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ROVEDILHO, J. A. S. P. Avaliacao de processos de limpeza de tanques de
armazenamento de leite em unidade de ordenha mecanizada. 48 f. Dissertacédo
de Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria de Aracatuba (SP), Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Aragatuba, 2023.

RESUMO

O alto valor nutricional do leite o torna, um meio suscetivel ao desenvolvimento
bacteriano, que é influenciado pelas contamina¢cées que ocorrem durante e apos a
ordenha. Com o intuito de eliminar contaminagdes provenientes de equipamentos,
as propriedades leiteiras e as industrias de laticinios adotam a metodologia clean in
place (CIP) cuja eficiéncia pode ser avaliada por meio de indicadores
microbiolégicos. O objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar a eficiéncia de
higienizacdo em superficies internas de equipamentos de uma unidade de ordenha
mecanizada. Para isso, utilizaram-se trés metodologias de limpeza em circuito
fechado, alterando-se o binébmio tempo de contato e temperatura da solucdo de
detergente (20 min/70 °C, 20 min/75 °C e 25 min/70 °C). Para as analises
microbiolégicas foi utilizado o método do swab de superficie seguido das
determinacdes dos grupos microbianos enterobactérias, mesofilos aerdbios e
bolores e leveduras, seguindo-se os métodos oficiais tradicionais, antes e apos a
aplicacdo dos processos de higienizacdo. Os resultados foram convertidos para
escala logaritmica e avaliados estatisticamente por andlise de variancia e teste de
Tukey, adotando-se 5% como nivel de significancia. Concluiu-se que todos o0s
procedimentos CIP propostos foram efetivos na reducdo da carga microbiana das
superficies dos equipamentos de ordenha que fazem contato com o leite, e que 0s
procedimentos a 20 min/75 °C e 25 min/70 °C foram o0s mais efetivos para o

processo de higienizacgao.

Palavras-chave: Leite. Limpeza. Microbiologia. Sanitizacdo. Seguranca de

Alimentos.



ROVEDILHO, J. A. S. P. Evaluation of cleaning procedures of milk tanks in a
mechanized milking unit. 48 f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina
Veterinaria de Aracgatuba (SP), Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Aracatuba, 2023.

ABSTRACT

The high nutritional value of milk makes it susceptible to bacteriological development,
which is influenced by the contaminations that occur during and after the milking
process. In order to eliminate the contamination coming from equipment, the dairy
farms and industries adopt the clean in place (CIP) methodology, whose efficiency
can be evaluated by microbiological indicators. The objective of this research was to
evaluate the efficiency of cleaning on internal surfaces of the equipment of a
mechanized milking unit. For that, three closed-circuit cleaning methodologies were
used, changing the contact time and the temperature of the detergent solution (20
min/70 °C, 20 min/75 °C and 25 min/70 °C). The surface swab method was used for
the microbiological analysis, followed by the determination of the microbial groups
enterobacteria, aerobic mesophylls and molds and yeast, which were performed by
analytical official traditional methods, before and after the application of the cleaning
processes. The results were converted to logarithmic scale and statistically evaluated
by analysis of variance and Tukey’s test, adopting 5% as the significance level. It
was concluded that all the proposed CIP procedures were effective in reducing the
microbial load on the surfaces of milking equipment that contact milk, and that the
procedures at 20 min/75 °C and 25 min/70 °C were the most effective for the

cleaning operation.

Keywords: Cleaning. Food Safety. Microbiology. Milk. Sanitization.



LISTA DE TABELAS

Tabelal- Contagens de enterobactérias, bactérias mesofilas aerdbias e
anaeroObias facultativas viaveis e bolores e leveduras (médias *
desvios padrdes) apés a aplicacdo dos procedimentos de
higienizacdo e o respectivo percentual de redugcdo no comparativo

antes € apPOS 0 CIP. ... 43



Figura 1l -

Figura 2 -

Figura 3 -

LISTA DE FIGURAS

Layout simplificado da linha de ordenha mecanizada (numeros) e
pontos de coleta do teste de esfregacgo (letras)........ccccoecvveeeiiiiiieernnnnn 40
Médias obtidas antes e depois do procedimento de limpeza CIP para
contagens de enterobactérias, bactérias mesofilas aerdbias e
anaerobias facultativas viaveis e bolores e leveduras (escala
[OQATEMICA). .ottt 41
Boxplot para cada metodologia e cada grupo microbiano dos
resultados obtidos apdés o processo de higienizagdo (escala

To o T= U] 4] 07 ) SRR 42



SUMARIO

1 INTRODUCAO GERAL . 11
1.1 ReVISA0 da lItEIatUIA ....c.eveeiie ittt a e s 12
1.1.1 Producgao de leite NO BrasSil ... 12
1.1.2 Legislacao brasileira referente a producéo e a qualidade do leite.................... 12
1.1.3 Higienizacao de equipamentos de contato com O leite............cccvveeriiiiieeennnnee. 14
1.1.4 Biofilmes e limpeza clean in place (CIP) .......cuvvviviieieiiiccceeeeee e 15
1.1.5 Contaminantes dos produtos |ACtEOS ..........ccuvveeeeieieeeiiiiccee e, 17
1.1.6 Indicadores MICrODIANO0S .........uuuuiiiiiieeeee it e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ennnraeees 18
O ] o] 1] 1Y/ o S UOOUPOPPPPPPPTRR 19

2 CAPITULO 1 - VARIACOES DE TEMPO E TEMPERATURA NA
HIGIENIZACAO CIP DE EQUIPAMENTOS DE ORDENHA MECANIZADA

AFETAM OS INDICADORES MICROBIANOS ...t 21
pZ Y o1 1 = T SRRSO 21
2.2 RESUIMIO ...ttt bbb bbb s 22
P20 |11 {0 Yo U o= T P RRERPR 23
2.4 MateriaiS € METOUOS ......cuvviieee ittt e e eieee ettt e e e s e e e et e e e s essre e e e e assbreeaeeennnees 24
2.4.1 Descricao da unidade de ordenha mecanizada...........ccccccoeeevcvvviiieieeneeeeee e, 24
2.4.2 Procedimento de higiE€NIZAGA0. ..........uueiiiiiiiiiie e 25
2.4.3 PONTOS AMOSIIAIS. ...cieiiiitiieeeiiiiiie ettt e e ettt e e st e et e e e s st b e e e s anbr e e e e e eneees 26
2.4.4 Metodologia de coleta de amOStras............cevvvvviviiiiiiiiiiiiii 26
2.4.5 Analises MICrobIOIOQICAS. ........ccccuieiiiiiiee e e e e e e e e e e 26
2.4.6 ANAIISES ESTAlISHICAS......vvviieeiiiiiii et e s e e e s s e e e e ennees 26
2.5 RESUIAA0S € QISCUSSEO ....eeveeeiiiiiiiieiiieiee e e e e e e e e e st e e e e e e e e e e s e e e eeeeaeeeeeannnes 27
2.6 CONCIUSAO ..ot e e e e e e e e e e e e e e e e e aanaes 28
2.7 Declaracao de conflito de INTEreSSe........couiiiiiiiiieiiiiie e 28
2.8 CoNtribUICAO dOS AULOIES .....cccoiieiiiieiieec s 29
P L= (=T =] L] =T PR 29
APENDICE A — REFERENCIAS DA INTRODUGAO GERAL ......cccevvnieieiriririneenne. 33
APENDICE B - INFORMAC()ES SUPLEMENTARES........cco oo 40

ANEXO A — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA CIENCIA RURAL .............. 44



11

1  INTRODUCAO GERAL

Independente da origem, os alimentos podem conter agentes causadores de
danos ao consumidor de forma fisica, quimica ou bioldgica, e a quantidade desses
agentes esta diretamente relacionada as praticas utilizadas desde o cultivo ou
criacdo, passando pelos métodos de processamento e industrializacdo, até as
condicGes de armazenamento e transporte (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

O leite € um alimento de alto valor nutricional e, devido a suas caracteristicas
de pH proximo a neutralidade e alta atividade de agua, € suscetivel a contaminacao
durante as etapas de obtencado, estocagem, transporte e processamento, 0 que 0
torna um veiculo potencial de agentes causadores de doencas de origem alimentar
(DESMARCHELIER, 2001).

Dentre as possiveis contaminacdes, o leite pode conter substancias estranhas
de ordem fisica (pedacos de insetos, de plastico, pregos e agulhas), quimica
(herbicidas, residuos de antibidticos e sanitizantes) ou microbiolégica (bactérias,
fungos e virus), provenientes de efeitos externos como cuidados inadequados no
processo de ordenha e na refrigeracdo pods-ordenha (CNI; SENAI, SEBRAE;
EMBRAPA, 2005).

Quando em contato com utensilios de ordenha, superficies de equipamento
ou tanques de refrigeragdo com deficiéncia de higienizacdo, o leite pode se
contaminar, levando a um aumento significativo na contagem bacteriana
(GUERREIRO et al., 2005).

Este trabalho de pesquisa se justifica pela necessidade de se investigar a
eficiéncia da realizacdo de operacdes de limpeza em uma linha de ordenha
mecanizada com o intuito de evitar contaminacdes do leite cru fornecido a laticinios
e atender aos requisitos legais de condicBes higi€nico-sanitarias de producdo e

fabricacéo.
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1.1 Revisao da literatura

1.1.1 Producéo de leite no Brasil

A producéo leiteira tem aumentado nos ultimos 50 anos no Brasil. De 1961 a
2015, houve um crescimento linear na producéao leiteira brasileira, com acréscimo de
30 milhdes de toneladas e ganho médio anual de 555 mil toneladas (VILELA et al.,
2017). Em 2019 foram produzidos 34,84 bilhdes de litros de leite no Brasil e, sendo
responsavel por 27,11% do total da producdo nacional, o estado de Minas Gerias
figurava na primeira posicdo entres os estados brasileiros, seguido por Parana
(12,45%), Rio Grande do Sul (12,26%), Goias (9,13%), Santa Catarina (8,71%) e
Sé&o Paulo (4,74%) (HOTT; ANDRADE; MAGALHAES, 2021).

No terceiro trimestre de 2021, foram produzidos no Brasil 6.157.114 mil litros
de leite cru (resfriado ou nao), passando para 6.404.735 mil litros no quarto trimestre
daquele ano. Em contrapartida, no primeiro trimestre de 2022, foi observada uma
redugédo na produgédo, alcangando um patamar de 5.875.533 mil litros de leite cru
(IBGE, 2022). Baseando-se em um modelo matemético, se prevé uma producao de
44,2 bilhdes de litros de leite no Brasil no ano de 2025 (MELO, 2021).

A producdo de leite no Brasil possui diversos niveis tecnolégicos ou
organizacionais, ou seja, € realizada por pequenos produtores de origem familiar,
evoluindo em pequenas cooperativas e consagrando-se em propriedades de grande
porte e patamar tecnoldgico elevado (FARINA et al.,, 2005). No levantamento
realizado pelo site Milkpoint (2022), os cem maiores produtores brasileiros de leite
foram responsaveis pela producéo diaria de 25.508 litros de leite em 2021 e, devido
a eles, a regido sudeste se destacou como a maior produtora, produzindo 488
milhdes de litros de leite naquele ano.

Contribuem para os avancos tecnolégicos na producdo (area rural) e na
industrializacé@o, os sensores para monitoramento de parametros, fisicos, quimicos e
biologicos, além do conhecimento de especialistas para uma producdo pecuaria

mais técnica e de melhor qualidade de produtos e processos (VILELA et al., 2017).
1.1.2 Legislacao brasileira referente a producéo e a qualidade do leite

Com a implementacédo da Instrucdo Normativa N° 51 de 18 de setembro de
2002 (IN 51/2002) do Ministério Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
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definiram-se os regulamentos técnicos de producao, identidade e qualidade do leite
cru e dos diferentes tipos de leites pasteurizados que, aquela época eram A, B e C
(BRASIL, 2002). A partir da publicacdo da Instru¢do Normativa N° 62 de 29 de
dezembro de 2011, os leites pasteurizados tipo B e C foram substituidos pelo leite
pasteurizado e novos padrdes de producao, identidade e qualidade foram definidos
para esse tipo de leite, bem como para o leite cru refrigerado que lhe daria origem
(BRASIL, 2011).

No ano de 2018, a Instrucdo Normativa N° 62 foi substituida pela Instrucéo
Normativa N° 76 de 26 de novembro de 2018 (IN 76/2018), a qual definiu novas
caracteristicas de identidade e qualidade que devem apresentar o leite cru
refrigerado, o leite pasteurizado e o leite pasteurizado tipo A. A IN 76/2018 define
que o leite cru proveniente de tanque individual ou de uso comunitario deve
apresentar médias geométricas trimestrais de Contagem Padrdo em Placas de, no
méaximo, 300.000 UFC/mL (BRASIL, 2018a). Também define que o leite cru deve
apresentar a seguinte composicao centesimal: 3 g/100 g (trés gramas por cem
gramas de produto) de gordura, 2,9 g/100 g de proteina total, 4,3 g/100 g de lactose
anidra, 8,4 g/100 g de sdlidos ndo gordurosos e 11,4 g/100 g de sdlidos totais
(BRASIL, 2018a).

A Instrucdo Normativa N° 77 de 26 de novembro de 2018 (IN 77/2018),
lancada simultaneamente a IN 76/2018, estabelece critérios e procedimentos para
producdo, acondicionamento, conservacao, transporte, selecdo e recepcao do leite
cru em estabelecimentos registrados no servico de inspegédo oficial (BRASIL,
2018b). Dentre as boas praticas agropecuarias que visam a obtencdo de matéria-
prima em condi¢cdes higiénico-sanitdrias adequadas, a IN 77/2018 prevé a
higienizacdo de superficies, equipamentos e instalacdes, incluindo os tanques de
refrigeracdo e armazenamento do leite, de uso individual ou comunitario, e 0s
equipamentos de ordenha, que devem ser higienizados de acordo com as
recomendacdes do fabricante (BRASIL, 2018b). Ainda, de acordo com a IN 77/2018,
os procedimentos de higienizacdo adotados nas propriedades rurais devem estar
descritos no programa de autocontrole da matéria-prima, que deve ser elaborado

pela industria, como parte de seu plano de qualificacdo de fornecedores de leite.
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1.1.3 Higienizag&o de equipamentos de contato com o leite

Para a adocao de medidas suficientemente adequadas para a higienizagéo de
equipamentos e superficies industriais, deve-se levar em consideracdo a
composicdo dos alimentos e as caracteristicas dos processos. No caso do leite, os
residuos do processo produtivo sdo as proteinas, os carboidratos, 0s sais minerais e
a gordura. As proteinas e 0s sais minerais sdo de dificil limpeza, estes devido a
insolubilizacdo e, aquelas, devido a desnaturacdo e consequente formacdo de
incrustacdes. Ja os carboidratos sdo solluveis em agua e de facil remocao (SANTOS,
2010).

Quando os maquinarios de ordenha mecanizada estdo parados em intervalos
de producéao, pode haver a deposicao de sujidades, com formacao de incrustacdes e
biofilmes nos equipamentos (HAYES; BOOR, 2001). Apos aderirem a superficie dos
equipamentos, 0s microrganismos podem resistir ao processo de limpeza,
impactando a qualidade do leite (SANTOS; FONSECA, 2001), dai a necessidade de
realizacdo de higienizagcdo adequada para garantir que nao haja a contaminacéo do
leite por bactérias presentes nas superficies de contato dos equipamentos (HAYES;
BOOR, 2001).

Guerreiro et al. (2005) avaliaram a qualidade do leite de diferentes
propriedades e verificaram que o leite que apresentava melhor qualidade, definida
pela contagem inicial de bactérias, era proveniente da propriedade que possuia
maior rigor e critério no atendimento as praticas preventivas de higiene. Essas
atividades incluiam a higienizacdo de utensilios e equipamentos com agua quente
ou morna e a utilizacdo de solucao clorada.

Cavalcanti et al. (2010) encontraram redugéo de mais de um ciclo logaritmico
no namero de microrganismos mesofilos e psicrotréficos ao realizar a limpeza da
superficie de contato dos equipamentos com o leite, demonstrando a efetividade da
realizacdo da higienizacdo antes do inicio do processo produtivo para garantir a
diminuicdo da carga microbiolégica no meio de contato com o produto. Em um
estudo realizado para avaliar os efeitos do leite residual nas superficies de contato
ndo higienizadas do interior de caminhdes de transporte, Kuhn, Meunier-Goddik e
Waite-Cusic (2018) encontraram que as contagens de bactérias mesdfilas, bactérias

laticas e coliformes totais, entre outros, se intensificavam com o tempo.
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Com o intuito de garantir a limpeza dos equipamentos de contato com
alimentos com a maior remocdo possivel dos residuos, deve-se utilizar uma
metodologia que contemple as etapas de pré-limpeza, limpeza, enxague,
desinfeccdo e novo enxadgue (ANDRADE, 2008). Ainda segundo o autor, um
exemplo comum de limpeza em &reas industriais inclui pré-limpeza com agua
potavel em temperatura ambiente, limpeza com detergente alcalino a 80 °C por 20
minutos de circulacdo, enxdgue com agua e desinfeccdo com solucdo acida a 45 °C

e, caso necessario, novo enxague das tubulacdes e equipamentos.
1.1.4 Biofilmes e limpeza clean in place (CIP)

Os biofilmes bacterianos se constituem em uma matriz formada por
polissacarideos, proteinas, acidos nucléicos e lipidios, que se desenvolvem como
uma camada protetora sobre as superficies internas de equipamentos de contato
com alimentos, sendo um problema recorrente na industria de alimentos
(FLEMMING; WINGENDER, 2010). Essas estruturas sado formadas por um conjunto
de células bacterianas, com ligacdes entre si e com adesdo ao substrato ou
superficie de contato (DONLAN; COSTERTON, 2002), com a finalidade de se
defender das intempéries do ambiente externo, tais como alteracdes de pH e
temperatura e acdo de agentes quimicos e fisicos) (CLUTTERBUCK et al., 2007).

As etapas de formacao de biofilmes bacterianos consistem em adeséo das
bactérias na superficie de contato; consolidacdo das bactérias nas superficies,
formando polimeros; colonizacdo e reproducdo das bactérias (NORTERMANS;
DORMANS; MEAD, 1991). Os biofilmes sdo encontrados na industria de laticinios,
principalmente em equipamentos para estocagem de leite (TEH et al., 2015).

O mecanismo de formacdo dos biofilmes torna os microrganismos mais
resistentes ao processo de limpeza e desinfeccdo (GAN et al.,, 2021), motivo de
preocupacdo do ponto de vista de seguranca do alimento, devido as bactérias
patogénicas que podem estar ali aderidas, representando um perigo em potencial
para os consumidores (SIQUEIRA et al., 2021). Por esse motivo, a limpeza clean in
place (CIP) é recomendada para a higienizacdo de equipamentos em linhas de
producao de leite (LIU et al., 2020; OSTROV et al., 2016).

A limpeza CIP baseia-se em métodos fisicos de higienizacdo, aliados a

utilizacdo de agentes quimicos como detergentes e agentes bioldégicos como
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enzimas, com o intuito de obtencdo de um ambiente livre de biofiimes. Trata-se de
um procedimento automatizado onde a limpeza regular das tubulacbes e
equipamentos € realizada com o auxilio de solu¢gBes acidas e alcalinas aplicadas
sob altas temperaturas (SILVA et al., 2020).

Na limpeza CIP sao levados em consideragéo a temperatura das solugoes, o
tempo de circulacdo das solugdes nos equipamentos, a concentracdo dos produtos
quimicos e a turbuléncia do fluido (LELIEVELD; MOSTERT; HOLAH, 2005).
Temperaturas mais elevadas favorecem o processo de limpeza devido a reducédo da
tensao superficial e da viscosidade do fluido (TAMIME, 2008). Além disso, permitem
a solubilizacédo das sujidades de forma mais eficiente com acdo mais efetiva dos
detergentes (JACQUES; LYONS; KELSALL, 2003).

O fator tempo no CIP se relaciona a duracdo das etapas de limpeza e a
frequéncia de realizag&o. Por isso, o tempo utilizado em uma operagéo CIP deve ser
suficiente para provocar a dissolu¢cdo e a remocao das sujidades presentes nos
equipamentos, considerando-se todas as etapas necessarias para o procedimento
(LELIEVELD; MOSTERT; HOLAH, 2005). A concentracdo dos produtos quimicos
utilizados no CIP deve ser suficiente para realizar a decomposicéo das sujidades em
fracbes inferiores, solubilizar os depdsitos presentes nas superficies dos
equipamentos e tubulacdes e garantir a movimentacédo das sujidades removidas em
suspensao na solugéao (TAMIME, 2008).

Por fim, para a eficiente higienizacdo de tubulacdes, o procedimento CIP
exige que haja energia cinética nas solu¢cfes de limpeza, ou seja, o fluxo das
solucdes deve ocorrer em estagio turbulento para favorecer a remocédo dos
depodsitos das sujidades. No caso de tanques de estocagem, sdo utilizados spray
balls ou outros dispositivos para garantir que haja acdo mecanica no interior das
superficies (TAMIME, 2008).

O uso destas solucbes de detergentes garante a obtencédo de superficies
limpas e a eliminacdo de residuos organicos nos pontos de dificil higienizacdo. No
entanto, mesmo com a utilizacdo do tratamento CIP, podem restar microrganismos

nas superficies internas dos equipamentos higienizados (SHI; ZHU, 2009).
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1.1.5 Contaminantes dos produtos lacteos

O Decreto N° 9.013, de 29 de marco de 2017 (BRASIL, 2017) define o leite
como o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicfes de higiene,
de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. O leite obtido nestas condi¢des
deve atender aos padrdes pré-definidos no referido decreto para evitar prejuizos aos
consumidores.

Os microrganismos presentes em alimentos, por si sO, ndo sdo indicadores de
baixa qualidade do produto ou de riscos para o consumidor. Verifica-se que,
usualmente, os alimentos se tornam perigosos somente quando ocorrem desvios
relacionados a sanitizacdo e a higiene dos processos e na cadeia de suprimentos e
armazenamento (ICMSF, 2015).

O leite pode ser considerado um meio de cultura ideal para o
desenvolvimento de bactérias e outros microrganismos, que podem acarretar danos
a saude publica, se forem patogénicos, defeitos na qualidade industrial e reducéo na
vida de prateleira, se forem deteriorantes. Dentre as alteragbes que podem ocorrer
na qualidade do produto, podem ser citadas a acidificacdo, a coagulacdo, a
producdo de gases, alteracbes de caracteristicas sensoriais e organolépticas,
acarretando reducéo na vida de prateleira dos produtos (CASSOLI, 2005).

Durante o armazenamento e o0 transporte, o leite é suscetivel ao
desenvolvimento de bactérias do grupo Enterobacteriaceae (Escherichia coli,
Salmonella, Yersinia enterocolitica, entre outras) causadores de gastrenterites,
bactérias mesofilas aerdbias, e de fungos (bolores e leveduras) desenvolvedores de
micotoxinas. Em uma pesquisa realizada por Ryu et al. (2021) foram verificados
ambientes e equipamentos de fazendas produtoras de leite, tendo sido detectada a
presenca de bolores e leveduras em pontos internos dos equipamentos de ordenha
e dos filtros de leite, além de outros pontos externos das propriedades (HAYES;
BOOR, 2001).

A principal causa do aumento nos niveis de Enterobacteriaceae em laticinios
€ a contaminacdo proveniente de areas produtivas (ICMSF, 2015). Por isso, a
testagem ambiental se torna peca-chave na avaliacdo de medidas preventivas, ja
gue esse grupo microbiano é indicador de boas préticas de higiene (ICMSF, 2015).

Apesar da suscetibilidade do leite ao desenvolvimento microbiano, em um

estudo foi detectado a presenca de Campylobacter apenas em duas amostras de
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leite cru (de um total de 15 amostras analisadas) em um estabelecimento que aplica
acOes de boas praticas de fabricacdo (BPF) e boas praticas agropecuarias (BPA), na
regido de Curitiba (Parand), demonstrando que essas ac¢fes sao capazes de
assegurar a qualidade do leite (NARCISO; MONTANHINI, 2014).

O leite se deteriora de forma rédpida, mesmo sob refrigeracdo, com a
proliferacéo de grande numero de bactérias. Em alguns casos, verifica-se o dobro da
populacdo de microrganismos a cada 20 a 30 minutos. Por isso, € recomendavel
gue o leite seja manuseado corretamente desde o0 momento da ordenha até chegar
a induastria de laticinios (GUERREIRO et al., 2005).

1.1.6 Indicadores microbianos

A IN 77/2018 define que compete as industrias, como parte do programa de
autocontrole, a implementagéo de um plano de qualificacdo de fornecedores de leite,
no qual se apresentem, no minimo, objetivos, metas, indicadores e cronograma para
iImplementagéo e/ou execugao de BPA (BRASIL, 2018b). Para a estruturagdo de um
programa de gestdo de seguranca e qualidade de alimentos, podem-se utilizar
analises microbiolégicas como indicadoras de performance de boas praticas de
higienizacdo. Essas analises servem como ferramenta de apoio para a avaliacao de
processos de desinfeccao ou falhas na fabricagdo (ICMSF, 2015).

Para a verificacdo de eventuais contaminagbes no processo produtivo,
usualmente sdo pesquisados 0s microrganismos indicadores, que sSao espécies
fornecedoras de indicativos de ocorréncia de contaminacdo ou de condi¢des
sanitarias inadequadas durante o processamento, a producdo ou o armazenamento
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Os indicadores microbianos sao utilizados para
avaliar a eficacia e os beneficios da implementacdo de um programa de boas
praticas de fabricacdo (BPF) relacionado a seguranca dos alimentos e a qualidade
do leite, uma vez que esses dados podem ser utilizados para avaliar a eficiéncia dos
processos de desinfeccao e limpeza de estruturas (DIAS et al., 2012).

A utilizacdo do grupo coliformes como indicador de qualidade higiénico-
sanitaria € préatica consolidada na producdo e na industrializacdo do leite pois
permite a verificacdo das condicbes empegadas durante a ordenha, bem como
eventuais falhas na pasteurizagdo (OLIVEIRA, 2016). Além disso, o grupo coliforme

permite avaliar a condi¢do higiénico-sanitaria dos produtos lacteos e do ambiente de
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processamento e armazenamento (OLIVEIRA, 2016). A identificacdo de grupos
bacterianos, incluindo os coliformes e as enterobactérias, representam indicios de
deficiéncia de sanitizacdo ou contaminacdo apdés a pasteurizagdo em produtos
lacteos (HEBERT et al., 2016).

Para Barbosa et al. (2011), condigbes aceitaveis de higienizacdo de
superficies sdo atestadas com contagem de coliformes totais de, no maximo, 50
UFC/cm2. De acordo com o0s autores, esse limite segue o0 estabelecido pela
Organizacion Panamericana de la Salud (OPAS) e pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS). Contudo, ndo hé limite legal na legislacdo brasileira para o grau de
contaminacdo das superficies de contato com o leite (RODRIGUES; FERREIRA,
2016).

Além do grupo coliformes, o numero elevado na contagem de bactérias
mesofilas aerdbias pode indicar contaminagdo no leite cru, relacionada a falhas na
higienizagdo dos tetos antes da ordenha ou no sistema de sanitizagdo dos
equipamentos que entram em contato com o leite (BRITO; ARCURI; BRITO, 2000).
ApoOs a efetivacdo da limpeza de superficies de contato direto com alimentos,
consideram-se efetivamente higienizadas aquelas que obtém resultados limitados a
2 UFC/cm? (APHA, 2001).

A presenca de microrganismos como coliformes totais e bolores e leveduras
pode indicar falhas higiénico-sanitarias no processamento do leite, levando a
alteracdes que acarretam impacto na qualidade do leite, quanto aos aspectos fisico-
guimicos, organolépticos e de durabilidade do produto (MACHADO et al., 2012).

Considerando a necessidade de garantir condicdes produtivas satisfatorias
das propriedades leiteiras, faz-se necesséria a realizacdo de procedimentos de
limpeza especificos e eficazes nos equipamentos da linha de producao,
principalmente em superficies de contato direto com leite, para alcangar 0s
requisitos microbiolégicos minimos e a seguranca microbiologica do produto, o que

justifica a realizacdo deste trabalho de pesquisa.
1.2 Objetivo

O objetivo neste trabalho de pesquisa foi investigar a eficiéncia de distintos

procedimentos de limpeza CIP em uma propriedade leiteira de ordenha mecanizada
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utilizando indicadores microbianos (bactérias mesofilas aerdbias, enterobactérias e

bolores e leveduras).
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2 CAPITULO 1 - VARIACOES DE TEMPO E TEMPERATURA NA
HIGIENIZACAO CIP DE EQUIPAMENTOS DE ORDENHA
MECANIZADA AFETAM OS INDICADORES MICROBIANOS

Time and temperature variations in CIP cleaning of mechanized milking

equipment affect microbial indicators

Joéo Alexandre Sanchez Palencia Rovedilho Elisa Helena Giglio Ponsano
2.1 Abstract

The high nutritional value of milk makes it susceptible to bacteriological development,
which is influenced by the contaminations that occur during and after the milking
process. In order to eliminate the contamination coming from equipment, the dairy
farms and industries adopt the clean in place (CIP) methodology, whose efficiency
can be evaluated by microbiological indicators. The objective of this research was to
evaluate the efficiency of cleaning on internal surfaces of the equipment of a
mechanized milking unit. For that, three closed-circuit cleaning methodologies were
used, changing the contact time and the temperature of the detergent solution (20
min/70 °C, 20 min/75 °C and 25 min/70 °C). The surface swab method was used for
the microbiological analysis, followed by the determination of the microbial groups
enterobacteria, aerobic mesophylls and molds and yeast, which were performed by
analytical official traditional methods, before and after the application of the cleaning
processes. The results were converted to logarithmic scale and statistically evaluated
by analysis of variance and Tukey’s test, adopting 5% as the significance level. It
was concluded that all the proposed CIP procedures were effective in reducing the
microbial load on the surfaces of milking equipment that contact milk, and that the
procedures at 20 min/75 °C and 25 min/70 °C were the most effective for the

cleaning operation.

Keywords: Cleaning. Food Safety. Microbiology. Milk. Sanitization.
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2.2 Resumo

O alto valor nutricional do leite o torna um meio suscetivel ao desenvolvimento
bacteriano, que é influenciado pelas contamina¢cées que ocorrem durante e apos a
ordenha. Com o intuito de eliminar contaminagdes provenientes de equipamentos,
as propriedades leiteiras e as industrias de laticinios adotam a metodologia clean in
place (CIP) cuja eficiéncia pode ser avaliada por meio de indicadores
microbiolégicos. O objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar a eficiéncia de
higienizacdo em superficies internas de equipamentos de uma unidade de ordenha
mecanizada. Para isso, utilizaram-se trés metodologias de limpeza em circuito
fechado, alterando-se o binbmio tempo de contato e temperatura da solucdo de
detergente (20 min/70 °C, 20 min/75 °C e 25 min/70 °C). Para as analises
microbiolégicas foi utilizado o método do swab de superficie seguido das
determinacdes dos grupos microbianos enterobactérias, mesofilos aerbbios e
bolores e leveduras, seguindo-se os métodos oficiais tradicionais, antes e apos a
aplicacdo dos processos de higienizacdo. Os resultados foram convertidos para
escala logaritmica e avaliados estatisticamente por andlise de variancia e teste de
Tukey, adotando-se 5% como nivel de significancia. Concluiu-se que todos o0s
procedimentos CIP propostos foram efetivos na redugao da carga microbiana das
superficies dos equipamentos de ordenha que fazem contato com o leite, e que 0s
procedimentos a 20 min/75 °C e 25 min/70 °C foram o0s mais efetivos para o

processo de higienizagao.

Palavras-chave: Leite. Limpeza. Microbiologia. Sanitizacdo. Seguranca de

Alimentos.
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2.3 Introducao?

O leite pasteurizado € um alimento altamente consumido no Brasil. Isso se
deve, principalmente, ao valor nutricional elevado, uma vez que ele contém
vitaminas, gorduras, proteinas, carboidratos e sais minerais. Essas caracteristicas
nutricionais do leite, além de seu pH préximo da neutralidade e sua alta atividade de
agua o tornam um meio suscetivel ao desenvolvimento microbiano com espécies
deteriorantes e/ou patogénicas (SALVADOR et al., 2012; BRITO et al., 2007). As
contaminacdes ocorridas durante e apds a ordenha influenciam a carga microbiana
do produto, dai a necessidade de garantir condi¢des higiénico-sanitarias satisfatorias
durante todo o processo produtivo do leite para obter um produto que atenda aos
padrdes de qualidade e limites legais (AGUILAR et al., 2018).

A contaminacao do leite pode se iniciar na ordenha pelos microrganismos
presentes nos tetos e no corpo da vaca e, em seguida, pelos microrganismos
presentes nos equipamentos e utensilios sem adequada higienizacdo (SANTOS;
FONSECA, 2001). Apesar de a pasteurizacdo promover a reducdo do numero de
bactérias, a quantidade de microrganismos no leite cru influencia diretamente os
nameros observados nos produtos, evidenciando a necessidade de cuidados
higiénicos com o intuito de evitar contaminacbes no momento da ordenha para
reduzir a acdo microbiana (SALVADOR et al., 2012).

A limpeza de equipamentos utilizados em contato com o leite é foco de
pesquisas devido ao impacto que representa sobre a qualidade do leite cru e de
seus derivados (IRIE et al., 2021). Na industria de laticinios é adotada a metodologia
clean in place (CIP) para garantir a eficiéncia das higieniza¢des, o que também se
verifica em propriedades leiteiras de médio e grande porte, especialmente na area
de ordenha, por se tratar de um processo mais efetivo para a remocéo de bactérias
gue impregnam as superficies internas de equipamentos de contato direto com o
leite (PERKINS et al., 2009).

Em condi¢cdes ambientais favoraveis e na presenca de substrato, as bactérias
se organizam formando biofilmes e tornando-se mais resistentes aos processos de
limpeza e desinfeccao (GAN et al., 2021), motivo de preocupacéo do ponto de vista

de seguranca do alimento, devido as bactérias patogénicas que podem estar ali

1 Normas de Publicacdo da Revista Ciéncia Rural (Anexo A).
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aderidas (SIQUEIRA et al., 2021). Por esse motivo, a limpeza CIP é recomendada
para a higienizacdo de equipamentos em linhas de producédo de leite (OSTROV et
al., 2016).

A limpeza CIP baseia-se em métodos fisicos de higienizacédo, aliados a
utilizacdo de agentes quimicos como detergentes e agentes biolégicos como
enzimas, com o intuito de obtencdo de um ambiente livre de biofilmes. Trata-se de
um procedimento automatizado onde a limpeza regular das tubulagbes e
equipamentos é realizada com o auxilio de solucdes acidas e alcalinas aplicadas
sob altas temperaturas sem a necessidade de desmontagem dos equipamentos
utilizados (SILVA et al., 2020).

Estes processos de limpeza devem ser validados para a elaboracao de
programa de qualidade, o que pode ser feito por meio de indicadores bioldgicos
(IRIE et al., 2021). Microrganismos indicadores s&o utilizados na avaliacdo da
condicao sanitaria das superficies de contato com o leite, pois refletem a presenca
de contaminacdes nos processos de obtencao e fabricagcdo (SOUAD et al. 2021).
Para a avaliacdo da limpeza das superficies, sdo pesquisadas as bactérias
mesofilas aerdbias (BRITO et al., 2000), as enterobactérias e os bolores e leveduras
(MACHADO et al., 2012), que podem indicar possiveis falhas no processo de
limpeza nas superficies de equipamentos em contato direto com o leite.

O objetivo deste trabalho de pesquisa foi avaliar a eficiéncia de distintos
procedimentos de limpeza CIP em uma propriedade leiteira de ordenha mecanizada
utilizando indicadores microbianos (bactérias meséfilas aerdbias, enterobactérias e
bolores e leveduras) a fim de fornecer subsidios aos estabelecimentos
beneficiadores de leite para a elaboracao de seu plano de qualificacdo de produtores

de leite.

2.4 Materiais e métodos

2.4.1 Descricdo da unidade de ordenha mecanizada

As amostras foram coletadas em uma unidade de ordenha mecanizada
localizada em uma propriedade rural no municipio de Turitba (SP), localizado na
regido de Aracatuba (SP) interior do estado de Sdo Paulo, Brasil, no periodo de
janeiro a dezembro de 2021, com horario de coleta no periodo da tarde. A

propriedade possui programa de qualidade do leite, realiza boas praticas de manejo
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do rebanho, e conta com equipamentos apropriados para a aplicagdo da
metodologia de limpeza CIP. A Fig. 1 demonstra o layout esquematico e simplificado

da linha de ordenha até a coleta pelo laticinio.

2.4.2 Procedimento de higienizacao

O procedimento de limpeza iniciou-se com o fechamento do sistema de
ordenha para permitir a realizagdo do CIP. Conforme ilustrado na Fig. 1, os
equipamentos de 1 a 4 mantiveram-se em circuito fechado com o tanque
intermediario (5) e, em seguida, as solu¢cbes foram encaminhadas ao tanque de
resfriamento (6) e, finamente, descartadas.

O processo completo de higienizag¢do consistiu em trés etapas:

Na etapa 1, a remocdo dos residuos de leite do interior das tubulacdes e
equipamentos foi realizada por meio de enxdgue com agua potavel circulante, por
um periodo de 10 minutos, seguida do descarte da solucdo na saida dos
equipamentos.

Para a etapa 2, foi utilizada uma solucdo de detergente alcalino clorado
(composicédo: hidroxido de soédio, hipoclorito de sodio, tensoativo ndo ibnico,
sequestrante e veiculo), conforme definido pelo procedimento de limpeza fornecido
pelo laticinio que realiza a aquisi¢do do leite e preparada conforme estabelecido no
programa de sanitizacao, também fornecido pelo laticinio, seguindo a orientacéo do
fabricante do produto. A solucdo de detergente foi aquecida até a temperatura
adequada para cada procedimento com o auxilio de uma resisténcia e, em seguida,
foi bombeada por todo o sistema em circuito fechado, permanecendo por diferentes
periodos, de acordo com cada procedimento.

A etapa 3 consistiu em um novo enxague para a remocao dos residuos do
produto quimico. A dgua potavel foi circulada por 10 minutos e descartada na saida
dos equipamentos.

Os trés procedimentos de higienizacdo testados neste estudo diferiam nas
combinacdes de temperatura da solucdo de detergente alcalino clorado e tempo de
circulacdo na etapa 2, conforme preconizados pelo fabricante do detergente, da

seguinte forma:

. Procedimento 1 (tratamento 1) - 70 °C e 20 minutos;
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. Procedimento 2 (tratamento 2) - 75 °C e 20 minutos;

. Procedimento 3 (tratamento 3) - 70 °C e 25 minutos.

2.4.3 Pontos amostrais

Para a determinagdo dos pontos amostrais, foram levadas em conta as
caracteristicas fisicas da linha de ordenha (existéncia de aberturas), a dificuldade
para a realizacdo de limpeza CIP (zonas de dificil acesso) e a possibilidade de
coleta das amostras (alcance do swab). Desse modo, foram identificados sete
pontos para a realizacdo das coletas para as analises microbiologicas, que estdo

demonstrados na Fig. 1.
2.4.4 Metodologia de coleta de amostras

Foram investigadas 84 amostras, 42 amostras antes e 42 amostras apos a
aplicacdo dos procedimentos de limpeza, coletadas no interior dos equipamentos
definidos na Fig. 1. Utilizou-se o método de esfregaco, em que um swab seco foi
friccionado nas dire¢des horizontal, vertical e diagonal por uma area amostral de 100
cm? e inserido em 10 mL de agua peptonada 0,1% e imediatamente transportado até

o laboratério em caixa térmica contendo gelo.
2.4.5 Analises microbiolbgicas

Para a determinacao da efetividade dos procedimentos de higienizagéo foram
realizadas as pesquisas de bactérias mesofilas aerdbias e anaerdbias facultativas
viaveis (bactérias mesofilas aerdbias), enterobactérias e bolores e leveduras, de
acordo com as metodologias descritas em APHA (2001), em duplicatas. A contagem
de colonias foi realizada em contador de colbnias e expressa em unidades
formadoras de colbnias por mL (UFC/mL). O conteldo da agua peptonada utilizada

para a coleta e o transporte das amostras foi considera a 12 diluicéo.
2.4.6 Analises estatisticas

Os dados foram convertidos para escala logaritmica e submetidos ao teste de
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey com 5% de probabilidade,

utilizando-se a ferramenta R-Studio.
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2.5 Resultados e discussao

As médias e os intervalos de confianca das médias dos indicadores
microbianos antes e ap0s cada procedimento de higienizacdo CIP estdo
apresentados na Fig. 2.

A realizacdo de avali¢cdes de procedimentos de limpeza € crucial para verificar
a implementacdo de protocolos de higienizacdo (BUCZINSKI, 2022) e os dados
obtidos neste estudo fornecem subsidios para avaliagbes de limpezas CIP quando
de sua implementacdo em fazendas produtoras de leite. A Fig. 2 mostra que todos
0s procedimentos de limpeza provocaram redu¢cdo no numero de microrganismos
nos pontos estudados, confirmando a necessidade da realizagdo de limpeza para
reduzir a carga microbiana na superficie interna de equipamentos de contato com o
leite cru.

Este estudo demonstrou que, apesar das metodologias de limpeza
propiciarem uma reducdo na carga de bactérias mesdfilas aerdbias (Fig. 2), elas ndo
foram suficientes para atingir 2 UFC/cmz2, conforme recomendado pela American
Public Health Association (APHA, 2001) para superficies de contato direto com
alimentos.

As meédias, 0s respectivos desvios padrées, bem como os percentuais de
reducdo da carga microbiana obtidos apos a aplicacdo de procedimentos de
higienizag&o estao dispostos na Tabela 1. A Fig. 3 demonstra os boxplots para os
resultados obtidos em escala logaritmica apds o procedimento de limpeza CIP.

O acréscimo do tempo de circulagédo de 20 para 25 minutos (metodologias 1 e
3) ocasionou diminuicdo nas contagens de mesofilos aerébios e bolores e leveduras
apos o procedimento CIP, indicando a importancia do tempo de exposi¢cdo da
superficie interna dos equipamentos com a solucdo de detergente para a reducao
desses grupos microbianos. Este dado corrobora com o obtido por DUFOUR et al.
(2004), que encontraram resultados mais efetivos na reducdo microbiana quando a
duracdo do tratamento CIP foi mais prolongado. ZOU & LIU (2018) também,
encontraram maior reducdo da populacdo bacteriana ao realizarem a limpeza de
superficies internas com contato direto com leite em uma unidade de processamento
de leite em p6 com solugdes alcalinas a 80 °C por 20 minutos, quando comparadas

ao CIP realizado por 10 minutos.
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A comparagéo entre os procedimentos 1 e 2 mostrou que um aumento de 5
°C na temperatura da solucdo de detergente alcalino clorado, com manutencao do
mesmo tempo de contato, provocou maior reducao nas contagens microbianas dos
grupos mesofilos aerébios e bolores e leveduras, indicando a importancia da
temperatura na destruicdo microbiana. PALIY et al. (2021) também encontraram
maior eficiéncia para o procedimento CIP em linhas de obtencéo de leite utilizando
solucao de limpeza com temperatura de 85 °C quando comparadas com a solucao a
60 °C.

Embora existam diferengcas entre os layouts de equipamentos, os dados
encontrados neste estudo servem de subsidios ao produtor rural na tomada de
decisdo para aumentar a eficiéncia da limpeza CIP, ou seja, ele podera optar por
aumentar a temperatura da solucdo ou o tempo de operacao, conforme lhe for mais
conveniente. Os resultados obtidos também permitem embasar a definicdo de
procedimentos de limpeza CIP pelos laticinios para utilizagdo nas fazendas
produtoras de leite, de modo a integrar o programa de autocontrole de matérias-
primas e o programa de qualificacdo de fornecedores de leite.

Por fim, pode-se considerar, em um estudo futuro, a avaliagdo de outros
procedimentos de limpeza CIP com diferentes bindbmios de tempo e temperatura,
buscando maior reducdo microbiana nas superficies internas dos equipamentos de

contato de sistemas de ordenha em fazendas produtoras de leite.

2.6 Conclusao

Os procedimentos de higienizacdo CIP testados foram eficientes na reducao
da carga microbiana e a comparacao entre eles permite concluir que o aumento no
tempo de contato da solucdo de higienizacdo com a superficie de limpeza em 5
minutos (de 20 minutos para 25 minutos) e 0 aumento da temperatura inicial da
solucéo de detergente em 5 °C (70 °C para 75 °C) foram mais eficazes na reducao
da carga microbiana nas superficies de contato dos equipamentos da linha de

ordenha analisada.

2.7 Declaracao de conflito de interesse

Nao temos conflito de interesse a declarar.
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APENDICE B - INFORMACOES SUPLEMENTARES

Figura 1 - Layout simplificado da linha de ordenha mecanizada (numeros) e pontos de

coleta do teste de esfregaco (letras)

1, 2, 3 e 4 — Ordenhadeiras mecéanicas, 5 — Tanque intermediario, 6 — Tanque de armazenamento e
resfriamento de leite.

A — Interior da ordenhadeira, B — Entrada do tanque intermediario, C — Interior do tanque
intermediario, D — Saida do tanque intermediario, E — Entrada do tanque de armazenamento, F —
Interior do tanque de armazenamento e G — Saida do tanque de armazenamento.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 2 - Médias obtidas antes e depois do procedimento de limpeza CIP para
contagens de enterobactérias, bactérias mesofilas aer6bias e anaerdbias facultativas

viaveis e bolores e leveduras (escala logaritmica).

Média de Enterobactérias (log UFC/100cm?)
Média de Meséfilos Aerdbios (log UFC/100em?)
Média de Bolores e Leveduras (log UFC/100cm?)

Antes do CIP vs Apés o CIP Antes do CIP vs Apds o CIP Antes do CIP vs Apds o CIP

Procedimento 1 - 70 °C/20 minutos; Procedimento 2 - 75 °C/20 minutos; Procedimento 3 - 70 °C/25
minutos.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 3 - Boxplot para cada metodologia e cada grupo microbiano dos resultados

obtidos apés o processo de higienizacdo (escala logaritmica).

p=0517 p=0,003
0 0 o
o
<+ - <+
o
T £
E . S
G =)
=} =]
=} =
= ™ [SRcEy
Q w
w =} —_
=] g, |
2 - g :
= H ) |
» | e}
2 H 2 - -
5 ! ‘e 1 |
= | @ i i
8 o A _ . < o 1
o w 1
e i & !
2 I k] :
@ i ¢
|
I E _l_: .
' |
I |
! 1
! 1
- o L -
[« — o o
T T T T T T
1 2 3 1 2 3
Procedimento Procedimento

Bolores e Leveduras (log UFC/100 cm?)

p=0.018

Procedimento

Procedimento 1 - 70 °C/20 minutos; Procedimento 2 - 75 °C/20 minutos; Procedimento 3 - 70 °C/25

minutos.

Fonte: Elaborado pelo Autor.



43

Tabela 1 - Contagens de enterobactérias, bactérias mesoéfilas aerdbias e anaerdbias
facultativas viaveis e bolores e leveduras (médias + desvios padrdes) apés a
aplicacdo dos procedimentos de higienizacdo e o respectivo percentual de reducéao

no comparativo antes e ap6s o CIP.

Média + Desvio Padrao apds CIP (% de reducéo)

Grupo Microbiano Metodologia
p valor
(log UFC/mL) 1 2 3
(70 °C/20 min) (75 °C/20 min) (70 °C/25 min)
- 0,534 + 0,793 0,238 £ 0,891 0,614 + 1,018
Enterobactérias 0,517
(99,94%) (84,00%) (14,29%)
Bactérias 2,392 +1,109¢2 1,236 + 1,002 P 1,082 +£1,025° 0.003
Mesdfilas Aerébias (88,25%) (94,31%) (91,04%) '
Bolores e 2,648 £ 0,953 @ 1,508 +1,180° 1,793 + 0,962 b 0.016
Leveduras (67,66%) (58,36%) (81,45%) '

Procedimento 1 - 70 °C/20 minutos; Procedimento 2 - 75 °C/20 minutos; Procedimento 3 - 70 °C/25
minutos; a,b Valores na mesma linha apresentando letras diferentes diferem entre no teste de Tukey
(p < 0,05), UFC = Unidades formadoras de col6nias.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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ANEXO A — NORMAS DE PUBLICACAO DA REVISTA CIENCIA
RURAL

ESCOPO:
1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria
publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser

destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revisdes e notas devem ser encaminhados via eletronica e editados preferencialmente em
idioma Inglés. Os encaminhados em Portugués poderao ser traduzidos ap6s a 1o rodada de avaliacao para que ainda
sejam revisados pelos consultores ad hoc e editor associado em rodada subsequente. Entretanto, caso nao traduzidos
nesta etapa e se aprovados para publicagao, terdao que ser obrigatoriamente traduzidos para o Inglés por empresas
credenciadas pela Ciéncia Rural e obrigatoriamente terdo que apresentar o certificado de tradugao pelas mesmas para
seguir tramitacao na CR.

Empresas credenciadas:

- American Journal Experts (http://www.journalexperts.com/) - Bioedit Scientific Editing (http://www.bioedit.co.uk/)
- BioMed Proofreading (http://www.biomedproofreading.com) - Edanz (http://www.edanzediting.com)

- Editage (http:/www.editage.com.br/)

- Editione (http://www.editione.com)

- Enago (http://www.enago.com.br/forjournal/) Please inform CIRURAL for special rates. - GlobalEdico
(http://www.globaledico.com/)

- JournalPrep (http://www.journalprep.com)

- Liberty Medical Communications (http://libertymedcom.com/)

- Proof-Reading-Service.com (http://www.proof-reading-service.com/pt/)

- Quality Proofreading Services UK (https://londonproofreaders.co.uk/)

- Readytopub (https://www.readytopub.com/home)

LIMITE DE PAGINAS:

Todas as linhas deverdo ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera ser digitado em tamanho
A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espago duplo, com margens superior, inferior, esquerda e
direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20
para revisio bibliografica e 8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que nio poderdo ultrapassar as margens ¢ nem

estar com apresentacio paisagem.

Tendo em vista o formato de publicacio eletronica estaremos considerando manuscritos com paginas adicionais
além dos limites acima. No entanto, os trabalhos aprovados que possuirem paginas excedentes terdo um custo

adicional para a publicacdo (vide taxa).

ESTRUTURA:
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3. O artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugdo com Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e
Discussio ou resultados/discussA£o (juntos); Conclusio; Referéncias e Declaragdo de conflito de interesses.
Agradecimento(s) e Apresentacio; Contribuigdo dos autores; Fontes de Aquisi¢do; Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na submissao.
Alternativamente, pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo

Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introduc@o; Desenvolvimento; Conclusdo; Referéncias e Declaragio de
conflito de interesses. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Contribui¢do dos autores; Fontes de Aquisi¢do e Informe
Verbal; Comité de Etica e Biosseguranga devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos
e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na
submissfo. Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaracao

Modelo Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-
chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com Introducdo; Metodologia; Resultados e Discussio e
Conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias e Declarag@o de conflito de interesses. Agradecimento(s) e
Apresentagio; Contribuigdo dos autores; Fontes de Aquisi¢io e Informe Verbal; Comité de Etica ¢ Biosseguranga
devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprovacio de um comité de ética institucional ja na submissio. Alternativamente pode ser

enviado um dos modelos ao lado (Declaragdo Modelo Humano, Declaragdo Modelo Animal).

COVER LETTER:
6. O preenchimento do campo "cover letter" deve apresentar, obrigatoriamente, as seguintes informagdes em inglés,

exceto para artigos
submetidos em portugués (lembrando que preferencialmente os artigos devem ser submetidos em inglés).

a) What is the major scientific accomplishment of your study?

b) The question your research answers?

¢) Your major experimental results and overall findings?

d) The most important conclusions that can be drawn from your research?

e) Any other details that will encourage the editor to send your manuscript for review?

Para maiores informagdes acesse o seguinte tutorial.
7. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf no endereco eletrénico da

revista www.scielo.br/cr.
TITULOS:

8. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglé€s e portugués (caso o artigo seja em

inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo deve ser maitscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar
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abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser empregado quando estritamente necessario.

Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

9. As citagdes dos autores, no texto, deverao ser feitas com letras maitsculas seguidas do ano de publicagdo, conforme
exemplos: Esses resultados estdo de acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al.
(1996), como uma ma formagao congénita (MOULTON, 1978).

10. Nesse link ¢ disponibilizado o arquivo de estilo para uso com o software EndNote (o EndNote é um software de
gerenciamento de referéncias, usado para gerenciar bibliografias ao escrever ensaios e artigos). Também ¢

disponibilizado nesse link o arquivo de estilo para uso com o software Mendeley.

REFERENCIAS:

11. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme normas proprias da revista.

11.1. Citagao de livro: JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazonia a bovinos e outros herbivoros.

Manaus : INPA, 1979. 95p.

11.2. Capitulo de livro com autoria: GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.;
SMITH, D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

11.3. Capitulo de livro sem autoria: COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling
techniques. 3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90. TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W.

Fluidoterapia. In: . Técnicas cirargicas em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.

11.4. Artigo completo: O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de identificagdo DOI

(Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different stages of the stored product
pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored Product
Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Available from: <http://dx.doi.org/10.1016/S0022-
474X(00)00016-3>. Accessed: Mar. 18, 2002. doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Response of Sitophilus oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus
(Stephens) and Oryzaephilus surinamensis (L.) to different concentrations of diatomaceous earth in bulk stored wheat.
Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103- 84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Accessed:
Mar. 18, 2009. doi: 10.1590/S0103-84782008000800002.

SENA, D. A. et al. Vigor tests to evaluate the physiological quality of corn seeds cv. 'Sertanejo'. Ciéncia Rural, Santa
Maria, v. 47, n. 3, €20150705, 2017 . Available from:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-84782017000300151 &Ing=pt&nrm=iso>. Accessed:
Mar. 18, 2017. Epub 15-Dez-2016. doi: 10.1590/0103-8478cr20150705 (Artigo publicado eletronicamente).
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11.5. Resumos: RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliagdo de cultivares do ensaio nacional de girassol,
Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa
Maria : Pro-reitoria de Pos-graduacdo e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

11.6. Tese, dissertagdo: COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre bovinos
(Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertagdo/Tese (Especializagdo/ Mestrado/Doutorado
em Zootecnia) - Curso de Pds-graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria. (OBS.: tentar evitar esse

tipo de citacao).

11.7. Boletim: ROGIK, F.A. Indistria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produgdo Animal, 1942. 20p.

(Boletim Técnico, 20). (OBS.: tentar evitar esse tipo de cita¢ao).

11.8. Informagédo verbal: Identificada no proprio texto logo apos a informagéo, através da expressao entre parénteses.
Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias
Bibliograficas, citar o endereco completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresenta¢ao na

qual foi emitida a informagao.

11.9. Documentos eletronicos: MATERA, J.M. Afeccoes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirirgico. Sao Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD. (OBS.:

tentar evitar esse tipo de citacdo).

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL VETERINARY
CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Online.
Available from: <http:/www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1>. Accessed: Mar. 18,
2005 (OBS.: tentar evitar esse tipo de citagao).

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais. Online. Available from:

<http://www.zh.com.br/especial/index.htm>. Accessed: Mar. 18, 2001(OBS.: tentar evitar esse tipo de citacao).

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and conventional doses of calcitriol
or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados
MEDLINE. 1994-2000. Online. Available from: <http://www. Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm>.
Accessed: Mar. 18, 2007.

MARCHIONATTIL A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de recuperagdo de ulcera de cornea nao
infectada em nivel de estroma médio. In: SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3,
1997, Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997. Disquete. 1

disquete de 31/2. Para uso em PC. (OBS.: tentar evitar esse tipo de citacdo).
DESENHOS, GRAFICOS E FOTOGRAFIAS:

12. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o nimero de ordem em algarismos ardbicos. A
revista ndo usa a denominagdo quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os

desenhos, as figuras e osgraficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em
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qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em extensdo .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do

nimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.

13. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade do(s) autor(es).

14. Sera obrigatorio o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O artigo ndo tramitard enquanto o
referido item ndo for atendido. Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissdo Editorial outro
expediente podera ser utilizado.

15. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

16. Os artigos serao publicados em ordem de aprovacao.

17. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o encaminhamento de uma justificativa pelo
indeferimento. 18. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se 8 Comissao

Editorial.

19. Todos os artigos encaminhados devem pagar a taxa de tramitagdo. Artigos reencaminhados (com decisdo de
Reject and Ressubmit) deverdo pagar a taxa de tramitacdo novamente. Artigos arquivados por decurso de prazo nio

terdo a taxa de tramitacdo reembolsada.

20. Todos os artigos submetidos passardo por um processo de verificagdo de plagio usando o programa “Cross Check”.

CONTRIBUICAO DOS AUTORES:
21. Contribuicao dos autores

Para se qualificar para a autoria do manuscrito submetido, todos os autores listados deveriam ter contribuigdes
intelectuais substanciais tanto para a pesquisa quanto para sua preparacdo. Por favor, use um dos exemplos abaixo ou

faca o seu.
Exemplo um

RW, RA e RCNO conceberam e projetaram experimentos. WC, LM e AA realizaram os experimentos, BB realizou as
andlises laboratoriais. BB supervisionou e coordenou os experimentos com animais e forneceu dados clinicos. BB
realizou analises estatisticas de dados experimentais. WC, MB e NO prepararam o rascunho do manuscrito. Todos os

autores revisaram criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.
Exemplo dois

Todos os autores contribuiram igualmente para a concep¢ao e redagdo do manuscrito. Todos os autores revisaram

criticamente o manuscrito e aprovaram a versao final.
Exemplo trés
Os autores contribuiram igualmente para o manuscrito

ORCID:
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22. O ORCID (Open Research and Contributors Identification) permite a criagdo de identificadores digitais unicos
(ORCID ID) para pesquisadores, facilitando a identificagdo nacional e internacional do pesquisador e sua produgéo.

Dessa forma recomendamos que todos os autores de cada submissao adotem o registro ORCiD em suas publicagdes.
CIENCIA ABERTA:

23. A Ciéncia Rural vem se alinhando as praticas de comunicac@o da Ciéncia Aberta, em atendimento ao promovido
pelo Programa SciELO. Por isto, a partir de 01/01/2022 os autores devem fazer uso do Formulario sobre
Conformidade com a Ciéncia Aberta que devera ser submetido como arquivo suplementar a todo manuscrito
submetido na Ciéncia Rural. A conformidade informada pelos autores serd verificada na revisdo inicial dos
manuscritos e posteriormente pelos editores e pareceristas. Informamos aos autores que os artigos publicados no
fasciculo v52n1 ja irdo conter a identificacdo dos editor-chefe e editor de area responsaveis pela tramitagido dos

manuscritos na CR, conforme orientado pelas praticas da Ciéncia Aberta.

24. Ciéncia Rural (CR) recomenda a todos os autores depositar preprints para acelerar a circulagdo de dados de artigos
antes da avaliagdo por pares. Caso uma pesquisa com um preprint for aceita para publicagdo na CR, o preprint € o
manuscrito publicado serdo ligados um com o outro na publicacgio online. Todos os autores deverao ligar seu

respectivo ORCID tanto ao preprint como ao manuscrito publicado.

CR também recomenda editores a considerar os comentérios e informagdes disponiveis no preprint para suportar o

processo editorial e, quando relevantes, editores podem incorporar as informagdes na decisdo editorial aos autores.
CR recomenda integralmente repositorios de preprint tais como BioRXiv, AgriRxiv e SciELO Preprints.
POLITICAS DE ACESSO ABERTO, DIREITOS AUTORAIS E AUTOARQUIVAMENTO:

25. Todo o contetido da Ciéncia Rural e os artigos publicados pela revista , exceto onde explicitada de outra forma,
estdo licenciados sob a licenga Creative Commons Attribution. Autores de artigos publicados pela Ciéncia Rural
mantém os direitos autorais de seus trabalhos, licenciando-os sob a licenga Creative Commons Attribution, que
permite que os artigos sejam reutilizados e distribuidos sem restri¢do, desde que o trabalho original seja corretamente

citado.

A Ciéncia Rural encoraja os autores a autoarquivar seus manuscritos aceitos, publicando-os em blogs pessoais,
repositorios institucionais e midias sociais académicas, bem como postando-os em suas midias sociais pessoais, desde

que seja incluida a citagdo completa a versdo do website da revista
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