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RESUMO

A qualidade nutricional do leite pode ser alterada em qualquer fase de producdo, desde a
alimentacdo do animal at¢ o processamento. Para a manutengdo da sua qualidade
microbioldgica hd varios métodos eficazes, dentre eles o pré-dipping, que consiste na
higienizacdo dos tetos das vacas antes da ordenha, minimizando a contaminagdo por
microrganismos presentes no ambiente ¢ no animal. Diante disso, objetivou-se avaliar trés
produtos comerciais com principios ativos diferentes utilizados para o pré-dipping e sua agao
desinfetante sobre a carga microbiologica dos tetos, além da composicdo e qualidade do
leite. No presente trabalho foram utilizados nove animais da raca holandesa, com producao
média diaria de 25 litros. Os produtos avaliados para o pré-dipping foram a base de acido
latico (AL), clorexidina (CL) e hipoclorito de soédio (HS). O experimento foi conduzido em
blocos casualizados, sendo trés formulagdes testadas em quatro tempos (dias), obtendo
variaveis tais como: avaliacdo microbiologica da pele dos tetos e do leite, composicao fisico-
quimica e contagem de células somaticas no leite (CCS). Nao ocorreram diferengas
significativas para os tratamentos avaliados para contagem total de bactérias aerdbias
mesofilas na pele dos tetos dos animais. Para contagem de bactérias aerdbias mesofilas no
leite, houve diferenca significativa aos 14 dias de aplicacao do produto. Maiores contagens
foram observadas no leite de vacas tratadas com hipoclorito de sédio (4,5 logio) no pre-
diping. Nao foram observadas diferencas estatisticas para contagem de bactérias psicrofilas
no leite nem para a composi¢ao fisico-quimica do leite e CCS, entretanto a solu¢ao de HS
propiciou maior contagem bacteriana no leite.

Palavras-chave: Agentes sanitizantes, microbiologia, qualidade do leite.

ABSTRACT

The nutritional quality of milk can be changed at any stage of production, from feeding to
processing. To maintain its microbiological quality, there are several effective methods,
including pre-dipping, which consists of cleaning the cows’ teats before milking, minimizing
contamination by microorganisms present in the environment and in the animal. Therefore,
the objective was to evaluate three commercial products with different active ingredients
used for pre-dipping and their disinfectant action on the microbiological load of the teats, in
addition to the composition and quality of the milk. In this work nine animals of the Dutch
breed were used, with an average daily production of 25 liters. The products evaluated for
pre-dipping were based on lactic acid (AL), chlorhexidine (CL) and sodium hypochlorite
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(HS). The experiment was conducted in randomized blocks, with three formulations tested
in four times (days), obtaining variables such as: microbiological evaluation of the skin of
the teats and the milk produced, physical-chemical composition and somatic cell count in
the milk (CCS). There were no significant differences for the treatments evaluated for total
count of aerobic mesophilic bacteria on the animals' skin teats. For counting of aerobic
mesophilic bacteria in milk, there was a significant difference at 14 days of application of
the product. Higher counts were observed in the milk of cows treated with sodium
hypochlorite (4.5 logl0) in the pre-dipping. No statistical differences were observed for
psychrophilic bacteria count in the milk or for the physical-chemical composition of the milk
and SCC, however the HS solution provided a higher bacterial count in the milk.

Key words: Microbiology. milk quality, sanitizing agents.

INTRODUCAO

O leite ¢ um alimento muito consumido em todo mundo. Os consumidores
atualmente sd@o mais exigentes, buscam por alimentos mais saudaveis e com alto padrdo de
qualidade. Deste modo, ha uma grande pressdao sobre industrias e produtores para
produzirem leite de forma adequada obtendo um alimento de melhor qualidade. Para isso,
as boas praticas de ordenha tornam-se fundamentais durante o processo de producgdo
(LOPES et al., 2013).

Um dos grandes problemas que acarretam em prejuizos para a producao leiteira ¢ a
ocorréncia de quadros de mastite (inflamagao da glandula mamaria) (SILVA-JUNIOR et al.,
2019), que pode se manifestar de duas formas: a mastite contagiosa, que ¢ aquela transmitida
de animal para animal e os patdgenos estdo alocados na regido intramamaria, podendo
contaminar os animais na linha de ordenha pela falta de higienizagao do ordenhador e dos
equipamentos. A segunda forma de ocorréncia ¢ a mastite ambiental, que ¢ acarretada por
microrganismos oportunistas amplamente distribuidos no ar, no solo, na dgua, nas fezes e
nos ambientes de ordenha (PEDRINI e MARGATHO, 2003).

A higienizacdo ¢ um ponto crucial na bovinocultura leiteira, pois afeta diretamente
a qualidade do leite produzido e na incidéncia de manifestagdes de mastite. H4 muitos fatores
envolvidos no processo de producao leiteira, tais como: alimentacao do rebanho, manejo e
higiene. Fatores como a higienizagdo das maos do ordenhador, dos tetos, das teteiras e dos
tanques de resfriamento sao relacionados com a presenca ou ndo de contaminantes no leite.
O propésito da higienizacao dos tetos e a realizacdo do preparo do Ubere previamente ao
momento da ordenha ¢ a diminui¢do da carga microbiana presente na pele dos tetos para
resultar em um produto sem agentes contaminantes (MOURAO et al., 2018). A eficiéncia
na realizagdo desta higieniza¢do também afeta a qualidade do leite e o valor pago como
bonifica¢do ao produtor. Entdo, o manejo do pré-dipping (banho de imersao dos tetos antes
da ordenha) e o principio ativo do produto utilizado para higienizacao devem ser eficientes
neste processo (BOZO et al., 2013).

Sao utilizados inimeros produtos para a pratica do pré-dipping, variando entre eles,
preco e a sua composicao (SOUZA, 2013). Os produtores adquirem os produtos para preé-
dipping de acordo com o custo ou hébito de uso. Como nio existe produto ideal, ¢ importante
analisar alguns fatores para a escolha de um desinfetante eficiente, sendo que este ndo deve

ser toxico ao animal nem ao homem, ter boa ac¢ao desinfetante e custo acessivel. Com isso,
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a escolha de um produto de melhor qualidade e que seja eficaz na higienizagdo dos tetos €
fundamental (PEDRINI e MARGATHO, 2003). Os produtos mais utilizados durante o
processo do pré-dipping para higienizagao dos tetos das vacas sao aqueles a base de iodo, a
clorexidina e o hipoclorito de s6dio (OLIVEIRA et al., 2013).

Os principios ativos como a clorexidina possui efeito cumulativo e continuo, pois
permanece na pele dos tetos dos animais por cerca de seis horas, além de ser um dos mais
eficientes, atua na presenca de matéria organica (SILVA-JUNIOR et al., 2019). O
hipoclorito de sddio ¢ bastante adotado nas propriedades leiteiras, pois ¢ de baixo custo,
entretanto, possui alta afinidade por material organico, o que reduz sua eficiéncia
(MEDEIROS et al., 2009). Em estudos conduzidos por Medeiros et al., (2009) o acido
lactico mostrou alta atividade desinfetante para Staphylococcus coagulase positiva.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo avaliar a carga microbiana no
leite e na pele dos tetos dos animais além da composicdo e qualidade do leite de vacas
tratadas no pré-dipping com diferentes formulacdes desinfetantes (acido latico, clorexidina
e hipoclorito de sodio).

MATERIAL E METODOS

No experimento foram utilizadas nove vacas leiteiras da raca holandesa, do
rebanho da Fazenda Experimental de Iguatemi (F.E.I. Maringd, Brasil.) pertencente a
Universidade Estadual de Maringa. Estas vacas foram mantidas em sistema a pasto,
suplementadas com silagem de milho e ordenhadas mecanicamente duas vezes ao dia, com
produgdo média de 25 litros/dia.

Os animais selecionados nao receberam medicamentos com antibidticos nos sete
dias que antecederam a realizacdo do experimento, de forma que o medicamento nao
influenciasse nas respostas obtidas antes do inicio do experimento. Os animais nao
apresentavam quadros de mastite subclinica e/ou clinica (evidenciadas pelo ensaio CMT -
California Mastitis Test e pelo teste da caneca de fundo preto). Todos os animais passaram
pelo periodo de uma semana de adaptagdo aos produtos anteriormente as analises.

Os produtos utilizados como pré-dipping foram comprados no comércio local
(Maringd, PR) e utilizados como adquiridos, com exce¢do do Hipoclorito de Sodio, onde
dissolvia-se um comprimido de 5g a cada litro de dgua destilada, seguindo as orienta¢des
do fabricante. O acido latico - AL (3,0% m/V) foi adquirido da Predi Masty — Launer
Quimica (Estrela, RS), a clorexidina - CL (2,5% m/V) obtido da marca Baspan Pré Espuma
(Nova Alvorada, RS) e o hipoclorito de sdédio- HS (2,5% m/V) da marca Agrisept MC (Sao
Paulo, SP). Para aplicagdo foram utilizadas teteiras (de pléastico) convencionais € sem
retorno. Os produtos foram mantidos em ambiente refrigerado (4 °C) e protegidos da luz
até o momento de aplicag¢do. Todas as solugdes eram renovadas diariamente.

Os animais foram distribuidos em trés tratamentos sendo trés animais por
tratamento: T1 = tratamento com acido latico (AL), T2 = tratamento com a utilizacdo de
clorexidina (CL), aplicada como controle positivo e T3 = tratamento utilizando-se
hipoclorito de sddio (HS).
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Em um periodo de 28 dias, os produtos foram aplicados no procedimento de pré-
dipping (imersdo dos tetos antes da ordenha), onde os tetos eram previamente lavados com
agua morna e secos com papel toalha. Apos a lavagem, eram aplicados aproximadamente
10 mL das solugdes, por 30 segundos, de cada tratamento por teto (com teteira de plastico
sem retorno), para que em seguida iniciasse o processo de ordenha mecanica.

Os periodos de coleta das amostras de suabes dos tetos e do leite para as analises
microbiologicas e de composicao do leite foram aos 7, 14, 21 e 28 dias.

Para avaliacdo microbioldgica, os tetos foram lavados com dgua e secos com papel
toalha. Apos este procedimento realizou-se aplicagdo dos produtos para pré-dipping. Para
as analises de bactérias aerobias mesofilas foram realizadas utilizando suabes (3M™ Quick
Swabs) que foram passados na pele dos tetos apds desinfec¢do e posterior semeadura em
Agar PCA (Plate Count Agar — DIFCO®). Foram coletados suabes dos 36 tetos dos animais,
entretanto cada amostra compreendeu o pool composto pelos quatro tetos. As amostras
foram acondicionadas em uma caixa térmica mantida a 4 °C e logo apds a coleta foram
levadas até o laboratério do Centro Mesorregional de Exceléncia e Tecnologia do Leite
(CMETL) onde foram realizadas as analises microbiologicas e de qualidade do leite.

Para o leite obtido individualmente, foi determinado a contagem total de bactérias
psicrofilas e de bactérias aerobias mesofilas utilizando-se dgar PCA (Plate Count Agar -
DIFCO®™) com incubagdo a 21 °C por 72 horas e a 35 °C por 48 horas, respectivamente
(SILVA et al., 2001). As amostras de leite foram acondicionadas em recipientes de vidros
de 200 mL previamente esterilizados, coletadas do galdo individual de ordenha apos serem
homogeneizadas.

As andlises da incidéncia de mastite subclinica foram realizadas baseadas na
Contagem de Células Somaticas (EKO Milk Scan, CapLab, Sao Paulo, Brasil). As amostras
de cada animal foram homogeneizadas e analisadas em equipamento automatizado (EKO
Milk, CapLab, Sao Paulo, Brasil) para avaliagcdo de sua composi¢ao fisico-quimica (gordura,
proteina, lactose e extrato seco desengordurado).

Os dados foram submetidos a analise de variancia (SAS, 2001) considerando nivel
de significincia de 5% as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para contagem de bactérias aerdbias mesofilas na pele dos tetos dos animais nao
houve diferencga significativa (p>0,05) entre os tratamentos durante o periodo de aplicacdo
(Tab. 01). E reportado na literatura contagens médias entre 2,5 e 4,1 (logio/mL) de aerdbios
mesofilos quando aplica-se pré- dipping com solucdes de HS (AMARAL et al., 2004),
valores estes semelhantes quando comparados com os resultados obtidos no presente estudo.

As maiores contagens bacterianas de aerobios mesoéfilos no leite cru apds a
aplicacdo dos produtos para pré-dipping (em logio) foram obtidas para o tratamento
contendo hipoclorito de s6dio (HS) aos 14 dias de uso (Tab. 02). Tal fato pode ter sido
ocasionado pela instabilidade de solucdes de hipoclorito, embora a mesma tenha sido
preparada diariamente, ou ainda, devido a concentracdo de sodio e de cloro ativo durante a
utilizagdo do produto, embora a concentragdo utilizada foi superior a minima recomendada.

26
*Enderego para correspondéncia:
pozzamagali@yahoo.com.br



Ciéncia Animal, v.30, n.2, p.23-33, 2020.

No presente experimento utilizou-se a concentragcdo de 2,5% m/V de HS, entretanto, de
acordo com Amaral (2004), uma solucdo de HS com concentragdo minima para agdo
bactericida seria de 150 ppm (0,015% m/V), pois além da acdo desinfetante esta
concentra¢do ndo agride os tetos dos animais nem a pele das maos dos ordenhadores.

Tabela 01: Contagem bacteriana de aerdbios mesofilos (logio/mL) nos tetos (suabe) de
vacas tratadas no pré-dipping com diferentes solugdes desinfetantes.

Tratamentos Valor
Contagem bacteriana EPM
AL CL HS de P

Contagem de Aerdobios Mesofilos (suabe) 3,45 3,47 3,81 0,094 | 0,145

Tratamentos: AL (4cido latico), CL (clorexidina) e HS (hipoclorito de sédio). EPM: Erro padrao médio.

Tabela 02: Contagem bacteriana de aerdbios mesodfilos (logio/mL) no leite cru de vacas
tratadas no pré-dipping com diferentes solugdes desinfetantes.

Tratamentos
Tempos (dias) EPM Valor de P
AL CL HS
7 3,64 3,59 3,83 0,112 0,723
14 2,80b 3,13b 4.55a 0,275 0,0001
21 2,52 2,62 2,62 0,121 0,946
28 2,51 2,62 2,78 0,103 0,622
Média 2,86 2,99 3,44 0,1166 0,001

Tratamentos: AL (acido latico), CL (clorexidina) e HS (hipoclorito de s6dio). EPM: Erro padrdo médio.
Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O efeito positivo da higienizag¢do dos tetos com os produtos utilizados neste estudo
para aplicacdes pré-dipping, refletem na qualidade do leite, visto que a contagem bacteriana
média de bactérias aerdbias mesofilas referente ao periodo do experimento permaneceu
abaixo do valor preconizado pela Instru¢do Normativa n° 77 (MAPA, 2018) que ¢ de 5,48
logio (300.000 cels/mL CBT).

Para contagem de bactérias psicrofilas no leite ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os tratamentos o periodo de aplicacdo (Tab.03). A alta contagem de
microrganismos psicrofilos influencia na qualidade do leite, pois possuem agao proteolitica
que ¢ gerada por enzimas. A atividade enzimatica interfere na vida de prateleira do leite,
além diminuir o rendimento na fabricacao de produtos lacteos, o que acarreta prejuizos para
industria (PINTO et al., 2006). As principais fontes de contaminacao dos produtos lacteos
por bactérias psicrofilas pode originar-se do suprimento de dgua de qualidade inadequada,
deficiéncias de procedimentos de higiene da ordenha e devido a quadros de mastite
(MARIOTO et al., 2020).
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Tabela 03: Contagem bacteriana de psicrofilos (logio/mL) no leite cru de vacas tratadas no
preé-dipping com diferentes solugdes desinfetantes.

Tratamentos Valor

Contagem bacteriana EPM
AL CL HS de P
Psicrofilos (leite cru) 2,84 2,63 3,13 0,110 | 0,171

Tratamentos: AL (4cido latico), CL (clorexidina) e HS (hipoclorito de sédio). EPM: Erro padrao médio.

Segundo o Regulamento de Inspe¢ao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (BRASIL-RIISPOA, 1980), o leite deve apresentar no maximo 10% de
microrganismos psicrofilos, em relacao a contagem total de bactérias aerobias mesofilas.
Para contagem de bactérias aerdbias mesofilas no leite cru, foram obtidos no presente estudo
valores inferiores a 5,48 (logio/mL) que ¢ o maximo estabelecido pela IN 77 (MAPA, 2018).
Cavalcante et al. (2013) obtiveram contagem de bactérias aerdébias mesofilas no leite de 3,06

logio/mL e de psicrofilos de 3,37 logio/mL quando utilizaram clorexidina a 2 % (v/v) no pré-
dipping.

E reportado na literatura que as boas praticas de ordenha influenciam na qualidade
do leite produzido. De acordo com Eckstein et al. (2014) as praticas de higiene adotadas em
propriedades leiteiras possuem correlagdo positiva com aspectos de composicao fisico-
quimica do leite e correlagdo negativa com contagem total de células somaticas (CCS) e
contagem bacteriana total (CBT) (KAPPES e PILETTI, 2016).

Considerando o periodo experimental deste estudo, os valores médios de
composi¢ao fisico-quimica e de CCS do leite produzido apresentaram-se de acordo com os
padrdes estabelecidos pela IN 77 (MAPA, 2018) (Tab. 04).

Tabela 04: Composicao fisico-quimica do leite cru e contagem total de células somaticas
do leite de vacas tratadas com diferentes solucdes desinfetantes no pré-dipping.

Tratamentos
Parametro EPM | Valor de P
AL CL HS

Gordura (g/100g) 3,39 2,97 3,26 0,124 0,400
Proteina (g/100g) 3,39 3,33 3,36 0,015 0,517
Lactose (g/100g) 4,06 4,07 4,03 0,027 0,871

ESD (g/100g) 8,02 7,92 7,98 0,040 0,538

CCS (Cs/mL) 331,66 340,33 129,08 54,835 0,234

Tratamentos: AL (4cido latico), CL (clorexidina) e HS (hipoclorito de sédio). EPM: Erro padrao médio.

Diversas condi¢des podem influenciar a qualidade do leite cru, como a higiene da
ordenha e utensilios, manejo, alimentacdo, genética dos rebanhos, obtencdo, armazenagem
e transporte do leite. Além destes fatores, a mastite ¢ uma das principais causas de perdas na
qualidade e producao do leite (COSTA et al., 2017).
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De acordo com a IN 76 (MAPA, 2018) o leite cru refrigerado deve ter no minimo
3% de gordura (3,0 g/100g), pois € um importante fator de qualidade do leite. A gordura é o
componente mais susceptivel a altera¢do, podendo ser influenciada por fatores como: dieta,
padrao racial, volume de produgdo, estagdao do ano e satide do animal (MILANI, ez al., 2016).
A relacao entre gordura e CCS ainda vem sendo discutida, pois apesar de alguns trabalhos
afirmarem que a alta contagem de CCS pode diminuir o teor de gordura (VOGES et al.,
2015).

O valor minimo estabelecido pela IN 76 (MAPA, 2018) para teores de proteina no
leite cru refrigerado ¢ de 2,9 g/100g. Notou-se no presente estudo que os valores proteicos
obtidos foram superiores ao exigido pelo IN 76 (MAPA, 2018) (Tab. 04). Os teores de
proteina podem sofrer influéncia de fatores como: raga e dieta, além da CCS e CBT que
podem influenciar negativamente nos niveis de proteina no leite (RIBEIRO NETO, 2012;
VOGES et al., 2015 ). Eckstein et al. (2014) concluiram que ha correlagdo negativa entre
CCS e composicao fisico-quimica do leite, assim as boas praticas pré e pds ordenha sao
importantes para manutencao da qualidade do leite.

A lactose ¢ o principal carboidrato do leite e representa um dos componentes que
menos sofre variacdo na composi¢ao do leite, por ser um regulador osmoético no alvéolo
mamario (MILANI et al., 2016). Entretanto, o nivel de lactose pode ser alterado quando ha
prevaléncia da mastite subclinica (WINCKLER, 2019). Eckstein et al. (2014) obtiveram
correlacdo negativa entre a CCS e a lactose, verificando que elevados valores de CCS
diminuem a concentragdo deste componente no leite, pois reduz a capacidade de sintese do
epitélio glandular, devido as lesdes causadas pela mastite, havendo uma correlagdo positiva
entre os componentes do leite e a adogao de boas praticas de ordenha, como o pré-dipping.

De acordo com a IN 76 (MAPA, 2018) no leite cru refrigerado a quantidade minima
de extrato seco desengordurado (ESD) ¢ de 8,4 g/100g, entretanto, os niveis de ESD
observados encontram-se abaixo da quantidade minima exigida pela IN 76 para os
tratamentos CL e HS. De acordo com Peixoto et al. (2016) o teor de ESD pode ser
influenciado por fatores como raga dos animais, armazenamento do leite e variagcdes dos
teores de proteina e lactose.

Para CCS, o valor maximo permitido pela IN 76 (MAPA, 2018) deve ser de 500.000
CS/mL. Neste estudo, para esta varidvel ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos e os tempos avaliados (Tab. 04).

Em estudo “in vitro” realizado por Pedrini e Margatho (2003) os autores verificaram
diferenca significativa entre o hipoclorito de sddio e a clorexidina, sendo esta, mais eficaz
na reducdo da carga de microrganismos percursores da mastite. Em estudo também “in vitro”
realizado por Santos ef al. (2018) a clorexidina a 2% também foi o desinfetante que causou
maior resposta de sensibilidade frente ao Staphylococcus spp., quando comparado ao
hipoclorito de so6dio a 2% e ao iodo a 0,57%.

Altas contagens de células somadticas podem ser influenciadas pelo nimero de
lactagdes, estagdo do ano e boas praticas de higiene (CUNHA et al., 2008; MILANI et al,
2016; VALLIN et al., 2009). Segundo Lange et al. (2016) a adog¢ao do uso do pré — dipping
e pos-dipping reduz a incidéncia de mastite ambiental e infec¢des da glandula mamaria,
influenciando, deste modo, na qualidade do leite.
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CONCLUSOES

Para os trés produtos comerciais avaliados ndo foram observadas alteracdes na
composicao fisico-quimica do leite produzido e nos valores das contagens bacterianas da
pele dos tetos. Foram observadas maiores contagens microbioldgicas no leite quando
utilizou-se a solucdo de hipoclorito de sodio como desinfetante pré-dipping.
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