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RESUMO

ARAUJO, VINICIUS JOSE APROPRIANO DE. Qualidade do leite de cabras
processado em mini-usinas do médio-sertao e cariri paraibano — estudo comparativo
Patos, UFCG. 2008. 62p. (Monografia submetida ao Curso de Medicina Veterindria como

requisito parcial para obtengdo do grau de Médico Veterinario)

Este trabalho teve como objetivo determinar e comparar a qualidade do leite de cabras
produzido no médio sertdo e cariri paraibano comparando-os entre si. Utilizou-se os
parametros microbiolégicos (contagem total de mesofilos, coliformes totais, coliformes
termotolerantes e presenca de E. coli), fisico-quimicos (acidez em graus Dornic, densidade,
teor do gordura e extratos secos total e desengordurado) e bioldgicos (deteccdo de residuos
de antibidticos) para avaliar a sua qualidade. Observou-se que a qualidade microbioldgica
das mini-usinas A e B obtiveram médias para contagem de mesoéfilos, coliformes totais e
termotolerantes de 2,4-10° UFC/mL e 8,5-10° UFC/mL; 19-10* NMP/mL e 4,4-10*
NMP/mL; 1,1-102 el,5 10° respectivamente. A prevaléncia de E. coli foi de 2% na usina A
e 0,6/% para a B. Os pardmetros fisico-quimicos médios encontrados foram
respectivamente para a usina A e B: acidez 16.66°D e 15,14°D; densidade 1026,82 e
1028,43; gordura 4,04% e 3,95%; extrato seco total 10,68% e 12,11%; extrato seco
desengordurado 6,63% e 8,16%. Os residuos de antibidticos foram de 21,3% e 24% para a
A e B, respectivamente. Ambas as mini-usinas apresentaram qualidade semelhante e

necessitam se empenhar em melhorar a qualidade do produto recebido.

Palavras-chave: Leite de cabra  Escherichia coli  Qualidade



ABSTRACT

ARAUJO, VINICIUS JOSE APROPRIANO DE. Quality of in natura goat milk
processed in mini-plants of médio sertao and cariri paraibano — comparative study.
Patos, UFCG. 2008. 62p. (Monograph submitted to the Course of Veterinary Medicine as

partial requirement for obtaining of the grade of Veterinarian Doctor)
This work had as objective determines and compare the quality of goat milk producted on
the middle sertdo and cariri paraibano comparing them to each other. It was used the
microbiologics parameters (total count of mesophilics, total coliforms, termotolerants
coliforms and presence of E. coli), physical-chemical (acidity in degrees Dornic, density,
tenor of the fat and extracts dry total and degreased) and biological (detection of antibiotics
residues) for determination of your quality. It was observed that the microbiologic quality
the mini-plant A and B obteined average for mesophilics count, total coliforms and
termotolerants of 2,4-10° UCF/mL and 8,5-10° UCF/mL; 1,9-10* MPN/mL and 4,4-10*
MPN/mL; 1,1-10% and 1,5-10° respectively. The E. coli prevalence was of 2% in the plant
A and 0,67% for to B. The found physical-chemical parameters went respectively to the
plant A and B: acidity 16,66°D and 15,14°D; density 1026,82 and 1028,43; fat 4,04% and
3,95%; extract total dry 10,68% and 12,11%; extract degreased dry 6,63% and 8,16%. The
antibiotics residues were of 21,3% and 24% for to A and B respectively. Like this, both
mini-plants presented similar quality and they need if it pawns in improving the quality of

the received product.

Key words: Goat milk  Escherichia coli  Quality



1- INTRODUCAO

A criagdo de cabras encontra-se difundida em todo o mundo, gragas as
potencialidades destes animais, que desenvolveram caracteristicas peculiares como
capacidade de suportar periodos de estiagem, alimentar-se de espécies forrageiras nativas e
sofrerem pouca influéncia das condigbes climédticas sobre a produgdo. No Brasil, a
caprinocultura sempre foi uma fonte de renda e de alternativa nutricional para a zona rural,
em particular na regiao Nordeste que tem o maior rebanho do pafs, porém ainda ndo detém
o de melhor qualidade.

Um dos principais produtos explorados desta criag@o € o leite, que por conceito, € o
produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condi¢des de higiene, de animais
sadios da espécie caprina, bem alimentados e descansados (BRASIL, 2000). Porém a
produgdo de leite de cabras estd subestimada, pois a maior parte do produto é obtido em
pequenas propriedades para consumo caseiro € ndo entra em estatisticas oficiais
(HAENLEIN, 2004).

Segundo MEDEIROS et al., (1994) apud SANTOS (2005), existe um grande
interesse na producdo de leite de cabra, em virtude do alto valor nutritivo e niveis de
qualidade dietética, que despertaram a iniciativa governamental para a geragdo de
programas que elevem o nivel nutricional da dieta familiar das populacdes de baixa renda,
melhore a renda dos agricultores familiares e proporcione a formagdo de mercados
consumidores do leite de cabra e seus derivados nas dreas urbanas.

As criagdes de caprinos leiteiros no Nordeste brasileiro, em particular nos Estados do
Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco t€m recebido importante incremento no
nimero de criatdrios e na qualidade dos rebanhos, desde a implantacdo do Programa do
Leite do Governo Federal em parceria com Governos estaduais e prefeituras. Constituido
basicamente por agricultores familiares.

Na regiao do Médio Sertdao Paraibano, onde se localiza o curso de Medicina
Veterindria da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), a producdo de leite de
caprinos € uma atividade que vem fortalecendo-se, pois recebe a assisténcia técnica de
diversas entidades, em particular SEBRAE e UFCG através dos cursos de graduacgio e pos-
graduag@o com linhas de pesquisa enfocando esta espécie. As usinas de beneficiamento de
leite, tanto bovino quanto caprino ganharam espaco, mercado e confianga dos produtores e
da populacdo local, sendo fontes de escoamento certo da producio leiteira e geralmente

com gestdo social descentralizada através do trabalho das associagdes comunitarias.
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Esses estabelecimentos, apesar de captarem esta matéria-prima, funcionam, na
maioria das vezes, abaixo de sua capacidade didria de processamento, devido
principalmente a ndo adocdo de priticas de manejos adequados (sanitdrio, alimentar e
reprodutivo) nas criagcdes existentes, como também o ndo direcionamento de acdes das
instituices que trabalham a pesquisa, o ensino e a extensdo rural voltadas ao
fortalecimento da agricultura familiar. A escassez e/ou falta de politicas publicas
apropriadas que favorega direta ou indiretamente a agricultura familiar de todo o pais,
principalmente a do nordeste brasileiro é outro elemento importante que tem contribuido
para a desorganiza¢@o da cadeia produtiva da caprinocultura.

A globalizagdo de mercados, em funcdo da grande e variada oferta de produtos
lacteos importados, induziu o consumidor brasileiro a tornar-se mais exigente em relagdo a
qualidade dos produtos oferecidos. A industria laticinista, por sua vez, tem se modernizado
e exigido do produtor um leite de melhor qualidade, na tentativa de tornar-se mais
competitiva.

A presenca de microrganismos patogénicos € o uso indiscriminado de
antimicrobianos na terapia cotidiana dos rebanhos sem orientag¢do técnica, bem como o
aparecimento de enfermidades que lesam a glindula mamadria, estes aliados aos fatores
acima citados, constituem os pontos criticos que interferem na produtividade e qualidade
do produto e de seus derivados nas unidades de producdo caprina da agricultura familiar.

Por outro lado, a presenca de residuos de antimicrobianos no leite além de
representar um risco a saide da populacdo que consome este alimento (em sua maioria
criancas e idosos) e de causar prejuizo para a industria de laticinio. Também denuncia uma
cadeia produtiva deficiente, como por exemplo: existéncia de doengas no rebanho, erros de
manejo, falta de esclarecimento do produtor, deficiéncia em assisténcia técnica, entre
outros problemas. Neste caso particular, destaca-se o fato de produtores de leite de cabra
dos municipios que depende, quase exclusivamente, da venda do leite para garantir a
sobrevivéncia das familias.

Desta forma este trabalho teve como objetivo determinar e comparar a qualidade do
leite de cabra processado pelas mini-usinas dos municipios de Passagem no médio sertdo e
Prata no cariri paraibano, nos aspectos fisico-quimicos, microbiolégicos (dentre eles o

isolamento de Escherichia coli) e detecg@o de residuos de antibidticos.
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 - A criacao de cabras no mundo, no Brasil, no Nordeste e na Paraiba

Os pequenos ruminantes, com destaque para a espécie caprina, possuem atributos
especiais, resultantes do seu processo de evolugdo, quando desenvolveram caracteristicas
anatomicas, fisioldgicas e comportamentais que lhe conferem um papel importante dentro
do sistema de produgdo familiar nas regides de clima semi-drido. Dentre estas
caracteristicas podem ser destacadas: sua capacidade de aproveitar a vegetacdo nativa e de
caminhar longas distincias, curto intervalo entre partos, alta prolificidade, carcagas
pequenas que podem ser vendidas ou consumidas em um curto periodo (fator importante
em regides onde ndo existe refrigerador para conservar os alimentos) sendo um rebanho de
facil manejo podendo ser cuidado por pessoas jovens ou idosas da familia (LEBBIE,
2004).

As caracteristicas bioldgicas de adaptabilidade dos caprinos possibilitam a
exploracdo de uma diversidade de produtos que sdo valorizados no mundo inteiro, como:
carne, leite, esterco, pele, pélo dentre outros. Tais produtos podem cumprir o papel de
geracdo de renda e contribuir direta ou indiretamente para a garantia da seguranca
alimentar da familia. Diretamente porque a carne e o leite podem ser as principais fontes de
proteina da dieta das familias e indiretamente na fertilizacdo do solo, possibilitando o
aumento da producdo agricola. Na China, o leite de cabra é utilizado na medicina
tradicional chinesa e o esterco quando utilizado para fertilizar o solo pode aumentar a
produtividade de graos entre 15% e 30% (SINN et al., 1999).

A criacdo de pequenos ruminantes nas unidades de produgao familiar tem também,
como papel social, contribuir para uma maior relagdo entre os membros da familia, visto
que, podem ser manejados por jovens e adultos. No entanto, historicamente, tem sido a
mulher quem mais se envolve com esta atividade. A mulher que normalmente trabalha de
12 a 16 horas por dia desenvolvendo atividades domésticas e contribuindo na agricultura,
nem sempre t€m seu trabalho reconhecido como atividade importante para a seguranca
alimentar e geracio de renda para a familia. E através da criacdo de caprinos e ovinos que
seu trabalho passa a ser reconhecido como atividade geradora de alimento e renda (SINN
et al., 1999).

Pelas potencialidades acima citadas, esta atividade tem sido incorporada nas politicas

N

publicas de cunho social que visam a melhoria de condicdes de vida de familias que
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habitam regides pobres. Na Asia, a criacdo de pequenos ruminantes faz parte de programa
para desenvolvimento de pessoas na China, Coréia, Tailandia, fndia, Sri Lanka, Nepal,
Bangladesh e Vietnam (PELANT et al., 1999).

Mesmo com todo esse potencial, existe ainda a necessidade do melhor
aproveitamento da caprinocultura, visto que, segundo a FAO (2000) apud CORDEIRO
(2003), o Brasil com cerca de 12,6 milhdes de cabegas de caprinos, possui o 11° maior
rebanho do mundo e contribui com apenas 1,3 % da producdo de leite de cabra. As
estimativas da producdo brasileira de leite de cabra variam de 6,10 a 7,92 milhdes de
litros/ano, com uma produtividade em torno de 30 quilos de leite/cabra/ano. Enquanto que
a demanda potencial estimada é de 12 a 15,84 milhdes de litros/ano (SIMPLfCIO &
WANDER, 2003).

No Brasil, mais especificamente no estado da Paraiba, existe o “Programa Leite da
Paraiba”, apoiado pelo programa do Governo Federal, “Fome Zero”, que atende a 223
municipios paraibanos, onde sdo beneficiadas 120 mil familias. O programa compra o leite
dos pequenos produtores com producdo didria de 10 a 50 litros/dia, onde cada produtor
pode entregar na mini-usina até 20 litros de leite por dia (GOVERNO DA PARAIBA,
2008). Em 2008 este volume ji soma cerca de 18.000 litros de leite de cabra por dia
(SEBRAE, 2008)

2.2 — O leite de cabra e sua importincia

A maior parte do leite de cabra (93% a 95%) é consumida sob a forma de leite fluido.
J4 os derivados lacteos do leite de cabra ainda representam uma pequena porcentagem do
consumo total, sendo 3,0% a 4,0% em forma de leite em p6 e 2% a 3% como queijos,
doces, iogurtes, sorvetes e cosméticos (SIMPLfCIO & WANDER, 2003).

Segundo ALVES e PINHEIRO (2003) apud OLIVEIRA (2005), ¢ amplamente
conhecido no meio cientifico o valor nutricional do leite de cabra e sua importancia na
alimentacdo das populagdes, notadamente, das criangas e pessoas idosas. Recomendado
pelos médicos e nutricionistas para ser consumido por criancas alérgicas ao leite de vaca
por possuir pequena quantidade e estrutura diferente da proteina o caseina, responsivel
pela alergia ao leite de vaca, ou ainda, como substituto do leite materno na falta deste.

Composto quimicamente em média de 87% de agua; 3,2% de gordura rica em dcidos
graxos de cadeia curta, possibilitando alta digestibilidade; 28,18g/1000g de proteinas

(destacando a caseina, e suas fragdes o e B além de o e P lactoalbumina,); 0,8% de sais,
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auséncia de B-caroteno, (responsdvel pela cor amarela do leite de vaca), apresenta ainda
enzimas como lactoperoxidase, lipase, catalase, fosfatase e redutase e vitaminas

lipossoldveis e hidrossoliveis (OLIVEIRA, 2005).

2.3 — Caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra

A composi¢do fisico-quimica do leite de cabra, a exemplo do que acontece com o
leite de vaca, varia em fun¢@o de multiplos fatores, entre os quais destacam-se a raca,
periodo de lactacdo, estagdo do ano, alimentacdo, idade, quantidade de leite produzido e a
fisiologia (BRENDEHAUG & ABRAHAMSEM, 1986;
GUIMARAES et al., 1989; FURTADO & WOLSCHOON-POMBO, 1995).

individual do animal

Para que o valor caldrico e nutritivo do leite seja mantido, se faz necessario produzi-
lo, pasteurizd-lo e comercializd-lo em condi¢Ges higiénicas sanitdrias que ndo permitam
veicular microrganismos patogénicos, sem, no entanto, alterar as caracteristicas fisico-
quimicas que lhe sdo proprias (BRASIL, 2003). O quadro 1 mostra os requisitos minimos

para os parametros fisico-quimicos do leite de cabra de acordo com a legislacdo vigente.

Quadro 1 - Requisitos fisico-quimicos para leite de cabra de acordo com a Instrugdo
Normativa N° 37 de 08 de novembro de 2000.

Requisitos Leite Leite Semi- Leite Método Analitico
q Integral Desnatado Desnatado Referencial
Gordura, % m/m' Teor 0,629 Méx. 0,5 FIL 1 C: 1987
Original

Acidez, em % acido latico

0,13 a 0,18 para todas as variedades”

LANARA/MA, 1981

Sélidos Nao-Gordurosos, % m/m

Minimo 8,20 para todas as variedades

DF 21 B: 1987

Densidade, 15/15°C

1,0280 a 1,0340°C para todas as variedades

LANARA/MA, 1981

Indice Crioscépico, °H

-0,550 a -0,585°H para todas as variedades

IDF 108 A: 1986

Proteina Total (N x 6,38) % m/m

Minimo 2,8 para todas as variedades

IDF 20 B: 1993

Lactose % m/v

Minimo 4,3 para todas as variedades

Lane Eynon ou
Cloramina T

Cinzas, % m/v

Minimo 0,70 para todas as variedades

LANARA/MA, 1981

Fonte: (BRASIL, 2000).

Serdo admitidos valores inferiores a 2,9% m/m para as variedades integral e semi-desnatada, mediante comprovacdo de que o teor
médio de gordura de um determinado rebanho ndo atinge esse nivel.

A faixa normal para a acidez tituldvel de leite de cabra cru congelado variard de 0,11% a 0,18%, expressa em dcido l4ctico.
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O controle higiénico-sanitirio do leite de cabra influi diretamente no produto in
natura e beneficiado, pois a sua produgdo sob condi¢des inadequadas de higiene o torna
veiculo de transmissdo de doengas & populacdo consumidora, além de ser um fator
deletério na elaboracdo de produtos de boa qualidade (FURTADO, 1981; DARTON-HILL
et al., 1987; CARVALHO, 1998; DELGADO-PERTINEZ et al., 2003).

Nos processos de aquecimento do leite de cabra, visando a sua pasteurizagdo ou
esterilizacdo, ocorre uma série de alteragdes fisico-quimicas e bioquimicas (TEIXEIRA
NETO & VITALIL 1995). Estas alteracdes afetam fundamentalmente o equilibrio das
substancias nitrogenadas e os sais minerais e contetido vitaminico (VEISSEYRE, 1988).

A caréncia de aplicagdo de tecnologias adequadas, somada a ndo utilizacdo de
padrdes de controle higi€nico-sanitério do leite de cabra e seus derivados no Brasil, tém-se
constituido como os principais obstidculos ao desenvolvimento do setor de laticinio
especializados em produtos caprinos. O desenvolvimento deste setor produtivo encontra-se
vinculado & melhoria da estrutura de comercializacdo e a aplicacdo de tecnologias vidveis
aos padrdes de qualidade exigidos (GUIMARAES & CORDEIRO, 2003; SIMPLICIO &
WANDER, 2003).

2.4 — Caracteristicas microbioldogicas do leite de cabra
A Organizagio Mundial de Sadde (OMS) comprovou a existéncia de sete
enfermidades virais e dezesseis bacterianas veiculadas pelo leite (BRANDAO, 1994).
Segundo BRASIL (2000), o leite de cabra quando cru ndo deve ter uma carga de
mesofilos superior a 5- 10° UFC/mL (quinhentas mil unidades formadoras de colonias por
mililitro), j4 quando pasteurizado este produto na industria deve portar uma carga de 1- 10*
até 5-10* UFC/mL (dez mil a cinqlienta mil unidades formadoras de colonias por mililitro).
No que diz respeito a presenca de coliformes 30/35°C admite-se uma carga maxima
quando pasteurizado de 4 NMP/mL, j4 para os coliformes 45°C este limite cai para apenas
1 NMP/mL. Nao havendo mencdo a respeito da quantidade de coliformes no leite cru.
Apesar das consideracdes anteriormente citadas, ainda sdo escassos, na literatura
nacional, dados relativos as andlises microbiologicas e aos niveis padronizados de

microrganismos, aceitdveis no leite de cabra cru ou processado.
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2.4.1 - Bactérias meséfilas aerdéfilas

As bactérias mesoéfilas sdo constituidas por espécies da familia Enterobacteriaceae, e
dos géneros Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus e Staphilococcus. Sua
importancia em alimentos se dd principalmete devido a sua capacidade de produzir toxinas
e estas ao serem ingeridas provocarem sobretudo efeitos gastroentéricos. A contagem
padrdo em placa (P.C.A.) tem sido usada como indicador da qualidade higi€nica dos
alimentos, fornecendo também idéia sobre seu tempo ttil de conservacdo (SILVA et al.,
1997). Sua presenga em grande niimero indica matéria-prima excessivamente contaminada,
limpeza e desinfeccdo de superficies inadequadas, higiene insuficiente na producdo e
condi¢cdes inapropriadas de tempo e temperatura durante a produgdo ou conservacdo dos

alimentos (SIQUEIRA, 1995).

2.4.2 — Coliformes 30/35°C, coliformes 45°C e Escherichia coli

Coliforme € o termo geral para bastdes Gram-negativos que habitam o trato intestinal
do homem e de outros animais, sem no entanto, causar doencas, exceto Edwardsiella e
algumas cepas de E. coli que ao se instalarem sdo patogénicas (DAVIS et al, 1980).

O género Escherichia, juntamente com os géneros Enterobacter, Citrobacter e
Klebsiella, formam o grupo denominado coliforme sendo que todos pertencem a familia
Enterobacteriaceae (FRAZIER, 1976; SILVA & JUNQUEIRA, 1995).

Os membros da familia Enterobacteriaceae sao usualmente bacilos Gram-negativos,
relativamente pequenos (2um-3um x 0,4um-0,6um), méveis com flagelos peritriquios ou
iméveis, podem ser capsulados ou ndo, ndo sdo formadores de esporos, sdo aerébios ou
anaerdébios facultativos, e crescem prontamente em meios de cultura simples, tem
metabolismo respiratério e fermentativo, todos fermentam a lactose (exceto Salmonella e
Shigella), sdo catalase positivos (exceto um sorotipo de Shigella), oxidase negativos e
reduzem nitratos a nitritos. (BUCHANAN & GIBBONS, 1975; DAVIS et al, 1980; BIER,
1981; MAHON & MANUSELIS Jr, 1995).

O habitat das bactérias que pertencem ao grupo coliforme é o trato intestinal do
homem e de outros animais (PARDI et al., 1995; VANDERZANT & SPLITTSTOESSER,
1996), entretanto, espécies do género Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella podem
persistir por longos periodos e se multiplicarem em ambientes ndo fecais. O indice de
coliformes totais € utilizado para avaliar as condi¢des higiénicas (DELAZARI, 1998),

sendo que altas contagens significam contaminacdo pds-processamento, limpezas e
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sanificacdes deficientes, tratamentos térmicos ineficientes ou multiplicacdo durante o
processamento ou estocagem.

O indice de coliformes fecais empregado como indicador de contaminagéo fecal, ou
seja, de condi¢Oes higi€nico-sanitdrias deficientes levando-se em conta que a populagdo
deste grupo € constituida de uma alta populagdo de E. coli (PARDI et al., 1995), pode
indicar outros patégenos internos (SIQUEIRA, 1995).

A denominacdo coliformes fecais foi utilizada durante muitos anos para descrever
coliformes que fermentavam a lactose com producdo de gis a 44,5°C. Escherichia coli e
algumas cepas de Klebsiella e FEnterobacter apresentam esta caracteristica de
termotolerdncia, porém, somente E. coli tem como habitat primério o intestino humano e
de animais. Klebsiella e Enterobacter podem ser encontrados em outros ambientes, como
vegetais e solo, onde persistem por tempo superior ao das bactérias patogénicas de origem
intestinal. Logo, ndo € correta a relagdo direta da presenca de coliformes termotolerantes
em alimentos e 4gua com contaminagdo de origem fecal, o que levou a necessidade de
modificar, na legislag@o brasileira, a denominacao coliformes fecais para coliformes 45°C.
O Ministério da Satide, através da Resolucdo N° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) adotou a denominagdo coliformes 45°C,
considerando os padrdes “coliformes de origem fecal” e “coliformes termotolerantes”
como equivalentes a coliformes 45°C (SILVA et al., 2006; ANVISA, 2001).

A identificagdo se faz mediante dois métodos: o uso de meios de cultivo
seletivos/diferenciais onde se observa o crescimento caracteristico e/ou comportamento
bioquimico ou provas soroldégicas (MAHON & MANUSELIS Jr, 1995). Dentre esses
meios podemos destacar o dgar TSI (Triple Sugar Iron ou em verndculo triplice acucar e
ferro) que possui em sua composicio a lactose, sacarose e glicose como carboidratos, uma
fonte de enxofre o tiossulfato de s6dio e um indicador, o vermelho de fenol, produzindo
diversas reacdes de fermentacdo de carboidratos e producdo de &cido sulfidrico H»S
(BIER, 1981) ou o dgar EMB segundo Levine cuja a reacdo verde metdlica é tnica da E.

coli (MERCK, 2000).

2.4.2.1 — Género Escherichia
O género Escherichia, assim denominado em homenagem a Theodor von Escherich

que em 1885 descreveu o Bacterium coli commune3, € formado por bastdes finos de 1,1-

? Microrganismo esse que em 1919 fora chamado de Escherichia coli.
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1,5um por 2,0-6,0um quando frescos ou metade disso se desidratados. Crescem
prontamente em meios nutritivos simples, no dgar nutriente as colonias sao lisas, pouco
convexas, de superficie umida, brilhantes, de bordos regulares, cinza e facilmente
emulsificada em solug@o salina, ou podem ser dsperas, secas € ndo se dissolverem em
salina, podendo ocorrer todas as formas entre esses dois extremos. Colonias mucéides
também podem ocorrer (BUCHANAN & GIBBONS, 1975).

A Escherichia coli é a espécie mais signifivativa do género, sendo reconhecida como
um patégeno em potencial para os humanos, é um bacilo Gram negativo comumente
isolado da flora do célon dai coli MAHON & MANUSELIS Jr, 1995). Muitas apresentam
capsulas ou estruturas similares menos desenvolvidas, possui ainda fimbrias ou pili que sdo
fortemente antigénicos e responsaveis por grande parte das doencas relacionadas a essa
bactéria (BUCHANAN & GIBBONS, 1975).

Para BIER (1981) e MAHON & MANUSELIS Jr (1995) este microrganismo
apresenta caracteristicas bioquimicas préprias onde destaca-se a fermentagdo da lactose,
sacarose, glicose e dextrose, nao producdo de acido sulfidrico (H,S), e mediante ao
conjunto bioquimico do IMViC* comporta-se como + + — —, e no dgar EMB Levine forma
coldnias caracteristicas de cor verde metdlica com centro negro, ji no dgar McConkey se

manifesta com colonias de coloragio rdsea clara e de tamanho pequeno

2.5 — Residuos de antibiéticos no leite

Os principais fatores responsdveis pela presenca de residuos de antibidticos no leite
sdo: o uso difundido destas drogas no tratamento de doengas infecciosas no rebanho
leiteiro; sua utilizacdo na alimentacdo animal, como suplemento de dietas; a deficiéncia na
cadeia produtiva e tecnoldgica; falhas na assisténcia técnica e fiscalizagdo dos Orgios
responsdveis; o desconhecimento por parte dos produtores dos perigos e prejuizos que
podem ocorrer; além da adicdo proposital de drogas para encobrir a deficiéncia na
qualidade higiénica do leite e aumentar seu tempo de vida util (BRASIL, 1991/1992).

A presen¢a de residuos de antibidticos no leite de consumo resulta em grande
preocupacdo tanto para a industria laticinista por provocar prejuizos econdmicos, como
para saude publica, pelo risco de provocar reagdes alérgicas, choques anafildticos, ma

formacdo fetal, além de inducdo a resisténcia bacteriana (BRASIL, 1991/1992).

* Designagio que refere-se as provas bioquimicas do Indol, Metil red (vermelho de metila, em verndculo), Voges-Proskauer e Citrato, o i
do meio da expressdo ¢ apenas eufonico.
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Dados os riscos dos residuos de antimicrobianos, contaminacdes, alteragdes da
composi¢do e enfermidades do rebanho tanto para satide piblica como para as industrias
laticinistas e visto que os consumidores, dentre eles muitas criangas, beneficiados pelo
“Programa Leite da Paraiba” (GOVERNO DA PARAIBA, 2008), a determinacio dos
niveis de residuos se torna importante pela possibilidade de identificar os criadores que

realizam essa prética.

2.5.1 — Causas de contaminacio do leite por residuos de antibioticos

As infecgdes causadas por microrganismos sdo os principais fatores que levam a
utilizagdo de antibiéticos no rebanho leiteiro, podendo ser resultantes dos seguintes fatores:
deficiéncia de higienizac¢do, condi¢des ambientais, utensilios contaminados e doencas do
rebanho e do homem. Esses fatores podem apresentar impacto negativo sobre a satide dos
animais, sobretudo da glandula mamaria (SOUZA & BENEDET, 1988).

Para CERQUEIRA (2003) a mastite € responsdavel por 80 a 90% da presenga de
residuos de antibidticos no leite. As razdes para a presenca de residuos incluem a ndo
observancia do periodo de caréncia do antibidtico; mistura acidental ou proposital do leite
de animais ndo tratados com o leite de animais tratados; excrecdo mais prolongada do
antibiético do que a indicada pela bula; pari¢des antes do periodo esperado; equipamentos
de ordenha contaminados; além de mitos por parte dos produtores, de que, se diluir o leite
de animais tratados no tanque contendo um maior volume, nao havera riscos.

As bases farmacoldgicas mais utilizadas no tratamento da mastite caprina sio a
gentamicina, cloranfenicol, cefalosporina, penicilina G, novobiocina, estreptomicina,
penicilina associada a estreptomicina, tetraciclinas, oxitetraciclina, nitrofurantoina e
neomicina (MOTA, 2003).

A utilizagdo de drogas antimicrobianas na alimentacdo animal, como aditivos na
dgua e ragdo visando promover o ganho de peso e melhora na conversdo alimentar,
também tem contribuido para a presenca de residuos de antimicrobianos no leite
(BORGES et al., 2000).

Segundo COSTA (1996), a quantidade e persisténcia de residuos de antimicrobianos
no leite dependem de diversos fatores: individualidade do animal, veiculo, intervalo entre o
tratamento e a ordenha, absorcdo, tipo de droga utilizada e sua concentracdo, estagio de
lactacdo e volume de leite produzido, intensidade de infeccdo, excipiente solubilidade,

dose e via de administracéo.
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No quadro 2 observa-se a persisténcia de eliminac@o de residuos de antibidticos pelo

leite, de acordo com as vias de administragdo utilizadas no tratamento do animal.

Quadro 2 — Tempo de persisténcia da eliminag@o de antimicrobianos pelo leite.

Vias de administracao Tempo de persisténcia (horas)
Oral 86
Intramuscular 72-96
Intravenosa 44
Intra-uterina 31
Intramamaria 48-144

Fonte: SOUZA E CARNEIRO (2000) citado por CERQUEIRA (2003).

2.5.2 — Conseqiiéncias dos residuos de antibidticos em leites e derivados

2.5.2.1 — Economica

A importancia econdmica dos residuos de antimicrobianos em leites estd relacionada
a interferéncia nos processamentos tecnolégicos e industriais, levando ao surgimento de
vérias alteracdes na qualidade dos produtos lacteos. Dentre elas tem sido observado
inibicdo de culturas l4cteas utilizadas na fabricacdo de queijos e leites fermentados como:
coagulagdo inadequada do leite e maturagio inadequada de queijos levando a alteragdes de
textura e caracteristicas sensoriais; reducdo da producdo de 4cido e flavour durante a
producio de iogurte e outros produtos fermentados; comprometimento das culturas lacteas
e perdas na producdo de derivados lacteos. Gerando grandes perdas econOmicas
(CERQUEIRA, 2003).

ALBUQUERQUE et al. (1996) e COSTA (1996), afirmam que a presenca de
residuos de antibidticos provocam alteracdes no processo fermentativo (producdo de
queijos e iogurtes). As bactérias laticas sdo mais sensiveis aos residuos de antibidticos,
impedindo que a fermentacdo seja satisfatéria. Além das modificagées dos resultados de
andlises laboratoriais que induz a uma falsa idéia da boa qualidade do produto.

Outro aspecto importante refere-se 4 interferéncia de residuos de oxitetraciclina no

teste de pesquisa de fosfatase alcalina, originando resultados positivos, o que pode, no caso
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do leite tratado termicamente, dar a falsa idéia de que, o leite estd cru, ou que foi
submetido a tratamento térmico indevido. Porém, residuos de estreptomicina podem
originar resultados negativos, indicando que o leite foi tratado corretamente

(CERQUEIRA, 2003).

2.5.2.2 — Saude publica

O uso indiscriminado e a ndo observacdo do periodo de caréncia dos antimicrobianos
no leite podem acarretar sérios problemas de saide publica como: reagdes alérgicas e até
choque anafilitico em individuos sensiveis; alteracdes na pele, caracterizadas
principalmente por dermatites e urticarias; distirbios dentérios e dsseos; anemia apléstica;
distirbio de microbiota intestinal; carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade e
ototoxicidade; hepatite coledstica; alteracdes no crescimento e nas cartilagens; neurite
optica (CERQUEIRA, 2003).

Além de reacdes alérgicas e de inducdo de quadros patolégicos, os residuos de
antimicrobianos possibilitam o risco de indug@o de resisténcia bacteriana e, posteriormente,
a transferéncia de multirresisténcia entre os microrganismos através de plasmidios
(BRASIL, 1991/1992).

Para ALBUQUERQUE et al. (1996) e COSTA (1996), a presenca desses residuos no
leite pode ocasionar uma série de problemas:

eSelecio de cepas bacterianas resistentes no ambiente. E comum o aumento
gradativo das dosagens de residuos de antibidticos utilizadas na terapia de animais, uma
vez que o emprego dessas drogas possibilita a selecdo de bactérias resistentes,
principalmente quando seu uso € indiscriminado. A ingestdo de residuos de antibidticos
presentes nos alimentos supde risco para a saide humana, seja exercendo pressdo seletiva
sobre a flora intestinal, favorecendo o crescimento de microrganismos com resisténcia
natural ou adquirida, ou dando lugar, direta ou indiretamente, para o aparecimento de
resisténcia em bactérias enteropatogénicas;

e Desequilibrio da flora intestinal. Isto pode ocorrer principalmente em criancas
abaixo de um ano de idade;

¢ Discrasias sangiiineas associadas ao cloranfenicol, embora este atualmente ndo seja
mais permitido seu uso veterinario;

¢ Efeito teratogénico. O risco do consumo de residuos de antibidticos (metronidazol,

rifampicina, trimetropim, estreptomicina e tetraciclina, por exemplo), por gestantes se deve
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ao seu potencial teratogénico que induz a altera¢des no desenvolvimento dsseo fetal;

A Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) tem feito recomendagdes visando enfrentar
o problema, estabelecendo normas de utilizac@o de aditivos em geral, e sugerindo préticas,
para governos e autoridades competentes, a serem adotadas na tecnologia alimentar e na
pratica da Medicina Veterindria. Em alguns paises, como na Francga, por exemplo, tem sido
sugerido que antimicrobianos de indicacdo médico-humano sejam proibidos na prética da
tecnologia alimentar e no tratamento de doengas de animais (BARROS et al., 2001).

Outro fator importante observado quando se discute os riscos ao consumidor devido
a presenca de residuos de antimicrobianos no leite, € a resisténcia térmica destes aos
tratamentos térmicos empregados pelas indudstrias de laticinios (pasteurizacio lenta, rdpida
ou o tratamento ultra-alta temperatura), que ndo eliminam totalmente os residuos, por

apresentarem tolerancia em altas e baixas temperaturas (Quadro 3).

Quadro 3 - Efeito do tratamento térmico, tempo de exposi¢@o e taxa de inativacdo de
alguns residuos de antibidticos quando eliminados no leite.

Antibiéticos | Temperatura (°C) | Tempo de exposicio| Taxa de inativacio (%)
Penicilina 72 15 segundos 8
90 30 minutos 20
100 30 minutos 50
Estreptomicina 100 30 minutos 66
Clortetraciclina 100 30 minutos 90
Oxitetraciclina 100 30 minutos 90

Fonte: CERQUEIRA (2003).

De acordo com Fagundes (1997) apud Medeiros (1999), agentes antimicrobianos
apresentam estabilidade a baixas temperaturas, a penicilina, estreptomicina e neomicina
mantém-se presentes no leite congelado por um periodo de até 12 semanas, inibindo

culturas laticas.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Periodo de execucao e selecao dos produtores

O trabalho teve inicio em agosto de 2007 e término em marco de 2008, sendo
realizadas duas coletas mensais por municipio em semanas alternadas. Foram selecionados
15 (quinze) produtores de cada municipio participante, sendo eles fornecedores de leite de
cabra para o Programa Fome Zero do governo federal nos municipios de Passagem

localizado no médio sertdo e Prata no cariri paraibano (Figura 1).

g

Legenda - Ilanicipio de Passagem
I Municipio de Prata

Figura 1 — Mapa politico-regional da Paraiba destacando-se os municipios de Passagem
e Prata, localizados no médio sertdo e cariri paraibano, respectivamente.
3.2 — Coleta e niimero de amostras
Para facilitar as coletas e garantir a
veracidade da amostra, as mesmas foram coletadas
na plataforma de recepcdo da mini-usina de
beneficiamento de cada municipio. No momento

em que o produtor participante do estudo chegava,

era coletada, apds homogeneizacdo, uma amostra A ' 3 L 4
Figura 2 — Coleta realizada do latdo

do produtor. Prata - PB,
latao (Figura 2) e acondicionado em recipiente de fevereiro de 2008.

de leite com cerca de 500 mL diretamente de seu
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vidro com boca larga e estéril identificado com seu nome. Em seguida, para conservar a
integridade das amostras estas eram colocadas em caixas isotérmicas contendo gelo
recicldvel e transportadas em baixa temperatura ao laboratdrio, onde foram realizadas as
andlises fisico-quimicas, microbiolégicas e identificagdo de residuos de antibidticos. Num

total foram coletadas 150 amostras, sendo 75 de cada mini-usina.

3.3 — Local de analise das amostras

As andlises das amostras foram realizadas no Laboratdrio de Tecnologia e Inspegado
de Leite e Derivados, localizado na Unidade Académica de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Campina Grande, no municipio de Patos — Paraiba. Situado a uma
distancia de aproximadamente 300 km da capital do Estado, com &4rea de 508,7 sz,
populacdo de 86.036 (oitenta e seis mil e trinta e seis) habitantes, temperatura média de
28°C, umidade relativa média do ar de 55%, precipitagdo pluviométrica média anual de

700 mm, e altitude média de 242 m, acima do nivel do mar

3.4 - Analises laboratoriais

3.4.1 - Analises microbioldgicas do leite

As andlises microbioldgicas realizadas nas amostras coletadas foram: a contagem
total de meso6filos, nimero mais provavel de coliformes totais e termotolerantes conforme
preconizado por BRASIL (2003). A identificacdo e isolamento de Escherichia coli foi
mediante as provas bioquimicas do IMViC e por semeadura de superficie em placas
contendo dgar EMB Levine, seguido de visualizagdo de esfregagco corados por Gram como

realizado por SIGARINI ( 2004) e recomendado por HAIDENWURCEL (1998).

3.4.1.1 - Contagem total de mesofilos

A contagem total de mes6filos consiste em diluir 1 mL da amostra em 9ml de dgua
peptonada tamponada a 0,1% até a dilui¢io 107, e se realiza a semeadura em profundidade,
em placas de Petri de 100mm de didmetro das dilui¢des 10, 107, 10% e 107,

Em seguida acrescenta-se como meio de cultivo o Plate Count Agar (PCA) em
quantidade suficiente para formar uma fina camada de meio na superficie da placa. Faz-se
a homogeneizacdo da mistura perfazendo quatro movimentos em sentido frente-traz,
quatro esquerda-direita e quatro em oito, por fim aguarda-se sua solidificagdo e as incuba

por 48 horas a 35°C £ 1 para realizar a leitura de acordo com o anexo IV da Instrucdo
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Normativa N° 62, de 26 de agosto de 2003 do MAPA. Apds esse periodo se observa

coldnias de coloragdo palido-amarelada (Figura 3).

Figura 3 — Placas com plate count agar (PCA) apds 48 horas a 35+1°C,
mostrando diferentes niveis de contaminacdo microbiana por
mesofilos, em amostras diferentes de mesma diluic@o (108).

3.4.1.2 — Numero mais provavel de coliformes totais

A técnica empregada para determinar coliformes totais ou coliformes 30/35°C foi a
técnica dos tubos multiplos e consiste em adicionar 1ml da amostra em 9ml de 4gua
peptonada tamponada a 0,1%, obtendo assim a diluicdo 107", desta diluicdo se retira 1ml e
a adiciona em outro tubo contendo a mesma dgua peptonada tamponada, obtendo assim a
diluicio 107, sendo que a partir desta diluicio se inocula 1ml da mesma em trés tubos
contendo 9ml de caldo verde brilhante bile com 2% de lactose com um tubo de Durhan
invertido em seu interior, faz-se isto até a dilui¢do 10° sempre vertendo os tubos apds a
adicdo do indculo da amostra por no minimo trés vezes para que ocorra a perfeita
homogeneizacao entre meio e amostra, entdo incubou-se este material a 35°C + 1° por um
periodo de 48 horas.

Ao final deste periodo foram caracterizados como positivos os tubos que apresentem,
sobretudo, presenca de gds no tubo de Durhan, turvacdo do meio, efervescéncia apds
agitacdo e amarelamento nesta ordem de importancia (Figura 4).

Nestes tubos classificados como coliformes 30/35°C foi realizada sua quantifica¢io
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de acordo com a tabela de NMP’ que estima a quantidade destes microrganismos de acordo

com padrio dos tubos contendo gas nas suas diferentes dilui¢Ges.

Figura 4 — Caldo verde brilhante bile com 2% de lactose. Da esquerda
para a direita, observa-se tubo com amostra positiva, tubo
com crescimento mais negativo, tubo nao inoculado.

3.4.1.3 — Numero mais provavel de coliformes termotolerantes

A determinac@o de coliformes termotolerantes foi realizada mediante o repique com
alca de platina dos tubos positivos para coliformes 30/35°C, sendo que estes deveriam
pertencer a no maximo trés diluicdes diferentes, em caldo verde bile brilhante e caldo
triptona. Estes meios foram entdo incubados por 24 horas a 45°C + 1°C e decorrido este
periodo se verificou a formacdo de gds. Nos tubos em que ocorreu a formacgao de gés foi
adicionado 0,3mL do reativo de Kovacs, no caldo triptona correspondente a este, e caso
houvesse a formacdo de um anel vermelho na superficie do meio, esta amostra era entio
considerada positiva para coliformes termotolerantes.

A quantificacdo deste segue a mesma metodologia utilizada para os coliformes
30/35°C, se fazendo o uso da tabela de NMP, porém deve-se ressaltar que a contagem era

realizada apenas com os tubos nos quais o anel vermelho se formou.

> Tabela de Niimero Mais Provavel de coliformes por mL ver anexos
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3.4.1.4 — Determinacao e isolamento de Escherichia coli

Para a determinacdo de Escherichia coli foram utilizadas as amostras positivas para
coliformes termotolerantes, submetendo-as a testes complementares buscando identificar
as propriedades bioquimicas da bactéria, confirmando assim a sua presenca. Com isso foi
utilizado o conjunto de provas bioquimicas IMViC, acrescido do dgar TSI e posterior
cultivo no dgar EMB Levine. Caso a amostra se mostrasse positiva nos meios de cultura
era confeccionada uma de lamina bacterioldgica e esta era corada pelo método de Gram e
visualizada. Desta forma foi considerada como Escherichia coli a amostra que atender aos
seguintes critérios: no IMViC ser indol e vermelho de metila positivo, Voges-Prokauer e
citrato negativa; formar gés, acidificar tanto a superficie inclinada e interior do dgar TSI
além de ndo produzir H,S neste meio; formar colonias tipicas no 4gar EMB Levine (bordos

verde metdlico e centro negro) e na microscopia se visualizar bastdes Gram negativos.

3.4.1.4.1 - Provas bioquimicas do IMViC

Este conjunto de provas bioquimicas é composto pelo indol, vermelho de metila,
Voges-Proskauer e citrato (BIER, 1981).

No caldo triptona existe o aminodcido triptofano, que quando degradado pela E. coli
produz como compostos intermedidrios o dcido indolpirdvico e o 4dcido indolacético, sendo
que as enzimas envolvidas nesse processo sdo as triptofanases. Apds essa degradacdo o
dcido indolpirdvico sofre desaminagdo liberando indol, e o &4cido indolacético por
descarboxilacdo libera escalatol, sendo este composto volatil. Com isso, o indol formado
ird reagir com o p-dimetilamino benzoaldeido, presente no reativo de Kovac’s, formando
um composto quindidal vermelho solivel no dlcool iso-amilico (este também componente
de reativo) o tornando vermelho, o élcool por ser menos denso que o meio se mantém na
superficie formando assim o anel (RIBEIRO & SOARES, 1998; SIGARINI, 2004).

Para a prova do vermelho de metila e Voges-Proskauer foi incubado a 35°C = 1° C
por 24 horas 10 mL do meio VM-VP° (também chamado de MR-VP ou meio Clark &
Lubs) inoculado com uma al¢ada do tubo de verde brilhante cujo seu correspondente de
caldo triptona foi positivo na prova do Indol. Passado esse periodo foram separadas em
tubos de ensaio limpos, duas aliquotas de 2,5 mL para serem testadas. Em uma foi
adicionado 0,1 mL de solucdo alcodlica de vermelho de metila a 0,06% e na outra foram

colocados os reagentes de Barrit, solugd@o alcodlica de a-naftol a 5% e solugdo de hidroxido

% Vermelho de metila e Voges-Proskauer
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de potéssio a 40% nas quantidades de 0,6 e 0,2 mL respectivamente e nesta mesma ordem,
seguido de vigorosa agitagao do tubo com a finalidade de oxigené-lo.

Na prova do vermelho de metila se verifica a capacidade que o microrganismo tem
de a partir da glicose produzir dcidos orgéanicos de forma tdo intensa que submeta a
capacidade tampao do meio de cultivo. Dentre os 4cidos podemos destacar o lictico,
acético, férmico, succinico e etilico. Quando a producdo € intensa o suficiente ocorre a
liberagdo de grande quantidade de fons H' no meio, e quando o pH atinge 4,4 o indicador
(solugdo alcodlica de vermelho de metila), permanecerd vermelho caracterizando assim a
reacdo positiva.

No caso do Voges-Proskauer o que se procura € a producdo de um composto de alto
pH o acetilmetilcarbinol (acetoina), este ¢ um produto final da degradacdo da glicose, com
a adicdo dos reagentes de Barrit, a acetoina se unird com o a-naftol e serd oxidada pelo
oxigénio atmosférico formando a diacetila, que tem coloragdo vermelha. Nesta reacdo a
solucdo de hidroxido de potdssio age como oxidante e o a-naftol como catalisador da
reacdo, intensificando a cor. Caso a reag@o seja negativa para a presenga de acetoina, o
meio permanecerd inalterado ou ficard com uma cor cobre, apds a adi¢do dos reagentes,
resultado a a¢do da solucdo de KOH sobre a de a-naftol.

A utilizacdo do citrato como Unica fonte de carbono € uma propriedade de alguns
microrganismos, eles usam esse citrato no ciclo de Krebs para formar oxalacetato e
acetato, depois piruvato e CO, terminando com alcalinizacdo do meio, devido a liberagao
de sais de amdnia. O meio utilizado para a determinag¢do dessa prova é o dgar citrato de
Simmons cuja formulacdo tem como indicador de pH o azul-de-bromotimol, que no meio
estéril tem colorag@o verde com um pH de 6,9. Este meio € utilizado na forma de dgar de
superficie inclinada em tubos e quando inoculado, este por meio de estrias na superficie
inclinada, quando o microrganismo realiza a utilizacdo do citrato o meio se torna azul, caso
ndo ocorra a utilizacio este permanecerd inalterado caracterizando uma reagao negativa.

No caso da Escherichia coli este caminho metabdlico ndo existe, logo € negativo.

Observa-se na figura 5 da pagina seguinte uma bateria do IMViC acrescido do dgar

TSI e como esta deve se mostrar em caso de Escherichia coli.
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Figura 5 - Bateria IMViC positiva para Escherichia coli. Da
esquerda para a direita: caldo verde brilhante bile
2% lactose, Indol+, TSI caracteristico, citrato-, VP-,
VM+ e meio VM-VP sem reativos de Barrit.

3.4.1.4.2 - Agar TSI (Triple Sugar Iron)

O 4gar TSI (que vem de Triple Sugar Iron ou Triplice agiicar e ferro em vernaculo) é
um meio diferencial ndo seletivo indicador de diversas atividades bioquimicas das
bactérias, principalmente das pertencentes ao genro Enterobacteriacea, em sua
composicdo se encontram trés acucares: a lactose, a sacarose que correspondem cada uma
com 1% do total de ingredientes do meio, e a glicose a qual perfaz 0,1% de todos os
componentes do meio. Também s@o encontradas fontes de aminodcidos, que neste meio
sdo a peptona de carne e os extratos de carne e levedura (BIER, 1981; QUINN et al., 2005;
RIBEIRO & SOARES, 1998; SIGARINI, 2004).

Existe ainda um substrato para formacao de acido sulfidrico (H,S), o tiossulfato de
sddio, que, além disso, favorece a formagcdo de uma condi¢do de anaerobiose na base do
meio, e sais de ferro, podendo estes ser na forma de sulfato ou compostos amoniacais.
Além do vermelho de fenol como indicador dcido-base (BIER, 1981; SIGARINI, 2004).

A semeadura do material € realizada por meio de picada central profunda buscando-
se atingir o fundo do tubo, dai 0 motivo para ndo se utilizar mais que SmL de meio, apds a
perfuragdo no centro do meio se deve realizar um movimento de estriacdo na superficie

inclinada do meio ainda com a mesma agulha bacterioldgica, e em seguida a incubacgao por
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mais de 24 horas a 35+1°C, no entanto os autores divergem no tempo de incubagdo
recomendado de forma que este varia de dezoito horas (QUINN et al, 2005) até mais de
quarenta e oito no minimo (MERCK, 2000).

Neste meio ocorre primariamente a fermentacio dos agucares dependendo da espécie
um ou dois desses nio sao fermentados. No caso da E. coli ela fermenta todos os agucares
presentes no meio formando assim uma reagcdo muito particular que se caracteriza por total
amarelamento do 4gar, com formacdo de bolhas ou rachaduras pela formagao de gis e sem
produgdo de HoS (BIER, 1981; QUINN et al., 2005; RIBEIRO & SOARES, 1998;
SIGARINI, 2004).

Quando os agticares sdo fermentados tem como subproduto um 4cido, seja ele acético
no caso da glicose e sacarose, ou litico para a lactose, que tornam o meio amarelo em
detrimento da acidificacdo deste e a concomitante viragem do vermelho de fenol. A
lactose, no entanto, além do 4cido latico, também produz CO, ao ser fermentada, e que ao
se acumular no meio provoca o aspecto de rachadura ou bolha. Numa forma geral podemos
caracterizar as reagdes fermentadoras de carboidratos da seguinte forma: a glicose s6 é
fermentada em anaerobiose, mas a lactose e sacarose nao, assim caso a superficie se
mantenha vermelha e a base amarela € sinal que apenas a glicose foi fermentada caso a
superficie também esteja amarela sem formacdo de rachaduras foi a glicose e sacarose
fermentadas e se ocorrerem rachaduras a lactose foi fermentada (BIER, 1981; MERCK,
2000; RIBEIRO & SOARES, 1998; SIGARINI, 2004).

Para a formacdo da reacdo negra que caracteriza a producdo de H»S ocorre a seguinte
cascata: as bactérias metabolizam os aminoécidos sulfurados presentes nos extratos de
carne e levedura bem como na peptona de carne ou degradam o tiossulfato de s6dio no
meio 4cido liberando fons S*. Estes por sua vez, reagem com os fons H" que se encontram
livres no meio devido a presenca de dcidos acético ou litico, formando assim o H»S, que é
incolor. Este dltimo entdo, ao reagir com os sais de ferro presentes também no meio
formam o sulfato ferroso que se apresenta de colorag¢@o enegrecida, assim ndo se observa o
H,S diretamente, mas um composto originado por sua reacdo aparte a sua producio
(MERCK, 2000; RIBEIRO & SOARES, 1998; SIGARINI, 2004).

Observa-se na figura 6 localizada na pégina seguinte as diferentes reacdes que
podem ocorrer no dgar TSI caracterizando assim o metabolismo do microrganismo

envolvido.
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Fonte: www. web.fccj.edu/~Inorman/ unknowns.htm?index=2

Figura 6 — Reacdes do dgar TSI de acordo com a fermentagdo dos
carboidratos presentes ou sua produgdo de H,S. 1-Estéril;
2-formacdo de H,S se fermentagdo de carboidrato; 3-
Fermentacdo de glicose; 4-Fermentacdo de glicose e
sacarose + producdo de H,S; 5-Fermentacdo de glicose e
lactose com ruptura do meio; 6-Idem item 5, porém mais
brando; 7- Fermentagdo de glicose e sacarose.

34.14.3 - Agar EMB Levine

Apb6s o periodo de incubacdo das amostras na prova bioquimica do IMViC e
realizada a leitura, as amostras positivas tiveram uma alcada retirada e foram repassadas
para placas contendo meio d4gar EMB Levine onde se fez um estriado utilizando-se o
método do esgotamento buscando a obtencdo de coldnias isoladas, sendo posteriormente
incubadas em estufa a 35°C £ 1° C por 24 horas.

O Agar Eosina-Azul de Metileno, de Levine (EMB), é um meio seletivo e diferencial
utilizado para isolamento e deteccdo de enterobactérias. Os corantes eosina e azul de
metileno inibem o crescimento das bactérias Gram positivas, permitindo diferenciacao
entre os microrganismos fermentadores e ndo fermentadores da lactose. A producdo de
dcido pela fermentacdo da lactose (reacdo da eosina em pH baixo) confere caracteristicas
proprias a E. coli, as quais sdo utilizadas para diferencid-la dos outros coliformes. As

coldnias tipicas; arredondadas, pequenas (+ 03 mm), escuras, com centro quase negro, com
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brilho metélico esverdeado em seu entorno (HAJDENWURCEL, 1998). O que pode ser

visto na figura 7.

Figura 7 — Placas de dgar EMB Levine contendo colonias isoladas tipicas de E. coli,
observa-se colonias mucdides, com bordos verde metédlico e centro negro,
lembrando os olhos do tucano, e borrdes verde metélico sob o meio.

3.4.2 — Analises fisico-quimicas do leite

Foram realizadas as seguintes andlises fisico-quimicas de acordo com a instrucdo
normativa N° 68 de 12 de dezembro de 2006 a qual oficializa os Métodos Analiticos
Oficiais Fisico-Quimicos, para Controle de Leite e Produtos Lacteos: acidez, por titulagao,
pelo método Dornic, densidade através do termolactodensimetro de Quevenne calibrado a
15°C e corrigido de acordo com a temperatura da amostra, teor de gordura através do
butirdmetro de Gerber, sélidos totais pelo disco de Ackermann e sélidos ndo gordurosos,

este se subtraindo do extrato seco total a gordura (BRASIL, 2006).

3.4.3 — Analises biologicas

Deteccao de residuos de antibidticos.

3.4.3.1 — Técnica empregada

As amostras a serem analisadas foram submetidas ao teste microbioldgico de triagem
de residuos de antibiéticos, Delvotest® da empresa Holandesa DSM. E um teste de difusio,
rapido que mede a inibi¢ao do crescimento bacteriano. Apresentado em ampolas cilindricas
pléasticas contendo meios de cultura s6lido com um indicador de pH, o pudrpura de
bromocresol e um microrganismo, o Bacillus stearothermophilos variedade calidolactis na
sua forma esporulada. Na auséncia de inibidores de crescimento bacteriano os esporos da

bactéria germinam e estas ao degradarem o meio, o acidificam, tornando-o amarelo devido
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a viragem do indicador. Na presenca de residuo de drogas, a cor purpura original do
indicador de pH ndo se altera.

Este € um teste simples, sensivel e relativamente rapido, quando comparado a outros.
Seu uso estd aprovado pelo Servico de Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura,
portaria n° 8 de 26/06/84. E pela Association of Official Analytical Chemist (AOAC)
desde 1982.

No entanto, a adesdo deste método de deteccdo de residuos de antibidticos possui
limitacdo por somente detectar se existe residuo de inibidor bacteriano ou ndo. Nio

permitindo a determinagdo de pelo menos qual o grupo do inibidor envolvido.

3.4.3.2 — Pesquisa de identificaciao de residuos de antibioticos

O teste obedece a seguinte metodologia: Abertura das ampolas com a retirada da
tampa de aluminio; adicdo de 0,1 mililitros das amostras de leite a serem analisadas;
incubacdo das ampolas em banho-maria a 64 °C mais ou menos 0,5 ° C por trés horas e por

fim, realizagdo da leitura. Figuras 8 € 9.

Figura 8 — Captacdo do indculo com 0,ImL de amostra e sua deposi¢do na
ampola do Delvotest®.

Figura 9 - Ampolas contendo o indculo de 0,ImL de amostra e sua
acomodacio no aparelho de banho-maria a 64+0,5°C.
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Ap6s o periodo de incubagdo, dcido suficiente é

produzido pelo crescimento das bactérias. A alteracio

da cor do indicador de pH de pirpura para amarelo,
indica uma amostra livre de residuos de antibidticos.

Se, no entanto, o crescimento das bactérias for

=
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=
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X

Ampicillin

retardado ou inibido, ndo ocorre a acidificacdo

‘i

permanecendo puarpura (figura 10). A coloracio o
intermedidria entre amarelo e purpura também ¢é Fonte: www.dms.com.nl/devoltest

Figura 10 — Ampola negativa (esq.)
e positiva (dir.).

No quadro 4 estio expostos os limites de deteccio de do Delvotest® e os limites

considerada positiva.

preconizados no Programa Nacional de Controle de Residuos de Medicamentos
Veterindrios em Alimentos do Ministério da Agricultura e os do Pamvet do Ministério da
Saide/ANVISA.

Quadro 4 — Limites de deteccio de residuos de antibiéticos do Delvotest®, e os
méaximos preconizados pelos Ministérios da Agricultura e da Satdde.

Medicamento Nivel de deteccio (ug/kg) LMR’ (ug/kg)
Penicilinas 2-3 4
Ampicilina 6-7 4
Amoxicilina 3-5 4
Ceftiofur 50 - 100 100
Neomicina 300 - 600 500
Sulfonamidas 100 — 250 100
Tetraciclinas 800 100
Cloranfenicol 7500 0
Eritromicina 200 40

Adaptado de: BRASIL, 1999; Manual de instrucdes Delvotest®; ANVISA, 2003.

3.5 — Anadlise estatistica

Os dados da microbiologia foram agrupados por municipio sendo obtida a média
geométrica destes e comparando-as diretamente (BRASIL, 2002). As andlises fisico-
quimicas tiveram seus resultados submetidos ao teste de Tukey com 5% de significancia
através do programa estatistico Assistat®. J4 os dados referentes aos residuos de
antibidticos foram agrupados em percentuais de amostras positivas para cada municipio e

comparadas diretamente, conforme o realizado por NARDELLI, 2006 e SIQUEIRA, 2007.

7 Limite Maximo de Residuos
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Parametros fisico-quimicos
As mini-usinas que participaram deste estudo foram identificadas como mini-usina A

e mini-usina B. E os parametros fisico-quimicos avaliados estdo dispostos na tabela 1.

Tabela 1 — Andlise de varidncia pelo teste de Tukey (X?) com significancia em nivel de
A , s * . . .
5% dos parametros fisico-quimicos das mini-usinas A e B.

Parametro Mini-usina A Mini-usina B
Acidez (° D) 16,66667 a 15,14667 b
Densidade (g/L) 1026,82100 b 1028,43100 a
Gordura (%) 4,04800 a 395733 a
Extrato Seco Total (%) 10,68520 b 12,11813 a
Extrato Seco Desengordurado (%) 6,63720 b 8,16080 a

E3
Cilculos nos anexos. Devendo ser mencionado que os tratamentos 1 e 2 correspondem as mini-usinas A e B respectivamente.

Como pode ser visto num geral, a mini-usina B se mostrou melhor nos parametros
fisico-quimicos em relacdo a mini-usina A. No que diz respeito a acidez em graus Dornic
se observa diferenca significativa entre os dois estabelecimentos, sendo que a B apresentou
um produto menos écido, isto pode ser atribuido sobretudo ao tempo de espera e transporte
do leite ordenhado, visto que este tempo ¢ muito maior para a mini-usina A, onde alguns
produtores além de deixarem seus latdes ao sol por um longo periodo, muitas vezes
ficando exposto ao sol direto até as dez horas da manha, estes ndo tem um horario maximo
para entregarem o seu produto. J4 a mini-usina B além de distancias menores o produto
tem de ser entregue até as dez horas da manha. Estes resultados ficaram abaixo do que foi
encontrado por OLIVEIRA (2005), que trabalhando em mini-usinas do Cariri paraibano
encontrou uma acidez de 17,1°D. Jd& ARAUJO (2007) trabalhando com estes mesmos
estabelecimentos encontrou médias variando de 16,4 a 17,1°D.

A densidade, parametro fisico no qual se avalia a massa da amostra e que do qual
juntamente com o teor de gordura se estabelece os extratos secos total e desengordurado
obteve uma média na mini-usina A de 1026,82100 g/L, ao passo que a mini-usina B obteve
média de 1028,43100 g/L diferindo estatisticamente da mini-usina A e ficando ambas
abaixo do descrito por OLIVEIRA (2005) e SIQUEIRA (2007) no Cariri paraibano que foi
de 1031,8 e 1030,1 g/L. respectivamente. Ja ARAUJO (2007) trabalhando nas mesmas
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mini-usinas observou uma densidade de 1027,8 g/L para a mini-usina A e 1028,0 g/L para
a mini-usina B diferindo apenas os valores da primeira mini-usina.

O percentual de gordura encontrado na mini-usina A foi de 4,048%, ja a usina B
obteve média de 3,95% nao diferindo uma da outra. OLIVEIRA (2005) e SIQUEIRA
(2007) no Cariri paraibano que encontraram médias de 4,13% e 4,32% respectivamente,
valores esses semelhantes aos encontrados por ARAUJO (2007) que estudando os mesmos
estabelecimentos encontrou valores para A de 4,44% e B de 4,19%.

Os valores encontrados para o extrato seco total (EST) nestas mini-usinas foi de:
10,68% para a mini-usina A e 12,11% para a mini-usina B. Tais resultados discordam dos
vistos por OLIVEIRA (2005) que foi de 13,21% e SIQUEIRA (2007) que foi de 12,78%
ambos estudos realizados no Cariri paraibano. No que diz respeito ao extrato seco
desengordurado (ESD) a mini-usina A obteve média de 6,63%, ja a usina B obteve média
de 8,16% se diferenciando da usina A com significincia. E discordando com OLIVEIRA
(2005) que obteve média de 9,06% e SIQUEIRA (2007) de 8,64 %.

Cabe mencionar ainda que o resultado da mini-usina A sofreu grande influéncia de
quatro amostras provenientes de um mesmo produtor que muito provavelmente sofreram a
adicdo de dgua, ja que estas se encontravam com acidez muito baixa (7, 8, 11 e 14°D), uma
densidade bem abaixo do que o termolactodensimetro pode aferir. Um percentual de
gordura pequeno variando de 1,5 a 2,2%, além de um extrato seco total e desengordurado
infimo variando de 2,14 a 3,01% e 0,64 a 0,81% respectivamente.

Com relagdo a adequacdo a legislagdo vigente, ambas as mini-usinas apresentaram
problemas, principalmente a mini-usina A que apresentou a densidade e os extratos secos
abaixo do minimo aceitdvel que é de 1028 a 1034 para a densidade, e 11,2% para extrato
seco total e 8,2 para desengordurado (BRASIL, 2000), sendo este o tinico pardmetro que
ficou ligeiramente abaixo do minimo para a mini-usina B. Isto é preocupante, pois com
base apenas nos parametros fisico-quimicos, pode-se classificar o leite do estabelecimento

A como inapropriado para o consumo.

4.2 — Parametros microbiolégicos

Neste trabalho foram avaliados os seguintes pardmetros microbioldgicos: contagem
padrdo em placas (CPP), determinacdo de coliformes totais e termorresistentes pela técnica
dos tubos muiltiplos e isolamento de Escherichia coli aplicando-se o conjunto de provas

bioquimicas do IMViC. Os resultados encontrados estio dispostos na tabela 2.
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Tabela 2 — Comparacdo dos pardmetros microbiolégicos entre as mini-usinas A e B.

Parametro Mini-usina A Mini-usina B
Contagem padrdo em placas (UFC/ mL) 2,4-10° 8,5-10°
Coliformes totais (NMP/mL) 1,9-10* 4.4-10*
Coliformes fecais (NMP/mL) 1,5-10° 1,1-10°
Isolamento de Escherichia coli 3 amostras 1 amostra

Na contagem padrio em placas foi encontrado na mini-usina A um valor de 2.4-10°
UFC/mL. J4 para a usina B foi encontrado o valor de 8,5-109 UFC/mL. Estes valores foram
maiores do que os observados por OLIVEIRA (2005) e ARAUJO (2007) no cariri
paraibano que foi de 5,8:10° UFC/mL e 3,7-10° respectivamente.

Pode se observar uma grande diferenca entre os dois estabelecimentos, isto se deve
provavelmente ao tratamento que sdo submetidos os latdes apds serem esvaziados, pois a
maioria ao virem a mini-usina fazem proveito da viagem para comprarem algo na cidade, e
mesmo com os latdes lavados na préopria inddstria como preconizado em lei, estes o fazem
de depdsito para transporte de objetos, e ndo o lavam ao chegar em seu destino final, visto
que em um dado momento quando era realizada a coleta de amostras um produtor afirmou
que seu leite chegara tdo sujo naquele dia, pois na manha anterior havia transportado
batatas neste e por descuido ndo o tinha lavado.

Da mesma forma, situagcdes como esta ndo ocorreriam na mini-usina A, pois, mesmo
nao fazendo a lavagem dos latdes na indudstria, a mesma se situa em local distante da
cidade sendo mais pratico aos produtores irem a esta em outra ocasifo, e ainda a coleta de
parte dos latdes € realizada por um caminh@o o qual se incumbe de adquirir na cidade as
mercadorias as quais os produtores solicitam, assim visto que os latdes ndo sdo lavados na
industria, os produtores se sentem obrigados a lavarem em suas propriedades.

No que se refere a determinagdo de coliformes totais a mini-usina A obteve uma
média de 1,9:10* NMP/mL. Ao passo que a mini-usina B obteve média para este mesmo
parametro na ordem de 4,4-10" NMP/mL se mostrando desta forma mais contaminado por
estes microrganismos que o primeiro estabelecimento. Porém ambas ficaram muito além
do encontrado por OLIVEIRA (2005) no Cariri paraibano que foi 8,0-10> NMP/mL. No
entanto, no que se refere a coliformes termotolerantes a usina B se mostrou melhor que a

A, tendo a primeira uma carga destes microrganismos na ordem de 1,1-10*> NMP/mL e a
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segunda uma carga de 1,5:10° NMP/mL ambos os resultados discordam de OLIVEIRA
(2005) que encontrou um valor de 4,6-102 NMP/mL estudando o Cariri da Paraiba. Este
resultado maior para a mini-usina A leva a crer que as boas priticas agropecudrias nao
estdo sendo devidamente seguidas e com isso ocorre a contaminacao do produto final.

De fato, esta é a realidade dos produtores fornecedores de leite desta mini-usina,
sendo que em sua grande maioria a ordenha € realizada no préprio curral onde ficam os
animais, ou num curral anexo a este, sendo que a Unica estrutura fisica que se observa para
a ordenha é a plataforma. E o leite recém ordenhado, vezes € mantido, até o término da
ordenha nas proprias dependéncias destes currais daf a grande contaminagao.

No que se refere ao isolamento de Escherichia coli, das 150 amostras estudadas
foram encontradas 4 amostras positivas resultou em uma prevaléncia de 2% (3) das
amostras coletadas para a mini-usina A e de 0,67% (1) para a mini-usina B.

WHITE & HINCKLEY (1999) pesquisando causas de mastite em cabras nos Estados
Unidos descobriu em 2199 amostras de leite a prevaléncia de mastite por E. coli é de 1,6%
o que se aproxima do que foi visto nesta pesquisa. CAMPOS et al. (2006), em Goids
pesquisando 24 amostras de leite de vaca encontrou 79,2% de amostras com presenga de E.
coli indo muito além do encontrado neste trabalho.

BRITO et al. (1998) ao pesquisar agentes causadores de mastite isolados de tanques
de resfriamento da zona da mata mineira encontrou coliformes em todos os oito rebanhos
estudados, mesmo fato visto por ARCURI et al. (2006) estudando 24 rebanhos do sudeste
de Minas Gerais e norte do Rio de Janeiro.

PICOLI et al. (2006) trabalhando com queijeiras as quais usavam leite caprino,
encontrou uma carga de coliformes que variava de 2,6- 10° a 1,5 107, no leite usado para a
fabricacdo dos queijos. Ja4 Aradjo, 2007 trabalhando na mesma regifio deste estudo viu uma
variagdo dos indices de coliformes a 45°C de 4,6-107 até 8,0-10°.

Apesar destes nimeros serem pequenos ¢ algo que deve ser levado em consideragdo
visto que o leite de cabra é tido como um alimento nobre e muitas vezes medicinal
consumido em sua maioria por criancas e idosos este produto tem que passar por processo
mais cuidadoso de obtencdo, pois mesmo a E. coli sendo facilmente destruida pela
pasteurizacdo (caso esta seja eficiente) ainda restard suas toxinas que representam um

perigo tdo grande quanto a prépria bactéria.
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4.3 — Residuos de antibioticos

Das 150 amostras analisadas, foi observado ocorréncia de residuos de antibioticos
nas ultimas coletas realizadas nas mini-usinas, Sendo que a mini-usinas A obteve uma
prevaléncia de residuos de antibidticos em apenas 21,3% das amostras ao passo que a
mini-usina B, uma prevaléncia de 24 % neste mesmo parametro.

NARDELLI (2006), pesquisando residuos de antibiéticos do grupo B-lactamicos, em
uma das cidades deste estudo, coletou 118 amostras de leite de cabra in natura e encontrou
uma prevaléncia de 15,25% com 18 amostras positivas. J4 SANTOS (2005), analisando 60
amostras de leite de cabra in natura obtidas de seis mini-usinas do Cariri Paraibano,
encontrou 31,66% de amostras positivas para antibiéticos do grupo B-lactdmicos.

A reacdo ocorrida em uma das amostras da usina B foi intensa, influenciando nos
resultados das andlises microbioldgicas, com NMP de Coliformes a 30/35° C e a 45° C
igual a 0 (zero); o tempo de redutase mostrou-se superior a 12 horas; e a lactofermentagdo
nao ocorreu, ficando o leite fluido por mais de 48 horas.

BRANCHER & FAGUNDES (1998), tentaram comprovar a influéncia dos residuos
antimicrobianos sobre o tempo de reducdo da azul de metileno no leite, através da
adaptacio do método de redutase para detectar presuntivamente, residuos de
antimicrobianos no leite e concluiram que existe uma interferéncia considerdvel da
presenca do residuo no tempo de reducio.

BARROS & LEITAO (1992) verificaram a influéncia da mastite induzida por
Staphyloccocus aureus sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite de cabra,
observando diminuicdo dos seguintes valores: densidade (1.022,5 a 1.023,5 0; acidez (6,1 a

14,5 °D); cloretos (1,0 a 3,9%); e lactose (1,0 a 1,1%).

5- CONCLUSAO
Desta forma conclui-se que:
e Existem diferencas entre a qualidade microbioldgica e fisico-quimica, além de
residuos de antibidticos e Escherichia coli no leite das mini-usinas estudadas;
e O leite de cabra recebido por estes estabelecimentos, quando ainda cru, é
improprio ao consumo humano de acordo com a legislac@o brasileira em vigor;
e Sd0 necessdrios outros mecanismos para educar o produtor a obter um produto de

melhor qualidade.
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Tabela de Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
MNP por mililitro de amostra incculando
as diluigies de 1,0; 0.1 & 0,01 em cada tubo

Nimero de fubos positivo Humero de tubos positivos
1.0 0,4 0,04 1HMP porm 1,0 0.1 o1 [MF por mL
| |
o a a | o . 0 o 1 0,81
0 0 1 : 0.3 2 0 1 : 14
o o 2 0.8 2 0 2 | 2.0
o o 3 I 0.8 2 0 3 I 2.6
0 1 0 : 0.3 2 1 0 : 15
o 1 1 | 081 2 1 1 2.0
o 1 2 | D082 2 1 2 1 27
o 1 3 : 1.2 ;. 1 3 : 3.4
| |
o 2 0 | 082 2 2 oo 2.1
o 2 1 | o083 2 2 11 28
o 2 2 | 1,2 2 2 2 1 a5
0 2 3 I 1.6 2 2 3 I 4.2
| |
0 3 o | o084 2 3 o 1 28
0 3 1 b aa 2 3 I Y
0 3 2 : 1.8 2 3 2 : 4.4
o 3 3| 1.8 2 3 3 5.3
| |
1 0 o 1 oa3s 3 0 o 1 23
1 o 1 I 0,72 3 0 1 I 3.9
1 o b | 1.1 3 0 2 1 8.4
1 a 3 I 1.5 3 0 3 I a5
| |
1 1 0 | 073 3 1 0 4.3
1 1 1] 1.1 3 1 11 7.5
1 1 2 1 1,5 3 1 2 1 12p
1 1 3 : 1.8 3 1 3 : 16,0
| |
1 2 a | 1.1 3 2 (I | 8.3
1 2 1 1 1.5 3 2 11 15,0
1 2 2 : 2.0 3 2 2 : 21.0
1 2 3 2.4 3 2 3 | 290
| |
1 3 g | 1.8 3 3 o 1 24p
1 3 1 I 2.0 3 3 1 I 48,0
1 3 2 g 2.4 3 3 2 | 100
1 3 a | 2.0 3 3 3 1 =1100

Laboratdric de Tecnologia e Inspegao de Leite e Derivados - UFCG
Fonte: Manual de Analises Microbiologicas de Alimentos. 1 ed. FDA. Washington



53

BSSISTAT Versdo 7.5 beta (2Z008) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de ZA3sis 5. e S5ilva URER-CTEN-UFCG Campina Grande-FB

Brguivo ACIDEZ EM GRAUS DOBNIC (°D)
Data 28/08/2008 Hora Z22:5Z:36

EXPERTMENTO INTETRAMENTE CASUAT.TZATM

Q.M. ¥
B6.ad4000 19.8478 **
4.36523

F.V. z.L. 5.0
Tratamentos 1 86.64000
Reslduo 148 646.05333
Total 143 732.69333
s+ significativo as nivel de 1% de

1% de probabilidade (p <

.01)

x ﬂégnificativu ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns nago significatiwvo (p >= .05)
GL: 1, 148 F-krit [1%) = &6.8082 F = 19.8478 p < 00100
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de tratamento
I 16.66667 a
2 15.14667 b
DMS = 0.67395
MG = 15.90667 CVg = 12.134B2

B3 medias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre 3i. Fol aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

05 dados néo foram apresentados porgue
a tabela exXcede a largura desta tela

Para calculo dos wvalores criticos de F e da probab.
de F calculado, © Assistat utiliza o Llgoritmo 724
(Abernathy, Roger W. & 3Smith, Bobert P. Algorithm
724: Program to calculate F-percentiles. A4CM Trans.

1%, No.d,
SIGLAS E ABREVIACOES

UTFCG = Universidade

Math. Softw. 481-483(1993).)

Federal de Campina Grande
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CTEBM = Centro de Tecnologia & Becursos Naturais
ULER = Unidade Académica de Engenharia Agricola
F.V. = Fonte de variag@o G.L. = Graus de liberdade
5.0. = Soma de quadrado 2.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MZ = Media geral
CV% = Coeficiente de variacgao em %

DM5S = Diferenca minima significativa

HOTA

Quando o F fica muito proximo mas nadc atings a significéncia
poderd haver diferenga significativa entre a maior € a menor
média. Também podera ndo haver diferenga significativa entre
médias guando o F & significativo porém muito proximo da néo
significancia. Issoc & limitagio da aplicagao conjunta dos
testes F e de Tukey, citada por Frederico Pimentel Gomes no
3eu livro; Curso de EEXETATISTICA EXPERIMENTAL (ver o item 3.3)

REFERENCIAS DO ASSISTAT

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. A New Version of
The Assistat-Statistical Assistance Software. In: WORLD COHGRESS
ON COMPUOTERS IN AGREICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando:
hmerican Society of Agricultural Engineers, 2000. p.3%3-3596.

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. Versdo do programa
computacional Assistat para o sistema operacicnal Windows. Bevista
Brasileira de Produtcs Agroindustriais, Campina Grande, v.4,n.l1,
p71-78,2002.

Silva, F.de A.5.e. The ASSISTAT Software: statistical assistance.
In: INTEEWHATIONAL CONFERENCE ON COMPFUTERS IN AGRICULTURE, &,
Cancun, 159&. Anais... Cancun: Emerican Society of Agricultural
Engineers, 19%%c. p.29%4-283.

OB5: Estes resultados es3tdo em fonte Courier New de tamanho = 12
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BSSISTAT Verséao 7.5 beta (2008) - Homepage http://wwWw.assistat.com
Por Francisco de Aszis 5. e 5ilva UAER-CTEN-UFCG Campina Grande-FB

Arquivo DENSIDADE PELO TERMOLACTODENSIMETRO CALIBRADD A 15°C
Data 2870872008 Hora 22:54:52

EXPERTMENTY INTEIRAMENTE CASUATIZATD

QUADRO DE ANALISE

B oW G.L 5.0 Q.M F
Tratamentos 1 97.12327 97.12327 J.9608 *
Residuo 143 3624.50533 24.489%50

Total 1445 2721.62860

¥*¥ gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01}
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
n3 ndo significativo (p >= .05)

GL: 1, 148 F-krit(5%) = 3.9049 F = 3.9658 p = .04827
MEDILS E MEDIDALS

Médias de tratamsnto

1 1026.82100 b
£ 1028.43100 a
oMs = 1.5%c632
MG = 1027 .02600 CVE = 0.48157

L3 médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Foi aplicado o Tesate
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

s dados ndo foram apresentados porque
a tabela excede a largura desta tela

Para calculo dos valores criticos de F = da probab.
de F calculado, o Assistat utiliza o Algoritmo 724
(Abernathy, Boger W. & Smith, Robert P. Algorithm
T724: Program to calculate F-percentiles. ACM Trans.
Math. Softw. 19, No.4, 481-483(19483}.)

SIGLAS E EEEE?IH§5E5

UFCGE = Universidade Federal de Campina Grande
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CTEBM = Centro de Tecnologia & Becursos Naturais
ULER = Unidade Académica de Engenharia Agricola
F.V. = Fonte de variag@o G.L. = Graus de liberdade
5.0. = Soma de quadrado 2.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MZ = Media geral
CV% = Coeficiente de variacgao em %

DM5S = Diferenca minima significativa

HOTA

Quando o F fica muito proximo mas nadc atings a significéncia
poderd haver diferenga significativa entre a maior € a menor
média. Também podera ndo haver diferenga significativa entre
médias guando o F & significativo porém muito proximo da néo
significancia. Issoc & limitagio da aplicagao conjunta dos
testes F e de Tukey, citada por Frederico Pimentel Gomes no
3eu livro; Curso de EEXETATISTICA EXPERIMENTAL (ver o item 3.3)

REFERENCIAS DO ASSISTAT

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. A New Version of
The Assistat-Statistical Assistance Software. In: WORLD COHGRESS
ON COMPUOTERS IN AGREICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando:
hmerican Society of Agricultural Engineers, 2000. p.3%3-3596.

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. Versdo do programa
computacional Assistat para o sistema operacicnal Windows. Bevista
Brasileira de Produtcs Agroindustriais, Campina Grande, v.4,n.l1,
p71-78,2002.

Silva, F.de A.5.e. The ASSISTAT Software: statistical assistance.
In: INTEEWHATIONAL CONFERENCE ON COMPFUTERS IN AGRICULTURE, &,
Cancun, 159&. Anais... Cancun: Emerican Society of Agricultural
Engineers, 19%%c. p.29%4-283.

OB5: Estes resultados es3tdo em fonte Courier New de tamanho = 12
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BS3ISTAT Versdo 7.5 beta (2008) - Homepage http://www.assistat.com
Por Francisco de BAsais 5. & S5ilva UREA-CTEBH-UFCG Campina Grande-PB

Arquivo PERCENTAGEM DE GORDURAZ PELO BUTIRCMETRO DE GERBER

Data 28/08/2008

Hora 22:58:11

EXPERIMENTD INTETRAMEMTE CASUAT.TZATMD

QUADRO DE ANALISE

F.V. G.L. [ o.M, F
Tratamentos 1 0.30827 0.30B27 0.0876 na
Feaiduo 1448 66.35067 0.44832
Total 1449 66.65853
#* gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)
* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndc significativo (p >= .05)
EL: 1, 141 F-krit (5%) = .001 F = .6B7& p > 10000
MEDIAS E MEDIDAS
Médias de tratamento
1 4.04800 a
2 3.485733 a
oMs = 0.215948
MG = 4.00267 CVE = 16.72794

ks medias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticaments entre s5i. Foi aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

DANOS

0s dados ndoc foram apresentados porgque

a tabela exceds

a largura desta tela

Para calculo dos valores criticos de F e da probab.

de F calculado, o Assis
{Abernathy, Roger W. &
T24:

Math. Softw.

SIGLAS E ﬂERE?IAﬁﬁES

1%, No.4,

tat utiliza o BRlgoritmo 724
Smith, Robert P. Algorithm

Program to calculate F-percentiles. ACH Trans.

481-483(1993) .)

UFCG = Universidade Federal de Campina Grande
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CTEBM = Centro de Tecnologia & Becursos Naturais
ULER = Unidade Académica de Engenharia Agricola
F.V. = Fonte de variag@o G.L. = Graus de liberdade
5.0. = Soma de quadrado 2.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MZ = Media geral
CV% = Coeficiente de variacgao em %

DM5S = Diferenca minima significativa

HOTA

Quando o F fica muito proximo mas nadc atings a significéncia
poderd haver diferenga significativa entre a maior € a menor
média. Também podera ndo haver diferenga significativa entre
médias guando o F & significativo porém muito proximo da néo
significancia. Issoc & limitagio da aplicagao conjunta dos
testes F e de Tukey, citada por Frederico Pimentel Gomes no
3eu livro; Curso de EEXETATISTICA EXPERIMENTAL (ver o item 3.3)

REFERENCIAS DO ASSISTAT

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. A New Version of
The Assistat-Statistical Assistance Software. In: WORLD COHGRESS
ON COMPUOTERS IN AGREICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando:
hmerican Society of Agricultural Engineers, 2000. p.3%3-3596.

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. Versdo do programa
computacional Assistat para o sistema operacicnal Windows. Bevista
Brasileira de Produtcs Agroindustriais, Campina Grande, v.4,n.l1,
p71-78,2002.

Silva, F.de A.5.e. The ASSISTAT Software: statistical assistance.
In: INTEEWHATIONAL CONFERENCE ON COMPFUTERS IN AGRICULTURE, &,
Cancun, 159&. Anais... Cancun: Emerican Society of Agricultural
Engineers, 19%%c. p.29%4-283.

OB5: Estes resultados es3tdo em fonte Courier New de tamanho = 12
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ASSISTAT Versdo 7.5 beta (2008) - Homepage http://wwWww.&s33istat.com
Por Francisco de Assis 5. £ S5ilwva UAEL-CTEH-UFCG Campina Grande-FB

Arquivo PERCENMTAGEM DO EXTRATO SECO TOTAL

Data Z8/708/2008

EX

Hora 23:01:38

PERIMENTO INTETRAMENTE CASUATLIZADO

Fu¥. z.L. A i Q.M. F
Tratamentos 1 TE.99367 To.99867 2B.7187T **x
Residuo 145 386.80841 2.688114

145

Total

473.80708

**% gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

* gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p <

ns ndo significat

GL: 1, 148

11.40

ivo (p == .03)

F-krit(1%) = 6.8082 F = 28.7187
MEDIAS E MEDIDAS

Médias de tratamsnto

10.68520 b

1
2 12.11813 a
DMS = 0.328118

1e7 CVE =

.05)

00100

14.36122

As medias seguidas pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. Fol aplicado o Teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

DADS

Os
a

dados ndoc foram apresentados porgue
tabela excede a largura desta tela

Para calculo dos valores criticos de F & da probab.

de F calculado,
(Abernathy, Roger W. &

O Assistat utiliza o Algoritmo 724
Smith, Bobert P. Algorithm

724: Program to calculate F-percentiles. ACHM Trans.

Math. Softw.

1%, No.4, 481-483(1993).)

SIGLLS E ABRE?IAﬁﬁES

UFCG = Universidade Federal de Campina Grande
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CTEBM = Centro de Tecnologia & Becursos Naturais
ULER = Unidade Académica de Engenharia Agricola
F.V. = Fonte de variag@o G.L. = Graus de liberdade
5.0. = Soma de quadrado 2.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MZ = Media geral
CV% = Coeficiente de variacgao em %

DM5S = Diferenca minima significativa

HOTA

Quando o F fica muito proximo mas nadc atings a significéncia
poderd haver diferenga significativa entre a maior € a menor
média. Também podera ndo haver diferenga significativa entre
médias guando o F & significativo porém muito proximo da néo
significancia. Issoc & limitagio da aplicagao conjunta dos
testes F e de Tukey, citada por Frederico Pimentel Gomes no
3eu livro; Curso de EEXETATISTICA EXPERIMENTAL (ver o item 3.3)

REFERENCIAS DO ASSISTAT

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. A New Version of
The Assistat-Statistical Assistance Software. In: WORLD COHGRESS
ON COMPUOTERS IN AGREICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando:
hmerican Society of Agricultural Engineers, 2000. p.3%3-3596.

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. Versdo do programa
computacional Assistat para o sistema operacicnal Windows. Bevista
Brasileira de Produtcs Agroindustriais, Campina Grande, v.4,n.l1,
p71-78,2002.

Silva, F.de A.5.e. The ASSISTAT Software: statistical assistance.
In: INTEEWHATIONAL CONFERENCE ON COMPFUTERS IN AGRICULTURE, &,
Cancun, 159&. Anais... Cancun: Emerican Society of Agricultural
Engineers, 19%%c. p.29%4-283.

OB5: Estes resultados es3tdo em fonte Courier New de tamanho = 12
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BASSISTAT Versdo 7.5 beta (2008) - Homepage http:/ /www.assistat.com
Por Francisco de RAssis 5. e 5S5ilva UAER-CTRH-UFCG Campina Grande-FB

Arquivo PERCENTLGEM D) EXTRATO SECO DESENGORDUERATN
Data 28/08/2008 Hora 23:03:31

EXPERTMENTO IHNTETEAMENTE CASUAT.TZLTHD

F.V z.L 3.0 Q.M F
Tratam=ntos 1 87.0508% BT.05089 Th.8624 **
Residuo 143 131.8104% 1.22845

Total 1449 268.86135

¥% gignificativo ao niwvel de 1% de probabilidade (p < .01)
* gignificativo ac nivel de 5% de probabilidade (.01 =< p < .05)
ns ndo significativo (p »= .05)
GL: 1, 1448 F-krit(l%) = ©.8082 F = 70.8624 p < 00100
MEDIAS E MEDIDAS

M&dias d= tratam=nto

1 6.83720 b
2 B.1e080 a
M5 = 0.35752
MG = T.35900 CVE = 14.97578

L3 medias seguidas pela mesma letra nédo diferem
estatisticamente entre 5i. Fol aplicado o Teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

0z dados ndoc foram apresentados porgue
a tabela exceds a largura desta tela

Para calculo dos wvalores criticos de F = da probab.
de F calculado, o Assistat utiliza o BElgoritmo 724
{Abernathy, Boger W. & 3Smith, Bobert P. Algorithm
724: Program to calculate F-percentiles. ACM Trans.
Math. Softw. 1%, HNo.d4, 481-483(1893).)

SIGLAS E ﬂERE?IA@ﬁES

UFCGE = Universidade Federal de Campina Grande
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CTEBM = Centro de Tecnologia & Becursos Naturais
ULER = Unidade Académica de Engenharia Agricola
F.V. = Fonte de variag@o G.L. = Graus de liberdade
5.0. = Soma de quadrado 2.M. = Quadrado médio
F = Estatistica do teste F MZ = Media geral
CV% = Coeficiente de variacgao em %

DM5S = Diferenca minima significativa

HOTA

Quando o F fica muito proximo mas nadc atings a significéncia
poderd haver diferenga significativa entre a maior € a menor
média. Também podera ndo haver diferenga significativa entre
médias guando o F & significativo porém muito proximo da néo
significancia. Issoc & limitagio da aplicagao conjunta dos
testes F e de Tukey, citada por Frederico Pimentel Gomes no
3eu livro; Curso de EEXETATISTICA EXPERIMENTAL (ver o item 3.3)

REFERENCIAS DO ASSISTAT

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. A New Version of
The Assistat-Statistical Assistance Software. In: WORLD COHGRESS
ON COMPUOTERS IN AGREICULTURE, 4, Orlando-FL-USA: Anais... Orlando:
hmerican Society of Agricultural Engineers, 2000. p.3%3-3596.

Silva, F. de A. 5. . & Azevedo, C. A. V. de. Versdo do programa
computacional Assistat para o sistema operacicnal Windows. Bevista
Brasileira de Produtcs Agroindustriais, Campina Grande, v.4,n.l1,
p71-78,2002.

Silva, F.de A.5.e. The ASSISTAT Software: statistical assistance.
In: INTEEWHATIONAL CONFERENCE ON COMPFUTERS IN AGRICULTURE, &,
Cancun, 159&. Anais... Cancun: Emerican Society of Agricultural
Engineers, 19%%c. p.29%4-283.

OB5: Estes resultados es3tdo em fonte Courier New de tamanho = 12



