 10,0 6 46,2
Vassoura 5 50,0 4 30,8
Outros 1 10,0 1 17
Bom 2 20,0 3 231
Condig&o dos utensilios Regular 5 50,0 7 538
Ruim 3 30,0 3 231
Limpo 4 40,0 5 454
Condigéo de limpeza do tanque Interno - limpo; Externo- sujo 4 40,0 4 364
Sujo 2 20,0 2 18,2
Limpo e seco 6 66,7 1 11,2
Condicéo de limpeza da edificagéo Limpo e molhado 2 222 4 444
Sujo 1 111 4 444
Logistica de resfriamento do leite
. Produtor 10 100,0 10 76,9
Entrega do leite no tanque " .
Intermediario/carreteiro - - 3 231
Responsavel pela higienizagao do latdo de leite Produtor . ) 10 1000 10 769
Intermediario/carreteiro - - 3 231
Periodicidade da captacéo do leite pela indUstria 48 horas 10 100,0 11 100,0
Bom 4 40,0 1 7,7
CondicOes da estrada de acesso ao tanque Regular 5 50,0 9 69,2
Ruim 1 10,0 2 154
Andlises do leite e conhecimento da legislagéo
Teste do alizarol na recepg&o do leite no tanque Sim ! 100 ! 83
Néo 9 90,0 11 91,7
Capacitagéo para realizagdo do teste do alizarol S'[n - ) 4 308
Néo 10 100,0 9 69,2
Anélises do leite do tanque Sim 10 100,0 13 100,0
Retorno dos resultados laboratoriais Informa e faz recomendagdes } ’ 1 846
Nao informa 10 100,0 2 154
Sim 1 10,0 1 1,7

Conhecimento da Instrugdo Normativa 62 .
Néo 9 90,0 12 92,3
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4.3.2 Pesquisa de micro-organismos deteriorantes e indicadores de qualidade do leite

Na Tabela 9 esta apresentada a distribuicdo dos resultados da CTB e CCS em amostras
de leite armazenado nos tanques coletivos avaliados. Os resultados da distribuicdo da CCS entre
os tanques avaliados, demonstraram o atendimento aos limites vigentes estabelecidos pela IN62
para este indicador (500.000 céls/mL). Dos 23 tanques de resfriamento avaliados, 21 (91,3%)
apresentaram CCS abaixo de 500.000 céls/mL.

Os resultados da avaliagdo da CTB dos tanques coletivos avaliados demonstraram
contagens acima dos limites atuais estabelecidos pela IN7. Dos 23 tanques coletivos avaliados,
65,2% apresentaram CTB acima de 300.000 UFC/mL, limite em vigor definido pela legislag&o.
A mediana dos resultados de CTB foi de 415.000 UFC/mL para as amostras de tanque da
microrregido de Ji-Parana e 555.000 UFC/mL para tanques da microrregido de Cacoal, ndo
sendo observada diferenca estatistica da CTB entre as regides (p>0,05).

Estudos realizados em Rondonia demonstraram alta frequéncia de tanques de
resfriamento coletivos acima do limite estabelecido para a CTB. Resultados obtidos por
Carvalho (2012) na microrregido de Ji-Parand/RO demonstraram médias de CTB em tanques
de resfriamento estatisticamente maiores (p<0,05) no periodo chuvoso em compara¢do com
periodo seco sendo a média geométrica de CTB de 724.000 UFC/mL e 631.000 UFC/mL,
respectivamente. Dias et al. (2014) avaliaram 73 tanques de resfriamento localizados na
microrregido de Ji-Parana/RO e o resultado da distribuicdo dos resultados de CTB demonstrou
mediana de 196.500 UFC/mL e 965.000 UFC/mL para tanques individuais e coletivos
respectivamente, demonstrando a importancia de conhecer os fatores de risco associados a
baixa qualidade do leite em tanques de uso comunitario da regiao.

Estudo realizado por Dias et al. (2017), avaliaram espacialmente os resultados das
analises oficiais de CTB de tanques de resfriamento vinculados a dois laticinios no estado de
Rond6nia, e demonstrou média geométrica de CTB em tanques coletivos de 732.000 UFC/mL
e 515.000 UFC/mL. Nas areas prioritarias, a presenca de intermediarios na entrega do leite no
tanque foi considerada ponto critico para ocorréncia de resultados de CTB acima dos
estabelecidos pela legislagéo.

O resultado da avaliacdo de micro-organismos deteriorantes em amostras de leite cru
armazenados em tanques de resfriamento coletivo, demonstrou mediana da contagem de
mesofilos, psicrotréficos, psicrotroficos proteoliticos, coliformes, termodudricos meséfilos e
psicrotroficos de 2,8x10° UFC/mL, 6,8x10° UFC/mL, 4,6x10° UFC/mL, 2,0x10* UFC/mL,
1,5x10° UFC/mL, 1,3 x10% UFC/mL respectivamente (Tabela 10). No foi observada diferenca
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estatistica entre a contagem dos grupos de bactérias e microrregifes, e entre 0 nimero de
produtores por tanque (p>0,05).

A alta contagem de bactérias deteriorantes em leite armazenado em tanques coletivos
pode estar relacionada a fatores como infraestrutura deficiente e baixa adocao de boas praticas
de ordenha nas propriedades do estado (CARVALHO, 2012; DIAS, et al., 2015, SEBRAE,
2015; DIAS et al., 2017a) e falhas na logistica de resfriamento associado a deficiéncias nos
procedimentos de limpeza e manutencao de tanques de resfriamento (DIAS, et al., 2014).

Estudos realizados em diferentes regides de Rond6nia demonstra a ocorréncia de altas
contagens de bactérias quando a entrega do leite no tanque é realizada por
intermediarios/carreteiros (DIAS et al., 2013; DIAS, et al., 2015; DIAS et al., 2017a). No
presente trabalho, nos tanques coletivos em que a entrega do leite era realizada por carreteiros,
foram observadas altas contagens de todos os grupos de micro-organismos avaliados, com
mediana da contagem de micro-organismos de 2,35x10° UFC/mL para mesofilos, 1,3x10°
UFC/mL para psicrotroficos, 1,1x10%° UFC/mL para psicrotroficos proteoliticos e 4,25x10°
UFC/mL para coliformes totais. A distribuicdo dos resultados de mesofilos, psicrotroficos e
coliformes de acordo com o tipo de entrega do leite nos tanques de resfriamento esta
demonstrado na Figura 2.

A mediana da contagem de micro-organismos mesofilos foi de 2,8x10° UFC/mL,
variando de 4,7x10* a 1,6x10" UFC/mL. Arcuri et al. (2006) relataram que dentre os fatores que
contribuem para reducdo das contagens de meséfilos no leite armazenado em tanques de
resfriamento estdo a adocao de procedimentos de limpeza e estocagem do leite a 4 °C.

Estudos realizados no Brasil demonstram elevada contagem de micro-organismos
aerobios mesofilos em amostras de leite de tanques coletivos (BRITO et al., 2003; ARCURI et
al., 2006; SILVA et al.,, 2011). De acordo com Bueno (2004), a utilizacdo de tanques
comunitarios pode acumular falhas individuais, o que prejudica a qualidade do leite de
conjunto. Além disso, existem tanques comunitarios que ficam distantes de algumas
propriedades e os produtores realizam a entrega do leite a carreteiros em um ponto comum, 0
gue cria mais um passo no transporte e pode estar sujeito a atrasos, sendo um fator que contribui
para a demora na entrega do leite no tanque, contribuindo para o aumento da multiplicacéo
microbiana no leite, principalmente nos meses mais quentes do ano (BRITO et al., 2003). O
estudo realizado por Silva et al. (2011) relatou que a entrada constante de leite em temperatura
ambiente no tanque, leva a reducéo da eficiéncia da refrigeracéo.

Foram observadas altas contagens de psicrotroficos e psicrotroficos proteoliticos nas

amostras de leite de tanque avaliadas. Embora ndo tenham pardmetros definidos para a
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contagem de psicrotréficos na legislagdo, Pinto et al. (2006) relataram que a fabricacdo de
produtos a partir do leite cru com valores acima de 5,0x10® UFC/mL torna se inadequado. A
protedlise causada por enzimas de bactérias psicrotroficas esta associada a problemas como
gelificacdo do leite UHT, aumento da taxa de sedimentacéo, reducao do rendimento dos queijos,
levando ao comprometimento da qualidade, reducdo da vida de prateleira e consequentes
prejuizos financeiros para a industria (SGRHOUG; STEPANIAK, 1997; SOUSA et al., 2007).

A presenca de coliformes sdo indicativos de contaminacdo ambiental ou até mesmo de
residuos fecais, sendo sua a presenca no leite indicativa de falta de higiene durante a ordenha,
no armazenamento ou transporte do leite (SILVEIRA; BERTAGNOLI, 2014). A mediana da
contagem de coliformes nas amostras de leite avaliadas foi de 2,2x10* UFC/mL e 2,0x10*
UFC/mL para as microrregides de Ji-Parand e Cacoal respectivamente, indicando falhas na
obtencdo higiénica do leite e na lavagem de utensilios e tanques de resfriamento. Pantoja et al.
(2011) estudando os fatores associados as contagens de coliformes em leite cru observou que
falhas nos procedimentos de higienizagdo de equipamentos de ordenha e queda das teteiras
durante a ordenha foram associados ao aumento de coliformes, demostrando a importancia da
manipulacdo e higienizacdo adequada de equipamentos de ordenha. A presenca de E. coli foi
demonstrada nas amostras de leite de tanque avaliadas, indicando condic¢Ges higiénicas
inadequadas de obtencéo do leite e forte indicativo de contaminacdo fecal.

Os micro-organismos termoduricos, se caracterizam por resistirem a pasteurizacdo
(FRANCO; LANDGRAF, 2003). No leite, esses micro-organismos também podem ser
psicrotroficos proteoliticos e/ou lipoliticos, deteriorando o leite pasteurizado (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2013). No leite os principais géneros esporulados sio os Bacillus e o0s
Paenibacillus, pois possuem caracteristicas psicrotréficas e/ou termodiricas capazes de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo e resistirem a pasteurizacdo atravessando toda
cadeia do leite (BELOTI, 2015). A mediana da contagem de micro-organismos termoduricos
mesoéfilos nas amostras avaliadas foi de 1,5x10° UFC/mL variando de 9,5x10' UFC/mL e
2,7x10% UFC/mL e termoduricos psicrotroficos foi 1,3 x10° UFC/mL variando de 0 a 1,0 x10°
UFC/mL. Devido a ampla distribuicdo de micro-organismos termoduricos no ambiente, 0s
resultados demonstram a importancia de estratégias para reduzir/ eliminar a contaminagdo

microbiologica e melhorar a qualidade e seguridade da matéria-prima.
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Tabela 9 - Distribuicdo dos resultados da contagem total de bactérias (UFC/mL*1000) e contagem de células somaticas (céls/mL*1000) de

amostras de leite armazenado em tanques de resfriamento coletivos, microrregides de Ji-Parané e Cacoal, Rondonia, 2017.

Indicadores Microrregido de Ji-Parani Microrregido de Cacoal
N Média Min. - Max. Mediana Q1l-Q3 N Média Min. - Max. Mediana Q1l-Q3
Contagem Total de Bactérias (UFC/mL*1000) 10 745 42 - 2164 415 253 - 1504 13 1.081 51 - 2676 555 203 - 2350
Contagem de Células Somaticas (céls/mL*1000) 10 262 112 -510 228 174 - 335 13 268 8-548 2.556 148 - 388

Tabela 10 - Distribuicdo dos resultados dos micro-organismos aerdbios mesofilos, psicrotroficos, psicrotroficos proteoliticos, coliformes, E. coli,
termoduricos mesofilos e psicrotroficos em amostras de leite de tanques de resfriamento coletivos, microrregides de Ji-Parana e
Cacoal, Ronddnia, 2017.

Microrregido de Ji-Parana Microrregido de Cacoal
Microrganismos
N Média Min. - Max. Mediana Q1-Q3 N Média Min. - Max. Mediana Q1-Q3
Aerdbios mesofilos 10  54x10°  9,1x10*- 14x10°  35x10°  19x10°-81x10° 13  20x10°  47x10*-16x10"  28x10°  9,6x10° - 2,1x10°
Psicrotroficos 10  38x10°  10x10°-16x10"  15x10°  12x10°-75x10° 13  29x10°  4,0x10°-30x10"  46x10°  1,8x10° - 1,3x10°
Psicrotraficos proteoliticos 10  88x10°  42x10*-38x10°  62x10°  97x10%-10x10° 13  28x10° 0 - 3,0x10’ 1,3x10° 0 - 1,2x10°
Coliformes 10 72x10°  14x10°-33x10°  22x10°  40x10°-13x10° 13  14x10°  45x10°-88x10°  2,0x10*  7,7x10° - 2,0x10°
E. coli 10  25x10° 0-1.2x10° 0 0 - 55x10° 13 7,7x10° 0 - 39x10° 5,0x10" 0- 1,3x10°
Termoddricos meséfilos 10 93x10°  25x10*-50x10*  13x10°  50x10°-10x10° 13  36x10°  95x10'-27x10°  39x10°  1,3x10° - 2,4x10"

Termodtricos psicrotroficos 10  14x10° 0-1,0x10° 34x10°  48x10°-11x10* 13 75x10° 0-7.2x10° 35x10° 0-6,2x10°




Figura 2 - Distribuicdo dos resultados de micro-organismos mesoéfilos (A), psicrotroficos (B) e coliformes (C) em
amostras de leite de tanques coletivos de acordo com o tipo de entrega do leite no tanque, microrregides de Ji-

Contagem média de meséfilos (ufe/mL)

Contagem média de psicrotroficos (ufc/mL)

Parana e Cacoal, Rondbnia, 2017.
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4.4 Conclusdes

A caracterizacao dos tanques de resfriamento coletivos avaliados demonstrou falhas na
execucdo dos procedimentos de limpeza e manutencdo dos equipamentos, na logistica de
resfriamento do leite e na execugdo de anélises, como o alizarol, na recep¢do do leite no tanque,
contribuindo para a baixa qualidade microbiolégica da matéria-prima.

O resultado da avaliacao dos indicadores de qualidade do leite em amostras de leite dos
tanques coletivos demonstrou adequacéo aos limites de CCS, e um grande desafio quanto ao
atendimento aos limites definidos para CTB.

A avaliagdo da microbiota deteriorante do leite armazenado em tanques coletivos da
microrregido de Ji-Parana e Cacoal, demonstrou a ocorréncia de altas contagens dos grupos de
micro-organismos mesofilos, psicrotroficos, coliformes e termoddricos.

A distribuicdo dos resultados da contagem dos principais micro-organismos
deteriorantes em tanques de resfriamento em que a entrega do leite era realizada por
intermediarios/carreteiros demonstrou a importancia de definir estratégias para adequacéo da

logistica de resfriamento do leite.
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5 CONCLUSOES GERAIS

A avaliacdo dos micro-organismos deteriorantes em pontos de contaminacéo durante a
ordenha de propriedades que representam os sistemas produtivos prevalentes no estado permitiu
a determinacédo de sua origem na unidade produtora e 0 seu comportamento em tanques de
resfriamento coletivos.

As informacdes obtidas poderdo orientar a definicdo de estratégias para o controle,
reducdo e/ou eliminacdo desses micro-organismos contribuindo para a melhoria da qualidade e

seguridade do leite produzido.



