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APRESENTACAO

No ramo da medicina veterinaria € de grande importancia a utilizagao das tecnologias
e inovacgéo, trazendo contribui¢cdes significativas e impactando de maneira positiva os
diagnosticos, prognosticos, exames, fazendo com esses procedimentos sejam cada vez
mais assertivos.

Essas inovagdes tecnologicas sdo promissoras e melhoram o desenvolvimento
e 0 desempenho dos profissionais. Profissionais estes que atuam em diversas areas da
medicina veterinaria, visto a amplitude do mercado atual.

Os profissionais buscam constantemente adquirir informacées de forma segura e
confiavel e essa obra traz em seus capitulos técnicas, relatos de casos, levantamento,
revisbes de literatura, abordando diversos problemas enfrentados e abordando assuntos
novos e recorrentes pelos profissionais da clinica veterinaria no dia a dia de atuagéo.

Assim com essas inovagdes tecnolbgicas crescentes, o livro “Referéncias, Métodos e
Tecnologias Atuais na Medicina Veterinaria” aborda conteidos amplos que visam melhorias
na area clinica. Contendo 22 trabalhos, que abordam sobre analises, técnicas, praticas,
revisbes, relatos e inovacdes que sdo fundamentais para o desenvolvimento da medicina
veterinaria. Nesse contexto, busca-se proporcionar ao leitor informacdes técnicas, atuais e
cientificas que contribuam para o desenvolvimento, formacgéo e entendimento. Desejamos
uma excelente leitura.

Alécio Matos Pereira
Cledson Gomes de Sa
Danrley Martins Bandeira
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RESUMO: Estudou-se a agédo proteolitica de
microrganismos psicrotroficos em leite cru
refrigerado, observando-se que a estocagem
do leite cru em tanques de expansdo, apesar
de contribuir para a redugdo da proliferacéo
bacteriana e outros agentes, fatores como
boas praticas de higienizagdo, manejo, tempo
e temperatura até o momento de coleta pelo
laticinio sdo de suma importancia para controlar
a acao psicrotrofica e consequentemente evitar
a possibilidade de algum comprometimento em
relacdo a qualidade e tempo de prateleira do
produto final.

PALAVRAS-CHAVE: Leite refrigerado; bactérias
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psicrotréficas;
proteodlise.

qualidade microbioldgica;

PSYCHROTROPHIC MICROORGANISMS
POPULATIONS COUNT AND
VERIFICATION OF THEIR PROTEOLYTIC
ACTIVITY IN REFRIGERATED RAW MILK

ABSTRACT: The proteolytic action of
psychrotrophic microorganisms in refrigerated raw
milk was observed, it is concluded that despite the
storage in an expansion tank and its contribution
to the reduction of bacterial proliferation and
other agents, factors such as good hygiene
practices, management, storage time and
temperature until the moment of collection by the
dairy are of paramount importance to control the
psychrotrophic action and consequently avoid the
possibility of any compromise in relation to the
quality and shelf life of the final product.
KEYWORDS: Milk quality; proteolytic activity;
dairy; hygiene.

11 INTRODUGAO

A granelizagéo, embora  tenha
possibilitado a melhoria da qualidade do leite
recebido pela indlstria, pela diminuicdo da
multiplicacdo de microrganismos mesoéfilos, os
quais aumentam a acidez do leite, prejudicando
seu beneficiamento, a estocagem do leite a
temperaturas de refrigeracdo tem substituido
a microbiota de bactérias deteriorantes
mesofilicas por uma microbiota de bactérias
psicrotréficas, ja que esta temperatura ndo é

capaz de controlar o desenvolvimento desses
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microrganismos (ANGELO et al., 2014).

Segundo as Instru¢cdes Normativas de n° 76 e 77 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, o leite cru deve ser mantido refrigerado na propriedade rural
e atingir a temperatura de 4°C em tanques de expansédo ou 7°C em tanques de imerséo,
em um periodo nédo superior a trés horas apés o término da ordenha e 0 mesmo deve ser
armazenado cru por no maximo 48 horas (BRASIL, 2011).

O resfriamento prolongado do leite na fazenda, e a posterior coleta e transporte em
caminhdes tanque isotérmicos podem possibilitar o desenvolvimento de microrganismos
psicrotréficos. Estes microrganismos contaminam o leite cru durante o processo de
ordenha, através do contato com a 4gua residual dos equipamentos, tanques de expansao
e tetos higienizados inadequadamente, resistindo ao tratamento térmico e comprometendo
a qualidade do produto final (NOMBERG, 2009).

A contaminacéo do leite por bactérias psicrotréficas € considerada o fator mais
critico que influencia a manutencédo da qualidade do leite refrigerado. Nao constituem um
grupo taxondémico especifico, pois estdo distribuidos em aproximadamente 15 géneros
distintos. S&o encontrados no leite em decorréncia de falhas nos procedimentos de limpeza
e sanitizacdo durante a produgéo e sdo na maioria bactérias Gram negativas dos géneros
Pseudomonas, Achromobacter, Aeromonas, Alcaligenes, embora algumas Gram positivas
como as pertencentes aos géneros Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus e Arthrobacter
também facam parte desse grupo (ARCURI et al., 2008). Segundo Stulova et al. (2010),
50% das bactérias psicrotroficas presentes em leite cru refrigerado pertencem ao género
Pseudomonas, sendo Pseudomonas fluorescens a espécie predominante.

Embora represente menos de 10% da microbiota inicial, em condi¢des adequadas
de higiene, a populacgéo de psicrotroficos pode alcancar niveis elevados com uma condi¢ao
higiénica precéaria e/ou com um elevado nimero de células sométicas. Por esta razéo, a
contagem de psicrotréficos em leite cru pode atingir mais de 90% da populacao bacteriana
total (GARGOURI et al., 2013).

Além da capacidade de desenvolver-se as temperaturas de refrigeracao, bactérias
psicrotréficas possuem habilidade de produzir enzimas hidroliticas termorresistentes,
as quais retém de 30 a 100% de sua atividade enzimatica apds tratamento térmico de
pasteurizacéo e de Ultra Alta Temperatura (UAT) (NOMBERG et al., 2009).

As enzimas termorresistentes, principalmente lipases e proteases, sédo a grande
preocupacgdo, pois reduzem rendimento de fabricacdo de queijos, limitam a vida de
prateleira, alteram sabores, odores e aparéncia. As proteases possuem atividade
hidrolitica em varias fracbes de caseina, sendo a caseina facilmente degradada, devido
sua estrutura ndo helicoidal. A k-caseina localizada na superficie da micela de caseina
quando hidrolisada causa desestabilizacdo da micela, podendo levar a coagulacdo e
alteragcbes nas caracteristicas organolépticas do leite. Ja as lipases, podem hidrolisar os
fosfolipidios presentes na camada dos glébulos de gordura, havendo a formagéo de acidos
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graxos livres, mono e diglicerideos, resultando em altos niveis de acido butirico e caproico,
causando o sabor de rango no leite e seus derivados. Além disso, estima-se a perda de
aproximadamente 10% de proteina e gordura do leite pela presenga de microrganismos
psicrotréficos (ANGELO et al., 2014).

Com isso, torna-se imprescindivel assegurar a adocao de boas praticas de produg¢ao
para limitar a contaminagdo (MIGUEL et al., 2007). Desse modo, 0s microrganismos
indicadores ideais para avaliagdo da qualidade microbiologica de leite refrigerado séo os
psicrotréficos, j& que a contagem de mesoéfilos quando ndo hé boas préatica implantadas,
pode subestimar o numero real de microrganismos presentes no leite (ARCURI et al., 2008).

21 OBJETIVO

Realizar a contagem de microrganismos psicrotroficos e verificar sua atividade

proteolitica em leite cru refrigerado, ao longo do armazenamento em tanque de expanséo.

31 METODOLOGIA

As amostras foram coletadas em tanque de expansao, de propriedade leiteira provida
de ordenha mecéanica. Foram colhidas amostras de leite cru refrigerado com intervalos de
24,48 e 72 horas, uma vez ao més, durante doze meses, somando um total de 36 amostras.

Para a determinagao de microrganismos psicrotroficos foi realizado o procedimento
de plaqueamento de superficie em agar PCA previamente solidificado apés a realizacéo
de diluicbes decimais, e posteriormente incubado em posicéo invertida a 7°C por 10 dias.
(SILVA et al, 2010).

Para atividade proteolitica (BEERENS e LUQUET, 1990), as col6énias de psicrotroficos
foram semeadas em agar leite (4gar padrao para contagem suplementado com 1% de leite
em p6 desnatado), com posterior incubagéo do meio a 28°C por 24-48 horas, e observagéo
de halo opaco ao redor da Unidade Formadora de Col6nias (UFC).

Para avaliagdo da proteélise da k-caseina do leite, foi realizada a determinagéo
da protedlise pela presenca de glicomacropeptideo (GMP) livre por espectrofotometria a
470 nm. Esse método permite a quantificagdo da liberagdo da fragdo GMP da k-caseina,
conseqlientemente permitindo uma estimativa indireta das condicbes proteoliticas das
amostras (FUKUDA, 1994).

41 RESULTADOS

Durante o experimento foram realizadas doze coletas (outubro de 2018 a setembro
de 2019) e suas respectivas andlises, sendo que no més de novembro as mesmas foram
descartadas devido a problemas técnicos e imprevistos ambientais. A determinacédo da
protedlise pela presengca de GMP livre iniciou-se a partir do més de dezembro (coleta
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referente ao nimero 3) devido a otimizacao da técnica. A seguir encontram-se os dados
obtidos:

4.1 Populacdes de microrganismos psicrotroficos em UFC/mL

Coleta Periodo (horas) Microrganismos psicrotréficos (UFC/ml)

24 9,0x 103

1 48 8,0 x 103
72 3,0x 103
24 0

2 48 0
72 0
24 0

3 48 0
72 1,3x 108
24 10,6 x 103

4 48 >10
72 8,0x 103
24 6,2x10%

5 48 5,0 x10
72 8,0x 103
24 0

6 48 8,0 x 103
72 2,3x 103
24 0

7 48 >10
72 0
24 0

8 48 2,0x 103
72 >10
24 0

9 48 2,0x 103
72 0
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24 0
10 48 6,0 x 108
72 0
24 0
1 48 0
72 0
24 6,0 x 108
12 48 0
72 0

Tabela 1: Médias das popula¢des de microrganismos psicrotroficos.

Como apresentado na tabela 1, os resultados obtidos da coleta 2 (referente ao més
de novembro) foram descartados devido a incidentes ocorridos com a queda de energia e
a contaminaga@o das amostras devido ao nivel elevado das chuvas em Pirassununga/SP.

Ja as coletas 1 e 4 (referentes aos meses de outubro e janeiro, respectivamente)
apresentaram maior crescimento microbiano em relagdo as outras, visto que foram
coletadas em dias onde a temperatura e umidade do ambiente estavam mais elevadas,
0 que favoreceu a contaminacdo e multiplicacdo de microrganismos no leite durante o
manejo, ordenha e o0 processo de refrigeracdo no tanque de expanséo. Em dias chuvosos
as condigOes sanitarias do processo de ordenha se tornam mais delicadas, visto que
os animais tendem a apresentar maiores sujidades na regido do Ubere, propiciando um
ambiente ideal para a multiplicacdo microbiana, sendo assim, as coletas 3, 5 e 6 (referentes
aos meses de dezembro, fevereiro e margo, respectivamente), comparadas as outras,
apresentaram as menores contagens de microrganismos psicrotroficos, resultante de
condigdes climéaticas e de manejo adequadas que contribuiram para manter as condigGes
sanitarias ideias durante o processo de ordenha e refrigeracdo do leite cru refrigerado
dentro das normativas adequadas.

Entre as coletas 6 e 10 (referentes aos periodo entre os meses de abril e julho) a
contagem de microrganismos também foi reduzida, visto que correspondem a periodos de
clima frio e de baixa umidade, desfavorecendo assim a maior ocorréncia de contaminagcéao

durante a ordenha e armazenamento do leite cru refrigerado.
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4.2 Atividade proteolitica dos microrganismos psicrotréficos

Coleta | Periodo horas) | 0 icade proteolitica
24 1,0x 102
1 48 2,0x 102
72 1,0x 102
24 -
2 48 -
72 -
24 45x10%
3 48 2,0x 103
72 2,0x10
24 6,0 x 102
4 48 5,0 x 102
72 >1,0X10°
24 >1,0X10°
5 48 2,0x10°
72 2,0x10°
24 2,6 x10°
6 48 1,0 X105
72 >1,0X10°
24 >1,0X10°
7 48 >1,0 X 10°
72 >1,0X10°
24 >1,0X10°
8 48 >1,0 X 10°
72 >1,0X10°
24 >1,0X10°
9 48 >1,0X10°
72 >1,0X10°
24 4,0x 10
10 48 >1,0X10°
72 >1,0X10°
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24 1,0x 102
1" 48 4,0x 102
72 8,0x10°
24 >1,0X10°
12 48 >1,0X10°
72 >1,0X10°

Tabela 2: Média das populagdes de microrganismos psicrotroficos com atividade proteolitica (formagéo
de halo opaco).

Figura 1. Conjunto de UFC com formacéo de halo opaco em agar leite.

Como apresentado na tabela 2, a coleta 2 (referente ao més de novembro) resultou
no descarte das amostras devido a alta contaminagéo das placas, inviabilizando a contagem
das coldnias, fato este, também remetido aos incidentes ocorridos com a queda de energia
e elevados niveis das chuvas em Pirassununga/SP.

A atividade proteolitica, observada através da formagéo de halo opaco ao redor do
crescimento das col6nias em agar leite (figura 1), foi verificada em 100% das amostras
analisadas durante todo o periodo do experimento. Proporcionalmente aos resultados
obtidos a partir da contagem de microrganismos psicrotroficos (tabela 1), as coletas 1 e
4 apresentaram maior atividade proteolitica em relagdo as outras coletas referentes aos
meses de dezembro e julho, todavia, essas também apresentaram significativa formagao
de halo opaco ao redor das col6nias, caracterizando a atividade proteolitica.
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4.3 Determinacdo da protedlise pela presenca de GMP

espectrofotometria

livre por

Coleta Periodo (horas) | Amostra 1 (nm) | Amostra 2 (nm) Médias(fa}::':g (F;?;rmés) - Ac.
24 0,177 0,157 1,8767
3 48 0,163 0,142 1,6736
72 0,228 0,211 2,612
24 0,216 0,238 2,717
4 48 0,332 0,271 3,7605
72 - 0,244 1,2464
24 0,09 0,078 0,7142
5 48 0,095 0,079 0,7563
72 0,078 0,089 0,7072
24 0,161 0,321 2,9131
6 48 0,238 0,196 2,577
72 0,164 0,188 2,0028
24 0,199 0,233 2,563
7 48 0,23 0,236 2,801
72 0,214 0,238 2,708
24 0,21 0,199 2,4019
8 48 0,285 0,287 3,5434
72 0,251 0,303 3,4173
24 0,157 0,156 1,7296
9 48 0,192 0,198 2,2689
72 0,128 0,134 1,3725
24 0,195 0,475 4,2296
10 48 0,261 0,145 2,3809
72 0,118 0,131 1,2815
24 0,157 0,336 2,9901
1" 48 0,214 0,184 2,3249
72 0,15 0,182 1,8627
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24 0,134 0,117 1,2955

12 48 0,215 0,222 2,598

72 0,258 0,237 3,0042

Tabela 3: Resultados da determinacéo do glicomacropeptideo (GMP) da K-caseina por
espectrofotometria.

® 24 horas |
W48 horas |
72horas |

DEZ JAN FEV MAR ABR MAT JUN JULH AGO

Grafico 1: Valores da determinacéo do glicomacropeptideo (GMP) da K-caseina por espectrofotometria
e melhor evidenciagcao dos picos em decorréncia do periodo coletado.

O perfil dos valores médios de &cido sialico nas amostras revelam indiretamente os
niveis de degradagéo proteica. De acordo com Fukuda (1994), todos os métodos para a
determinagéo de &cido siélico, ocorrem passando pela etapa de isolamento da glicoproteina
ou, mais especificamente, 0 GMP onde se encontra o 4cido sialico. A maioria dos métodos
usam a hidrolise pelo método da ninidrina acida para separar o acido sialico do GMP.

Durante todo o experimento, em todas as coletas nenhum valor ultrapassou a média
de concentracdo de &cido sialico aceitavel, que segundo Fukuda (1994), corresponde ao
valor de 6,0 pyg/ml. Todavia, observa-se uma correlagdo dos picos em algumas coletas
com os valores das médias mais altas de contagem de microrganismos psicrotroficos
nas amostras, como nos periodos de janeiro e julho que correspondem as coletas 4 e 10,
respectivamente.

51 CONCLUSAO

Decorrente dos objetivos propostos, as analises dos resultados parciais do presente
trabalho, permitem concluir que as condi¢bes sanitarias ideais vigentes nas instruces
normativas 76 e 77, que incluem um manejo adequado dos animais, boas préticas de higiene,

sanitizacdo e controle dos casos de mastite, quando submetidas as condi¢cbes adversas
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de higienizagéo, refrigeracdo e/ou climaticas durante os periodos chuvosos, contribuem
para o aumento da contaminacgéo e multiplicacdo de microrganismos psicrotréficos mesmo
durante o processo de refrigeragéo do leite cru armazenado em tanque de expanséo.

A atividade proteolitica desses agentes compromete de forma direta e indireta a
qualidade e o tempo de prateleira do produto final (leite ou derivados). Houve isolamento de
microrganismos psicrotréficos no decorrer do armazenamento e sua atividade proteolitica
foi verificada em todas as amostras, mesmo que os resultados obtidos da quantidade acido

sidlico ndo tenham indicado um indice de deterioracdo relevante.
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