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RESUMO

O queijo colonial € um queijo produzido ha décadas no sul do
Brasil. Historicamente era produzido de forma artesanal a base
de leite cru, sendo atualmente produzido em escala industrial, a
partir de leite pasteurizado. Contudo, apesar da grande
apreciacdo e consumo deste queijo, ele ainda ndo possui um
Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade definido pelo
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento que
estabeleca normas e padrBes para a sua producdo. As células
somaticas estdo presentes naturalmente no leite, mas quando em
mastite a sua contagem aumenta. Em consequéncia a mastite,
ocorrem alteracGes na composicao do leite como diminuicdo da
sintese de componentes do leite pela glandula maméria,
diminuicdo do volume de leite produzido e passagem de
componentes do sangue para o leite. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a influéncia da contagem de células somaticas (CCS)
sobre o rendimento industrial do queijo colonial e a
conformidade microbioldgica e fisico-quimica dos queijos
produzidos. O estudo foi desenvolvido em um laticinio sob
inspecdo federal, em delineamento inteiramente casualizado,
sendo produzidos 14 lotes de queijo colonial, com sete
repeticGes para cada um de dois niveis de células somaticas no
leite (CCS < 550.000 ou > 550.000 cél/mL). Os dados foram
analisados através de técnica de analises multivariada (analise
fatorial). Observou-se que a elevada contagem de células
somaticas influenciou negativamente o rendimento simples e
seco do queijo colonial, com maiores perdas de componentes
solidos no soro de queijo. A contaminacdo dos queijos nao
esteve relacionada a contaminacdo da matéria prima. Os queijos
ndo apresentaram padronizagdo quanto a sua composi¢éo fisico-
quimica, porém podem ser enquadrados dentro das normas
estabelecidas para queijos de média umidade.

Palavras-chave: Células somaticas. Qualidade do leite. Queijo
colonial. Rendimento industrial.






ABSTRACT

The colonial cheese is produced for decades in the south of
Brazil. Historically, it was made by hand with raw milk, but
today is made on an industrial scale from pasteurized milk.
However, despite the great appreciation and comsumption of
this cheese, it does not have yeat an Identity and Quality
Technichal Regulation defined by the Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply (MAPA) from Brazil (MAPA) that
stablishes norms and standards for their production. The
somatics cells are naturally present in milk, but when in
mastitis occurs- its count increases. Due to mastitis, changes in
milk composition happens, like decrease of synthesis of milk
components in the mammary gland, decrease of milk yield and
passage of blood components to the milk are observed. The
objective of this study was to evaluate the influence of somatic
cell count (SCC) on industrial yield of colonial cheese and the
microbiological and physical-chemical conformity of the
cheeses. The study was developed in a dairy plant under
federal inspection, in a completely randomized design.
Fourteen batches of colonial cheese were produced, with seven
repetitions for each of two levels of somatic cels in the raw
milk (SCC < 550.000 or SCC > 550.000 cel/mL). Data were
analyzed wusing multivariate analysis technique (factor
analysis). It was observed that the high somatic cell count had a
negative influence on simple and dried cheese yield of colonial
cheese with higher losses of solid component in whey.
Contamination of cheese was not related to contamination of
the raw milk. Cheeses showed no standardization as to its
physical and chemical composition, but the cheeses can be
framed within the rules established for average moisture
cheeses.

Key-words: Colonial cheese Industrial yield. Milk quality.
Somatic cells.
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1 INTRODUCAO

As celulas somaticas do leite séo formadas por células de
descamacdo epitelial natural da glandula e células de defesa do
organismo, que migram do sangue para a glandula mamaria na
tentativa de combater os agentes causadores da mastite.

A reducdo da contagem de células somaticas (CCS),
indicador indireto da qualidade do leite, € uma das grandes
prioridades do setor devido as grandes perdas que as mastites
subclinicas causam para a cadeia leiteira.

Altas CCS significam prejuizos para os produtores e
também para as industrias, tanto de leite fluido quanto de
derivados lacteos. As maiores consequéncias da utilizacdo de
matéria prima com alta CCS sdo menor vida de prateleira e
alteracbes nas caracteristicas sensoriais do produto final
(TOPEL, 2004). Para a produgéo de queijos, além destas, outras
alteracOes indesejaveis podem ocorrer em decorréncia da alta
CCS como menor rendimento (MATIOLI et al, 2000; COELHO
et al, 2014), maior tempo para formacdo do coagulo de queijo e
menor firmeza de codgulo (KLEI et al., 1998).

No sul do Brasil o queijo colonial € um queijo muito
apreciado. Trazido pelos imigrantes europeus, € produzido ha
décadas na regido tradicionalmente de forma artesanal. Devido a
alta apreciacdo e apelo cultural, hoje é produzido em escala
industrial a partir de leite pasteurizado. Apesar do grande
consumo este queijo ainda ndo possui um regulamento técnico
de identidade e qualidade (RTIQ) que estabeleca normas e
padrdes para sua producéo.

O estudo objetivou avaliar o rendimento industrial, os
atributos fisico-quimicos e microbioldgicos de queijos colonial
produzidos em uma industria a partir de leite com dois diferentes
niveis de CCS (< 550.000 cels/mL e > 550.000 cels/mL) e
avaliar a conformidade dos queijos produzidos a legislacéo
brasileira para queijos de média umidade, em termos de
atributos microbioldgicos e fisico-quimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE LEITE - BRASIL E SANTA
CATARINA

O Brasil € um expressivo produtor de leite a nivel
mundial, ocupando a 5% posi¢cdo, com um volume 33,3 bilhdes
de litros produzidos em 2014 (USDA, 2016). Dentre as regides
brasileiras, a regido Sul é a maior produtora nacional,
representando 34,7% da producdo brasileira. Em 2014, Santa
Catarina produziu aproximadamente 3 bilhdes de litros de leite
(IBGE, 2014) e estima-se que a regido oeste catarinense
represente 75% da producéo estadual (EPAGRI/CEPA, 2013).

A cadeia lactea desempenha um papel de grande
relevancia na producéo de alimentos e na geracdo de emprego e
renda para a populacdo brasileira. Acredita-se que existam
mais de um milhdo e cem mil propriedades rurais que atuam na
atividade leiteira no pais, ocupando diretamente 3,6 milhdes de
pessoas. Esta atividade chega a ser responsavel por 40% dos
postos de trabalho no meio rural (CARVALHO et al., 2002).

Em Santa Catarina, a cadeia produtiva de leite esta
fundamentada por pequenas propriedades rurais € mao de obra
familiar, que em 2006 representavam aproximadamente 83,3%
da  producdo estadual (SANTOS, MARCONDES,
CORDEIRO, 2006), evidenciando desta forma a importancia
econbmica e social do setor lacteo para o estado.

2.2 PRODUCAO E CONSUMO DE QUEIJO NO BRASIL

Segundo estimativas da Associacdo Brasileira das
Industrias de Queijo (ABIQ, 2015), as queijarias sob Inspec¢éo
Federal (S.I.F.) sdo responsaveis por captar e processar 33 —
34% do volume de leite produzido no pais; e o Brasil esta
produzindo aproximadamente 750 mil toneladas de queijo por
ano, em continuo crescimento (USDA, 2016).
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Essa producéo de queijo esta baseada no baixo consumo
deste alimento pelo brasileiro que atualmente € estimado em
3,7 Kkg/per capita/ano quando comparado a paises
desenvolvidos como Estados Unidos da América 15,1 kg/per
capita/ano e a Unido Europeia 17,5 Kkg/per capita/ano
(OECD/FAQ, 2014). Contudo, segundo as projec¢des de 2014 a
2023 o Brasil aumentara o consumo interno e a producdo
nacional tende a crescer significativamente (OECD/FAO,
2014).

2.3 QUENNO COLONIAL

O queijo colonial, muito apreciado na regido sul do
Brasil, € um queijo produzido ha décadas em algumas regides
do Parang, Santa Catarina e Rio Grande do Sul por imigrantes
europeus de origem italiana e alemd e seus descendentes
(LUBECK et al., 2001).

Preparado tradicionalmente de forma artesanal e com
leite cru, hoje, é um queijo produzido a nivel industrial partir
de leite pasteurizado devido seu alto consumo, pelo apelo
cultural e porque é um queijo consumido por todas as faixas
etarias e niveis sociais. Encontram-se vérias industrias
produzindo queijo colonial no sul do Brasil, geralmente de
pequeno porte e com fabricacdo simples e de baixo custo
(ROOS et al., 2005).

Deve-se salientar a diferenca entre o queijo colonial e o
queijo serrano, sendo o ultimo produzido artesenalmente nos
campos de altitude de Santa Catarina e Rio Grande do Sul
essencialmente com leite cru, proveniente de bovinos de
diversas racas até mesmo ndo especializadas para leite,
alimentados & base de pastagens naturais (CORDOVA et al.,
2011). Melo et al (2013) avaliaram a inocuidade de 108
amostras de queijos artesanais serrano, produzidos a partir de
leite cru. Os autores encontraram inconformidades para com a
legislacdo brasileira com relacdo aos parametros fixados para
Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Além disso, foi
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detectada a presenca de Listeria monocytogenes em trés
amostras, 0 que tornava 0s queijos improprios para 0 consumo.

O grande desafio relacionado ao queijo colonial,
produzido a partir de leite pasteurizado, estd na falta do
regulamento técnico de identidade e qualidade (RTIQ) pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
que faz com que ainda ndo se tenha parametros definidos a
serem seguidos pelos laticinios. Apesar da inexisténcia do
RTIQ pode-se definir o queijo colonial com as seguintes
caracteristicas: massa semidura, semi-gorduroso, teor médio de
umidade, coloracdo amarelada, ligeiramente &cido, podendo
apresentar olhaduras irregulares, apresentando formato
retangular ou cilindrico e casca fina (LUBECK et al., 2001).

Por ser um queijo de interesse regional, é produzido
geralmente por laticinios de pequeno a médio porte, e também
é possivel encontrar a producdo artesanal deste por pequenos
produtores que veem nele uma forma de agregar valor a sua
producdo e gerar uma alternativa de renda para a familia.

Deve-se salientar os dados obtidos pelo levantamento
realizado pelo Sistema de Informacdo Gerencial de Inspecéo
Federal — MAPA (SIGSIF, 2014), onde os trés estados do sul
do pais, juntos, produziram entre 2010 e 2014 mais de 7,1 mil
toneladas de queijo colonial, somente em indUstrias sob
inspecdo federal. Deve-se considerar que ha uma grande
producdo de queijo colonial em laticinios sob Servico de
Inspecdo Estadual (S.I.LE) e Municipal (S.I.M.) e um grande
volume produzido sem inspecdo, demonstrando a importancia
deste queijo para o sul do Brasil.

2.4 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE MASTITE

A mastite € uma inflamacdo da glandula maméria
causada por bactérias, algas, fungos filamentosos ou leveduras.
A resposta inflamatéria da glandula tem por finalidade a
eliminacgdo do agente etiologico, a neutralizagdo das toxinas e a
regeneracdo dos tecidos que sofreram injdrias. Pode ser
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classificada em clinica, quando os sinais clinicos de inflamagéo
no Ubere e alteracdes macroscopicas do leite sdo evidentes, ou
subclinica, quando na auséncia de alteracBes visuais no Ubere
e/ou leite (SANTOS; FONSECA, 2007).

A mastite clinica é de facil deteccdo por apresentar
sinais clinicos visiveis aos produtores (grumos de leite, pus,
sangue, dor, aumento de temperatura e vermelhiddo do
quarto/Ubere) e seus prejuizos sdo causados principalmente
devido ao descarte de leite, gastos com antibioticoterapia e
descarte precoce dos animais. Contudo, a forma subclinica por
ndo manifestar sinais clinicos, necessita de outros métodos
diagnosticos para sua deteccdo, como a contagem de células
somaticas (CCS). A forma subclinica é a que gera maiores
prejuizos, devido ao decréscimo da producdo na lactacdo
corrente e ao longo das lactagdes subsequentes, pois a leséo no
tecido glandular torna as células secretoras menos eficientes
(TRONCO, 2010).

As mastites podem ser classificadas em ambientais e
contagiosas de acordo com a etiologia do processo
inflamatdrio. Destas, a mastite contagiosa € a mais importante,
por acometer o maior nimero de animais em producéo,
principalmente aquelas em que o agente causador é o
Staphyococcus aureus, provocando a forma subclinica de
elevada incidéncia, alta contagiosidade e alta resisténcia a
antimicrobianos (SANTOS; FONSECA, 2007).

Além da importancia econdmica para a cadeia leiteira, a
mastite tem importancia na salde publica, visto que muitos
microrganismos patogénicos e/ou suas toxinas podem ser
veiculadas pelo leite com mastite, podendo causar doengas
como salmoneloses, colibaciloses, micobacterioses,
yersinioses, listerioses e toxinfecgOes alimentares causadas
pelas toxinas produzidas pelo Staphylococcus  sp.
(FORSYTHE, 2002).
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As células sométicas do leite sdo formadas por células
de descamacado epitelial natural da glandula e células de defesa
do organismo, leucdcitos (mondcitos, linfdcitos e neutréfilos) e
macrofagos, que migram do sangue para a glandula mamaria
na tentativa de combater os agentes causadores da mastite
(PHILPOT; NICKERSON,1991; KEHRLI; SHUSTER, 1994;
PILLAI et al., 2001; SHARMA et al., 2011; BARATTA et al.,
2015).

O leite de um quarto sadio geralmente apresenta CCS
inferior a 100.000 células/mL, enquanto que um quarto
infectado aumenta gradativamente este valor, podendo
ultrapassar 1.000.000 células/mL em alguns casos (SANTOS;
FONSECA, 2007). Desta forma, a CCS do leite de uma vaca
indica quantitativamente o grau de infeccdo da glandula
mamaria, enquanto que a CCS do leite do tanque de
resfriamento indica o grau de incidéncia média de mastite do
rebanho (MACHADO et al., 2000).

A técnica de contagem de células somaticas (CCS) no
leite é uma metodologia moderna de diagndstico de mastite. E
apreciada internacionalmente como critério de avaliacdo da
sanidade da glandula maméria individual (AKERS;
NICKERSON, 2011), por animal e, desta forma da qualidade
do leite produzido por este, ou avaliagdo da sanidade do
rebanho, através do exame do tanque de resfriamento do leite
(RUEGG, 2006). A CCS pode ser determinada utilizando-se a
citometria de fluxo. Nesta analise, existe um contador
eletronico de células somaticas em que as amostras de leite tém
0s nucleos das células coradas e expostas a um raio laser,
refletindo luz vermelha (fluorescéncia) e o0s sinais séo
transformados em impulsos elétricos detectados por um
fotomultiplicador e transformados em ndmero de celulas/mL
(BRASIL, 2003).
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2.5 ALTERACOES NO LEITE E DERIVADOS CAUSADAS
PELA CCS

O leite € formado por substdncias sintetizadas na
prépria glandula mamaria e de outros compostos que provem
da circulacdo sanguinea para os alvéolos glandulares
(TRONCO, 2010). O processo inflamatorio - mastite - causa
reducdo da atividade secretora da glandula mamaria, afetando o
volume e a composicao do leite produzido (VERDI et al.,
1987; BOLAND et al., 2013). Alta CCS esta sempre
relacionada negativamente sobre a qualidade do leite cru, uma
vez que diminui a producdo, altera a densidade, pode impedir 0
adequado processamento industrial e € um risco para a higiene
do leite por possivelmente conter microrganismos patogénicos
devido a inflamacdo (HARMON, 1994).

As mais diversas alteracdes sédo observadas no leite cru
em consequéncia da resposta inflamatoria provocada pela
mastite. Podem ocorrer mudangas nas concentragdes tanto dos
principais componentes - proteina, gordura e lactose - quanto
dos componentes encontrados em menores niveis no leite -
minerais e enzimas - (KITCHEN, 1981; HARMON 1994,
SCHALLIBAUM, 2001). Estas mudangas na composi¢do do
leite ocorrem por dois motivos, devido a reducdo na sintese de
componentes do leite na glandula mamaria (proteina, gordura e
lactose) e pelo aumento da permeabilidade vascular
(decorréncia do processo inflamatorio) resultando em aumento
do influxo de componentes da corrente sanguinea para o leite,
conforme é possivel observar na Tabela 1. A intensidade das
alteracdes no leite vai depender da severidade da infeccdo e do
estagio da doenca (SCHALLIBAUM, 2001).
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Tabela 1 — AlteracBes na composicdo do leite provocadas pela contagem de
células somaticas.

Alteragdo na CCS (x 1000 cel/mL)

ica Razéo da
composicdo do -
Ieitep(gll%o mL) <100 <250 5880 >1000 Mudanga
Lactose 490 4,74 4,60 4,21
Caseina 281 279 265 225 Reducéo da
Gordura 3,74 369 351 313 sintese

Proteinas do soro 0,81 0,82 1,10 1,31

Soroalbuminas 0,02 0,25 0,23 0,35
Imunoglobulinas 012 014 026 0,51 Passagem do

Cloro 009 009 012 014 sangue
Sédio 005 006 009 010
Potassio 0,17 0,18 0,13 0,15
pH 6,6 6,6 6,8 6,9

Fonte: Adaptado de Schallibaum, 2001.

2.5.1 Efeito da mastite sobre a proteina do leite

O impacto da CCS sobre a proteina total do leite é
variavel, pois ocorre a manutencdo dos niveis de proteina ou
mudangas muito pequenas. Isso acontece porque apesar da
sintese das proteinas das células epiteliais da glandula mamaria
(o-caseina, P-caseina, a-lactoalbumina e P- lactoglobulina)
estar diminuida ocorre o aumento do influxo das proteinas
plasmaticas (imunoglobulinas e soroalbuminas) (AULDIST,;
HUBBLE, 1998).

Durante a mastite, a sintese de caseina é normalmente
diminuida (KITCHEN, 1981; VERDI et al., 1987; MAZAL et
al., 2007). Isso pode ser explicado possivelmente pela reducéo
na capacidade de sintese e secrecdo da caseina pelo epitélio
glandular que estd lesionado pelas toxinas bacterianas
(OLIVER; CALVINHO, 1994). Entende-se entdo que, durante
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a mastite, a proporcdo caseina:proteina total é diminuida
(VERDI et al., 1987; MA et al., 2000; MAZAL et al., 2007). A
manutencdo dos niveis de proteina, portanto, sdo mantidos,
mesmo que desta forma sejam maiores os teores de nitrogénio
ndo-caseinoso, devido ao aumento da concentracdo de
proteinas séricas no leite, possivelmente pela perda da
integridade do epitélio glandular durante a mastite (PAAPE et
al., 1995; AULDIST, 2000).

2.5.2 Efeito da mastite sobre a gordura do leite

No leite a gordura é encontrada sob a forma de emulséo
de glébulos de gordura no soro. Essa emulsdo € responsavel
pelos acidos graxos essenciais do leite e contribui para uma
melhor palatabilidade do produto (TRONCO, 2010).

Da mesma forma que ocorre com a proteina, 0 impacto
da CCS sobre a gordura do leite também é variavel. Pode-se
observar reducdo (POLITIS; NG-KWAI-HANG,1988a;
AULDIST et al.,1996), aumento (COONEY et al., 2000, MA
et al., 2000) ou ndo alteragdo na concentracdo de gordura
(POLITIS; NG KWAI HANG, 1988b; ANDREATTA et al.,
2007), dependendo do volume de leite produzido (MUNRO et
al.,, 1984). A concentracdo total de gordura do leite
normalmente encontra-se reduzida quando em alta CCS
comparando-se com baixas CCS, uma vez que a mastite
interfere com a habilidade da glandula mamaria de sintetizar e
secretar a gordura (KITCHEN, 1981; MUNRO et al., 1984;
AULDIST, 2000).

2.5.3 Efeito da mastite sobre a lactose, sddio e cloro

As alteragdes das concentragcbes destes elementos
ocorrem, principalmente, devido aos danos do epitélio da
glandula mamaria, que quando inflamado ndo regula
adequadamente as trocas entre o limen alveolar e a circulagdo
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sanguinea, permitindo a livre passagem dos componentes. As
concentracdes de sodio e cloro aumentam no leite com alta
CCS, enquanto as de célcio, potassio e lactose diminuem
(ROGERS et al., 1989).

A concentragdo de lactose em leite proveniente de vacas
com mastite € menor comparado ao leite de vacas sadias, iSs0
porque a inflamagdo da glandula mamaéria resulta em
diminuicdo da sintese de lactose (AULDIST et al., 1995;
COONEY et al., 2000; VIANNA et al., 2008) e provavelmente
porque aproximadamente 66% do calcio presente no leite esta
associado as micelas de caseinas, sendo assim, quando ocorre
reducdo do teor de calcio durante a mastite essa reducdo pode
estar relacionada a reducdo do teor de caseina. A elevacdo da
concentracdo de sais, sodio e cloro, possivelmente desencadeia
durante a mastite 0 aumento da pressdo osmoética do leite.
Assim, esse aumento pode ser compensado pela reducdo na
concentragdo de lactose (FOX et al., 2000) que por via
paracelular passa da glandula para o sangue e urina
(AULDIST, 2000).

2.5.4 Efeito da mastite sobre as enzimas

O leite bovino normal possui cerca de 70 tipos de
enzimas endogenas (FOX, 2003) e essas podem ter origem
sanguinea, das células epiteliais da glandula ou leucocitaria. As
enzimas podem ser encontradas na fase sérica do leite,
associadas as micelas de caseina, a membrana dos globulos de
gordura ou as particulas microssomais (FOX; KELLY, 2006).
Durante a mastite, a concentracdo e/ou atividade das enzimas
encontra-se aumentada, em especial das enzimas originadas do
sangue e dos leucdcitos (KITCHEN, 1981).

A interferéncia da mastite sobre a atividade enzimatica
no leite é de grande importancia para a industria lactea, em
especial as atividades proteoliticas e lipoliticas. Enzimas com
capacidade de protedlise podem reduzir o rendimento de
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queijos visto que afetam significativamente a caseina, e as
enzimas com capacidade lipolitica interferem no sabor dos
derivados, pelo aumento nos niveis de &cidos graxos livres no
leite, provocando sabor rangcoso (MAZAL et al., 2007).

2.5.4.1 Atividade proteolitica

A caseina é a principal proteina que sofre acdo das
enzimas proteoliticas no leite, devido a sua alta concentracéo e
alta susceptibilidade, sendo as proteinas do soro mais
resistentes a protedlise (VERDI et al., 1987). A protedlise no
leite pode ter origem de enzimas enddgenas, como a plasmina
ou de proteases dos leucdcitos presentes no leite (VERDI,;
BARBANO, 1988).

A principal enzima proteolitica endégena no leite é a
plasmina e normalmente estd associada a fracdo de caseina. O
seu precursor, o plasminogénio, também se encontra no leite e
pode ser ativado e convertido em plasmina (RHAM,;
ANDREWS, 1982; FOX; KELLY, 2006). A plasmina é
responsavel por 90% da protedlise total no leite (BARRY &
DONNELLY, 1981). Quando a CCS do leite é elevada, a
atividade proteolitica aumenta, pois as células somaéticas
possuem a capacidade de conversdo do plasminogénio em
plasmina, resultando em prote6lise da caseina (BARBANO et
al., 1991; ISMAIL; NIELSEN, 2010).

Outra forma de atividade proteolitica no leite é quando
a contagem bacteriana (CBT) é elevada, nesse caso 0s
microrganismos psicrotroficos produzem proteases
extracelulares que sdo liberadas no leite e contribuem
significativamente a degradacdo de proteinas (COUSIN, 1982;
ISMAIL; NIELSEN, 2010).

2.5.4.2 Atividade lipolitica

A lipdlise no leite ocorre principalmente pela acdo da
enzima endogena, a lipase lipoprotéica do leite (LLP), e
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também de outras enzimas com atividade lipolitica, as quais
podem ter origem das células somaticas, dos microrganismos e
de outras esterases (AZZARA,; DIMICK, 1985; FOX; KELLY,
2006).

A hidrdlise enzimética da gordura do leite - lipolise -
diminui a vida de prateleira e prejudica sensorialmente o leite e
seus derivados. As lipases de origem das células somaticas
danificam a membrana dos glébulos de gordura e expbem o0s
triglicerideos a acdo de lipases naturais do leite (AULDIST;
HUBBLE, 1998) surgindo o sabor ranco. O leite com alta CCS,
mesmo apds o tratamento térmico, apresenta alta atividade
lipolitica; contudo, as causas dessa alta atividade lipolitica ndo
estdo esclarecidas, porgue esse aumento poderia ter origem nas
préprias células somaticas, lipases do sangue e da LLP
(SANTOS et al., 2007). Da mesma forma, que ocorre com a
protedlise, a lipdlise também pode ter origem na alta CBT, em
especial pelas bactérias psicrotroficas (CHEN et al., 2003).

2.6 IMPACTO DA CCS NOS QUENOS

O leite normal, oriundo de vacas sadias, ap6s a ordenha,
encontra-se em equilibrio fisico-quimico. O processo
inflamatorio provoca alteracBes neste equilibrio afetando a
estabilidade do leite, suas caracteristicas sensoriais e as
propriedades tecnoldgicas. Estas mudancas do leite com alta
CCS estdo diretamente relacionadas a alteracdo do perfil
enzimatico do leite, como é possivel observar nos defeitos de
sabor como rango e amargo que séo resultado da atividade de
enzimas proteoliticas e lipoliticas sobre a proteina e a gordura
do leite; e a redugdo do rendimento de produtos a base proteica
(queijos e iogurtes) que estd relacionada a degradacdo da
caseina por enzimas proteoliticas. Esses produtos de base
proteica dependem essencialmente da caseina, e quando em
mastite, a sintese desse composto é reduzida e sua hidrdlise é
aumentada (GIGANTE; COSTA, 2008).



33

O alto nivel de células somaticas na matéria prima
utilizada para fabricacdo de queijos € um tema continuamente
estudado, devido sua importdncia econOmica sobre o
rendimento e a qualidade dos queijos. Demonstraram-se as
mais diversas alteragdes que podem ocorrer, como: aumento do
tempo de coagulacdo do leite (ROGERS; MITCHELL, 1994;
KLEI et al., 1998;), diminuicdo da firmeza do coagulo formado
(POLITIS; NG KWAI HANG, 1988a; KLEI et al., 1998;
KELLY; MCSWEENEY, 2002; LE ROUX et al., 2003), maior
perda de componentes do leite para o soro (POLITIS; NG-
KWAI-HANG, 1988a; BARBANO et al, 1991), menor
rendimento (GRANDISON, 1986; POLITIS; NG KWAI
HANG, 1988b; MATIOLI et al., 2000; LE ROUX et al., 2003
COELHO et al., 2014) e alteracbes de caracteristicas
organolépticas e de textura (MUNRO et al., 1984; AULDIST
et al., 1996a; POPESCU; ANGEL, 2009).

O efeito da mastite sobre as caracteristicas de producédo
de queijo cheddar foi estudado por Kelly e Mcsweeney (2002)
e 0s autores relataram que houve aumento da atividade das
enzimas antimicrobianas, lactoferrina, lactoperoxidase e
plasmina, que sdo capazes de inibir a multiplicacdo dos
microrganismos utilizados na cultura lactea. Nesse mesmo
trabalho, através de microscopia confocal, foi observado que a
matriz proteica do gel formado era extremamente fragil, o que
possibilitava a perda de caseina, gordura e solidos totais para o
soro, reduzindo assim a firmeza do coagulo.

Com relagdo ao rendimento, Politis e Ngkwai-Hang
(1988b) estudaram o queijo cheddar e observaram que num
aumento de CCS de 100 mil cel/mL para 900 mil cel/mL
ocorria um decréscimo de 11% no rendimento do queijo. O
queijo cottage quando produzido com CCS superior a 800 mil
cel/mL foi estudado por Klei et al. (1998) que afirmaram que o
rendimento do queijo cottage reduziu 4,34%. Matioli et al.
(2000) avaliando o rendimento de queijos Minas Frescal
produzidos com leite com CCS > 600 mil cel/mL comparado a
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CCS < 200 mil cel/mL obtiveram um decréscimo de 9,81 %.
Coelho et al. (2014) encontraram valores ainda maiores, 18,3%
de reducdo no rendimento quando os queijos mucarela eram
elaborados com leite de maior CCS, comparando grupos < 200
mil cel/mL e >750 mil cel/mL.

Uma importante modificacdo, decorrente da alta CCS
na matéria prima dos queijos estd na umidade. Mazal et al.
(2007) observaram que pode ocorrer a inibicdo da cultura
latica pelos fatores antimicrobianos produzidos pelos
leucdcitos presentes, impedindo que o pH da massa se altere,
processo necessario para a adequada sinérese da massa, 0 que
resultou em queijo prato com umidade 2% maior que os de
baixa CCS. Da mesma forma, ocorreu com outros autores, que
também encontraram maiores teores de umidade em queijos
produzidos com leite de alta CCS (JAEGGI et al., 2003;
VIANNA et al., 2008). A alta umidade nos queijos aumenta a
atividade de agua para 0s microrganismos e pode desta forma
reduzir a vida de prateleira destes produtos, devido a
deterioracao precoce.

2.7 PROGRAMA NACIONAL DE MELHORIA DA
QUALIDADE DO LEITE

Visando minimizar as perdas pela falta de qualidade, o
Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do Leite -
PNMQL - com a legislacdo vigente no pais hoje, Instrucdo
Normativa (IN) n° 62, substituindo a antiga IN n° 51,
estabelece: limites maximos de CCS e CBT nas diferentes
regides do Brasil.

Desde julho de 2015 os produtores ja devem estar
produzindo leite com no maximo 500.000 células/mL. A IN n°
62 prevé ainda a reducdo para 400.000 células/mL, igualando-
se aos limites de CCS da Unido Europeia, Australia e Nova
Zelandia (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1997,
HILLERTON, 1999) para as regides sul, sudeste e centro-oeste
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a partir de julho de 2016 e para as demais regides a reducdo
passa a valer a partir de julho de 2017 (BRASIL, 2011).

Da mesma forma, a qualidade microbiolédgica também é
preconizada atraves da CBT, onde os limites validos hoje sao:
300.000 UFC/mL para todas as regides do Brasil, sendo que a
partir de 01/07/16 para as regides sul, sudeste e centro-oeste e
01/07/17 para as regides norte e nordeste o limite méaximo
passa a ser de 100.000 UFC/mL.

O tempo de armazenamento do leite nas propriedades
rurais também é determinado pela IN n° 62: até 48 horas de
armazenamento, sob refrigeracdo, na propriedade até ser
captado pela industria (BRASIL, 2011). Reche et al. (2015)
demonstraram que, quando o leite € armazenado em condigdes
adequadas em tanques de expansao, a qualidade microbioldgica
do leite se mantém estdvel durante o periodo de
armazenamento permitido pela IN n° 62/2011. A implemetacéo
do resfriamento do leite nas propriedades leiteiras mimizou os
problemas relacionados as bactérias mesofilas, pois inibiu sua
multiplicacdo e, desta forma, a deterioragdo do leite. Contudo,
essa medida pode favorecer a multiplicacdo de microrganismos
psicrotroficos (CEMPIRKOVA; MIKULOVA, 2009). As
bactérias psicrotréficas produzem enzimas extracelulares
proteoliticas e lipoliticas resistentes ao tratamento térmico
empregado pela inddstria, e por isso, geram alteracbes no
rendimento industrial, sensoriais e na vida de prateleira dos
produtos lacteos (ARCURI, 2008).

2.8 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DO LEITE

A legislacdo brasileira define leite como o produto
oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2011). Existem trés potenciais fontes de
contaminacéo do leite: a superficie dos tetos, o equipamento de
ordenha e no proprio interior do Ubere quando com mastite.
Depois da ordenha, o armazenamento do leite, a capacidade de



36

refrigeracdo do tanque, a adequada manutencdo da temperatura
e o0 tempo de armazenamento do leite é que determinam a
capacidade de  multiplicacdo  dos  microrganismos
contaminantes (SLAGHUIS, 1996).

Desde a IN 51 (BRASIL, 2002), é exigida a
refrigeracdo do leite cru na propriedade para conserva-lo até o
carregamento pelo transporte a granel. Essa exigéncia reduziu
as deterioracOes causadas por bactérias mesofilas no leite cru,
mas favoreceu a selecdo de bactérias psicrotréficas que causam
grandes prejuizos na industria (STEPANIAK, 2004).

As bactérias mesofilas sdo fermentadoras de lactose, e
previamente a refrigeracdo do leite, elas eram o maior desafio,
pois acidificavam rapidamente o leite quando n&o refrigerado
(ARCURI, 2003). Esses microrganismos sdo capazes de se
multiplicar numa faixa de temperatura entre 20 e 45 -C, tendo
como temperatura O6tima de crescimento 32 °C. Essas
temperaturas sdo as encontradas nas temperaturas ambientes de
paises de clima tropical (FRANCO; LANDGRAF, 1996).
Outra grande importancia das mesofilas € que neste grupo
estdo os microrganismos deteriorantes e os patdgenos (JAY,
2005).

As bactérias psicrotréficas tém distribuicdo ubiquitaria
no ambiente. A sua contagem no leite esta relacionada com as
condicdes sanitarias de obtencdo. Em condicBes ideais
encontra-se menos de 10% da microbiota total como sendo
psicrotrofica, mas em condi¢cdes ndo ideais de sanidade elas
podem representar até 75% do total dos microrganismos
presentes no leite (NIELSEN, 2002).

Os maiores problemas que as psicrotréficas podem
causar nos queijos sdo sabores indesejaveis e reducdo no
rendimento de fabricacdo (BANKS et al., 1988; CROMIE,
1992). Isso ocorre devido as proteases e lipases produzidas
pelas psicrotréficas que sdo termoresistentes. Shah (1994) e
Muir (1996) relataram que as proteases e lipases podem possuir
atividade residual superior a 60% apds a pasteurizacao e de 20
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% apds o tratamento de ultra alta temperatura (UHT), por isso a
preocupacdo com a presenca desses microrganismo no leite
utilizado para a fabricagdo de queijos, em especial os de longa
maturacdo, onde defeitos sensoriais exacerbam.

2.9 MICRORGANISMOS DE INTERESSE NO QUEIJO
COLONIAL

Devido a inexisténcia de um regulamento técnico de
identidade e qualidade (RTIQ) para o queijo colonial, pode-se
apenas classificar este queijo de acordo com a Portaria n° 146
(BRASIL, 1996) como um queijo semi-gorduroso (25,0 a
44,9% de gordura) e de média umidade (36% a 45,9%) e a
partir desta classificacdo seguir os parametros fisico-quimicos
e microbioldgicos existentes e exigidos para esta classe de
alimento.

A Resolugdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 12
(BRASIL, 2001) que aprova o regulamento técnico para 0s
padrdes microbiol6gicos dos alimentos, estabelece que em 25 g
de queijo de média umidade, numa analise indicativa, deve-se
ter como parametros microbiol6gicos: auséncia de Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. e limite maximo de 1000
UFC/g para coliformes a 45 °C, sendo 0 mesmo limite para o
Staphylococcus coagulase positivo.

2.9.1 Coliformes

Os coliformes séo bastonetes Gram-negativos, nao-
esporulados, que fermentam a lactose dentro de 48 h e
produzem gas. Sdo representados por quatro géneros da familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter e
Escherichia (JAY, 2005). Esses quatro géneros formam o
grupo dos coliformes a 35 °C, sendo somente 0 género
Escherichia de origem entérica de humanos e animais de
sangue quente. J& o grupo dos coliformes a 45 °C,
anteriormente chamados de fecais, € um subgrupo do anterior e
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surgiu por selecionar apenas bactérias de origem fecal (E. coli),
mas hoje, sabe-se que microrganismos de origem ndo fecal
também podem se desenvolver neste meio (SILVA et al.,
2010).

Esses microrganismos quando presentes nos alimentos,
em determinadas quantidades, podem indicar contaminacéo de
origem fecal e possivel presenca de patdgenos e/ou
deteriorantes, ou seja, indicam as condi¢cdes higiénicas da
fabricagcdo/manipulacédo do alimento (JAY, 2005).

2.9.2 Staphylococcus coagulase positiva

O Staphylococcus coagulase positiva € um coco Gram-
positivo, anaerdbio facultativo, catalase positivo e distingue-se
dos demais Staphylococcus por ser positivo no teste da
coagulase. O representante, S. aureus, é uma bactéria
patogénica, ndo resistente ao calor e por isso é facilmente
destruido na pasteurizacdo. Entretanto, é uma bactéria
produtora de toxinas termoestaveis. Por essa caracteristica, o S.
aureus é classificado como causador de doenca transmitida por
alimentos (DTA) no grupo Il pela International Commission
on Microbiological Specifications for Foods (2002), sendo que
0 grupo apresenta perigo moderado, de curta duragdo e sem
ameaca de morte e sequelas, com sinais auto limitados, mas
com severo desconforto (SILVA et al., 2010).

2.9.3 Salmonella sp.

A Salmonella sp. € uma bactéria que pertence a familia
das enterobacteridceas. Sdo bacilos ndo esporulados, que
possuem flagelos na sua maioria, Gram-negativos, anaerobios
facultativos, fermentam a glicose e outros aglcares e
descarboxilam aminoacidos. As bactérias do género
Salmonella s&o comumente responsaveis por toxinfeccdes em
humanos (JAY, 2005). Segundo a International Commission
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on Microbiological Specifications for Foods (2002) a DTA
causada por essa bactéria é classificada como categoria 12,
doenca branda, de risco grave e difusdo extensa. A
contaminacdo dos alimentos por esta bactéria pode ocorrer
devido ao controle inadequado de temperatura, manipulagdo
incorreta ou contaminacao cruzada (FORSYTHE, 2002).

2.9.4 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é um bacilo Gram-positivo,
anaerobio facultativo, hemolitico em &gar sangue e oxidase
positivo (BRACKETT, 1988). E responsavel por graves surtos
de listeriose, tanto em humanos quanto animais. Pode ser a
responsavel também por casos de meningite, septicemia e
aborto (GANDHI; CHIKINDAS, 2007). Esse microrganismo
tem como caracteristica a capacidade de multiplicacdo em
temperatura de refrigeracdo e a relativa resisténcia térmica
(ICMSF, 1996). Muitos surtos de listeriose estdo relacionados a
ingestdo de produtos lacteos (GUERRA; BERNARDO, 2004).
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3 HIPOTESES

O rendimento industrial do queijo colonial é
influenciado pela contagem de células somaticas (CCS) do leite
utilizado como matéria prima, sendo que leite com CCS >
550.000 cels/mL apresentard menor rendimento de queijo
colonial comparado ao leite com CCS < 550.000 cels/mL.

O teor de solidos do leite cru influencia diretamente o
rendimento industrial do queijo colonial.

O soro de queijo de lotes fabricados com leite com CCS
> 550.000 cels/mL apresentara maiores quantidades de solidos
(gordura, proteina, caseina) comparado ao soro de queijo de
lotes fabricados com leite com CCS < 550.000 cels/mL.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 INDUSTRIA, PRODUTORES E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

O estudo foi conduzido durante os meses de abril a
maio de 2015, em uma industria de laticinios localizada na
microrregido de Concordia, no oeste de Santa Catarina. A
indUstria parceira onde foram produzidos 0s queijos,
encontrava-se sob vigilancia do Servico de Inspecdo Federal
(S.LLF.).

Dois grupos de produtores fornecedores de leite ao
laticinio foram formados de acordo com a realidade possivel na
industria, sendo um grupo com baixa CCS (< 550.000 cels/mL)
e outro com alta CCS (> 550.000 cels/mL), limites estes
estabelecidos através da média geométrica de CCS de tanque
dos produtores dos Ultimos trés meses antes do inicio do
projeto. O histérico dos produtores, para a formacdo dos dois
grupos, fornecido pela industria, a partir das amostras de leite
analisadas em atendimento ao estabelecido pela IN 62/2011.

As propriedades leiteiras foram caracterizadas por meio
de um questionario guia semi-estruturado (Apéndice B),
devidamente autorizado pelos produtores (Apéndice A), sob a
aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
da UDESC sob o n° referéncia 38773214.0.0000.0118 na
Plataforma Brasil — Ministério da Saude, abordando situacao
socio-econdmica dos produtores, caracterizacdo da propriedade
e do rebanho, sanidade do rebanho, método e higiene de
obtenc&o do leite, conservacdo e comercializacao do leite.

Para cada grupo de produtores (alta e baixa CCS) foram
produzidos sete lotes de queijos colonial na industria parceira,
em delineamento inteiramente casualizado com dois
tratamentos e sete repeti¢cdes. Durante a elaboracdo dos queijos
foram coletadas amostras de leite cru (diretamente da recepgéo
do caminhdo), leite pasteurizado (imediatamente apds o
tratamento térmico), soro de queijo e foi feito o
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acompanhamento de toda a producdo até a maturagdo completa
dos queijos (15 dias), quando foram coletadas amostras de
queijo, sendo duas unidades de cada lote.

4.2 PRODUCAO DOS QUEIJOS E AMOSTRAGEM

O leite de cada grupo era armazenado separadamente,
nos compartimentos do caminhdo isotérmico que fazia a
captacdo e transporte do leite das propriedades para a industria,
respeitando a legislacdo brasileira para até 48 h de
armazenamento na propriedade rural. Na recepcdo deste
caminhdo na industria, uma amostra do leite cru era coletada
diretamente de cada compartimento, apds homogeneizacdo. O
leite sequia para a pasteurizacdo (72 — 75 °C durante 15 — 20
segundos) em pasteurizador a placas com capacidade para 6
mil L/h. O leite de cada grupo (alta ou baixa CCS) era
pasteurizado isoladamente, ndo havendo mistura com o restante
do leite da inddstria.

O leite pasteurizado seguia diretamente para o tanque
de producdo do queijo colonial. Este tanque era retangular, de
inox, camisa dupla, com capacidade para 2000 L. Foram
utilizados, em média, 1350 L de leite por lote, sendo o queijo
fabricado com adicdo de fermento latico (BV DEX - 06%),
cloreto de calcio, corante natural de urucum (Urucum BV
R25%) e coalho (Coalho liquido BV®), como é possivel
observar no fluxograma de producdo do queijo colonial no
apéndice C. Ao atingir o ponto, seguia-se com o corte manual
por liras, sendo uma amostra de soro coletada apds o corte da
massa. Prosseguia-se com a enformagem, prensagem e
salmoura (tanques exclusivos para lotes de queijo colonial),
secagem (4 dias — 6 °C), embalagem e maturacdo (10 d). Ao
completar o periodo de maturacdo, e alcancar o 15° dia de
fabricacdo, os queijos eram transportados ao Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal Catarinense —
IFC/Campus Concérdia para as andlises e fisico-quimicas.
Amostras de cada queijo eram enviadas ao Laboratério de
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Analises Fisico-Quimicas (LAFQ) da Embrapa Suinos e Aves,
localizada em Concordia / SC para liofilizacdo das amostras e
realizacdo dos ensaios de composic¢éo centesimal.

4.3 ANALISES LABORATORIAIS

4.3.1 Leite cru

Trés amostras de leite cru eram coletadas para cada
grupo (CCS < 550.000 cels/mL ou CCS > 550.000 cels/mL),
sendo uma em frasco contendo conservante Bronopol®
(amostra para fisico-quimico) e outra com conservante
Azidiol® (microbioldgico), as quais eram enviadas ao Centro
de Pesquisa e Diagnéstico em Alimentos (CIDASC/UnC),
credenciado a Rede Brasileira de Laboratorios de Controle de
Qualidade do Leite (RBQL), conservadas com gelo reciclavel
em caixa isotérmica, para as analises de: composi¢do
centesimal (gordura, proteina, lactose, sélidos totais, caseina)
por equipamento automatizado por infravermelho (Bentley
Combisystem, Bentley Instruments®, Inc., U.S.A), seguindo as
recomendacdes de International Dairy Federation (IDF) 141 C;
contagem de células somaticas por citometria de fluxo (Delta
Combiscope, Advanced Instruments®, Inc., U.S.A) e contagem
bacteriana total por citometria de fluxo (Bentley Bactocount
IBC, Bentley Instruments®, Inc., U.S.A), seguindo o protocolo
para Leite cru ISO 13366-2/International Dairy Federation
(IDF) 148-2 e Leite cru ISO 13366- 2/International Dairy
Federation (IDF) 148-2, respectivamente.

A terceira amostra de leite cru era coletada em frasco
estéril sem adicdo de conservante, a qual era transportada
adequadamente  refrigerada para o Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal Catarinense —
IFC/Campus Concordia, onde procediam-se as analises
microbioldgicas, de acordo com a metodologia na Instrucéo
Normativa n° 62 (BRASIL, 2003). As analises realizadas eram:
enumeracao de aerdbios mesofilos, coliformes a 35 °C e 45 °C,
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contagem de Staphylococcus coagulase positiva e enumeracgao
de microrganismos psicrotroficos, sendo esta ultima pela
metodologia descrita pela APHA 2001. Inicialmente eram
realizadas dilui¢bes seriadas da amostra, e posteriormente o
plagueamento feito em duplicata. As analises estdo descritas no
apéndice D.

Anadlises laboratoriais de rotina da recep¢do de leite na
industria forneciam os dados de acidez Dornic e densidade do
leite, esta calculada pelo disco de Ackermann corrigida para 15
°C. Testes para deteccdo de antibioticos também eram
realizados. Nenhuma amostra apresentou-se fora dos padroes
da legislacéo brasileira.

4.3.2 Leite pasteurizado

Uma amostra do leite pasteurizado era coletada do
tanque, previamente a producgdo do queijo, imediatamente ap6s
a pasteurizacdo, em frasco estéril e sem conservante, mantida
sob refrigeracdo e devidamente armazenada até o momento do
processamento. Uma aliquota era enviada ao laboratorio
CIDASC/UnC, para analise da composicdo centesimal e
contagem de células somaticas, como descrito anteriormente.

A amostra de leite acondicionada em frasco esteril era
imediatamente coletada ap6s a pasteurizacdo e direcionada
para o0 Laboratério IFC, onde procedia-se a realizacdo das
analises de enumeracdo de coliformes a 35 °C e a 45 °C,
contagem de mesofilos aerdbios (BRASIL, 2003) e contagem
de microrganismos psicrotroficos (APHA, 2001) apds as
diluicbes seriadas. O plaqueamento era feito em duplicata.
Anadlises realizadas no leite pasteurizado sdo validas para as
andlises descritas no apéndice D, para leite cru.

4.3.3 Soro de queijo
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Uma amostra de soro de queijo era coletada ao final da
producdo, no tanque, para avaliar a composicdo centesimal
(gordura, proteina, lactose, sélidos totais, caseina) por
equipamento automatizado por infravermelho no laboratorio da
CIDASC/UnC. No laticinio também eram realizadas as
analises de densidade pelo disco de Ackermann, gordura e
acidez Dornic, durante o acompanhamento da producao.

4.3.4 Queijo

Os queijos ao 5° dia de fabricacdo eram embalados a
vacuo, e ficavam armazenados em camara fria, a 6 °C até
completarem 15 dias de fabricacdo, periodo de maturacdo em
camara fria necessario para que o queijo estivesse apto para a
comercializacdo. Ao 15° dia eram enviados do laticinio para o
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos - IFC/Concérdia,
em caixas isotérmicas com gelo reciclavel. Prosseguiram-se as
seguintes analises descritas no apéndice E, de acordo com
Brasil (2003): coliformes a 35 °C e 45 °C, contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, deteccdo de Salmonella sp.
e Listeria monocytogenes (SILVA et al., 2001), sendo estas de
exigéncia da legislacdo brasileira para queijos de média
umidade que constam na RDC n° 12 (BRASIL, 2001).

Para a realizacdo das analises de composicdo centesimal
dos queijos, as amostras foram congeladas e enviadas para o
Laboratorio de Analises Fisico-Quimicas (LAFQ) da Embrapa
Suinos e Aves, localizado em Concordia / SC, armazenadas em
caixas isotérmicas. Previamente aos ensaios fisico-quimicos foi
realizada a liofilizacdo das amostras, em um liofilizador LJI-
030®° (JJ Cientifica, Sdo Carlos, SP, Brasil). Tanto a
liofilizacdo quanto as demais analises estdo descritas, de
acordo com a sua metodologia preconizada, no apéndice F:
materia seca, umidade, extrato etéreo, matéria mineral, proteina
bruta, nitrogénio total, energia bruta e elementos minerais.
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4.3.5 Célculo do rendimento do queijo

O rendimento era calculado de duas maneiras: a)
rendimento simples - o volume em litros de leite necessario
para a elaboracdo de quilogramas de queijo (L/kg), dividindo-
se 0 volume de leite utilizado pela soma da massa dos queijos
obtidos; b) rendimento seco - a massa em gramas de solidos
totais de queijo por litro de leite (g ST/L). Para tanto,
empregou-se a equacgéo de Furtado (2005):

R(@ST/L)=PxST
Vv

Onde: R = rendimento; P = quilos de queijos obtidos;
ST = porcentagem de extrato seco dos queijos; V = volume de
leite utilizado.

O rendimento simples da fabricagédo do queijo (L/kg)
era calculado ao 5° dia ap6s a fabricacdo, no momento da
embalagem, apds a secagem (4 dias — 6 °C).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Devido ao grande nimero de varidveis ndo controladas
gue poderiam estar afetando a producdo e o rendimento dos
queijos, os dados obtidos foram analisados através de técnica de
analises multivariada (andlise fatorial), utilizando-se o pacote
estatistico SAS® (SAS INSTITUTE, 2002), sendo os dados
previamente padronizados pelo procedimento STANDARD e a
analise fatorial realizada utilizando o procedimento FACTOR,
com rotagdo Promax. Os niveis de CCS foram codados com 0
(CCS < 550.000) e 1 (CCS > 550.000).

Os fatores 1 e 2 nas tabelas descritas a seguir
representam a dimensdo em que as variaveis se encontram (12
ou 22 dimensdo). Nos fatores encontram-se as relagoes
positivas ou contrarias entre as variaveis utilizadas nas
analises, sendo superior ou inferior a 0,4 o valor minimo para a
existéncia da relacdo e as comunalidades demonstram a
relevancia de cada variavel.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO DOS PRODUTORES,
PROPRIEDADES E REBANHOS

Participaram do projeto doze propriedades leiteiras e a
partir do questionario guia semi-estruturado caracterizou-se o
perfil sécio-econémico, o rebanho e os métodos de obtencdo,
conservacdo e comercializagéo do leite dos participantes.

Praticamente a totalidade, 92% das propriedades, se
enquadrava como pequena propriedade rural (de 1 a 4 médulos
rurais ou até 60 hectares), habitando em média 4,5 pessoas por
propriedade. A maioria destas propriedades (83%) possuia até
15 animais em lactacdo, sendo que dois rebanhos possuiam
mais de 40 animais em lactacdo. A raca predominante era a
Holandesa, seguida pela raca Jersey e por animais mesticos.

A grande maioria dos produtores, 92%, trabalhava na
atividade leiteira ha mais de 10 anos, sendo que em 75% do
total das propriedades a producéo de leite era a principal fonte
de renda. Trabalhavam em média na atividade 2,5 pessoas por
propriedade, sendo a responsabilidade da ordenha, em 66% dos
casos da esposa. Em 67% das propriedades a producdo diaria
de leite era igual ou inferior a 100 L, gerando uma renda de até
2 salarios minimos em 44% das propriedades, de 2 a 3 salarios
minimos em 33% das propriedades e superior a 4 salarios
minimos nas demais.

Os produtores em sua maioria (75%) possuiam ensino
fundamental incompleto e o0s demais possuiam ensino
fundamental completo ou ensino médio.

Os produtores efetuavam a ordenha em ordenhadeira
mecénica canalizada em 58% das propriedades e 25%
realizavam ordenha balde ao pé tradicional. As demais
realizavam a ordenha mecénica balde ao pé ou com
transferidor. Somente 25% dos produtores realizavam
manutencdo periodica dos equipamentos de ordenha, sendo que
17% néo realizavam qualquer tipo de manutencdo e os demais



48

somente quando necessario. O leite era refrigerado em tanques
de expansao direta em 67% das propriedades e por imersao nas
demais. O leite era armazenado por até 48 h nos resfriadores,
exceto em uma propriedade em que o leite era coletado
diariamente.

No manejo da ordenha 83% dos produtores adotavam a
préatica de lavar o teto, 17% lavavam também o Ubere, 33%
utilizava toalha de pano para secar o teto, e somente 25%
empregava pré-dipping como método de higienizagdo das tetas
para a ordenha, enquanto 42% realizavam pos-dipping, sendo
estas técnicas indicadas para a prevencdo de mastites
ambientais e contagiosas, respectivamente. Para o diagnostico
de mastite no momento da ordenha, 25% dos produtores
afirmou nao realizar qualquer tipo de teste, 58% fazia o teste da
caneca de fundo preto quando achava necessario e 17% fazia o
teste da caneca de fundo preto diariamente, sendo que outros
testes ndo eram realizados.

A caracterizacdo das propriedades e obtencdo desses
resultados demonstram a fragilidade da cadeia produtiva
leiteira desta regido de Concordia, baseada essencialmente em
pequenos produtores rurais. Estes, em sua grande maioria, tém
na atividade leiteira a principal renda, mas produzem leite com
baixo grau de especializacdo ou utilizando praticas pouco
adequadas, resultando em baixa producdo e/ou produto de
qualidade questionavel.

5.2 EFEITO DA CCS SOBRE O RENDIMENTO DE QUEIJO

Em média foram necessarios 8,72 L de leite para
produzir um kg de queijo ou 16,13 L para produzir um kg de
matéria seca de queijo. Dentro dos limites estabelecidos de
células somaéticas para os dois grupos, os valores médios de
CCS para o grupo de baixa foi de 373 mil células/mL e para o
grupo de alta CCS foi de 652 mil células/mL.

Uma analise fatorial em que foram relacionadas a CCS
do leite cru em duas classes (acima ou abaixo de 550 mil
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células/mL) com a composicdo do leite cru e o rendimento
simples de queijo (L de leite/kg de queijo produzido)
demonstrou que existe relagdo entre a CCS, o rendimento
simples e os componentes sélidos do leite. A soma dos dois
primeiros fatores explicou 73,14% da variagéo total, sendo que
a relacdo entre as variaveis que compGem cada fator é
apresentada numericamente e graficamente na Tabela 2 e
Figura 1, respectivamente.

No fator 1 observa-se a relagdo positiva entre os teores
de gordura, proteina e lactose do leite cru e a relacdo contréaria
destes componentes com o rendimento e a CCS, isto é, a elevada
concentracdo de sélidos determina a necessidade de menor
quantidade de leite para produzir um kg de queijo. Neste mesmo
fator observa-se uma relacdo positiva entre a CCS do leite cru e
o rendimento do queijo, necessitando-se maior quantidade de
leite com alta CCS para confeccionar um kg de queijo. O
rendimento simples para o leite de baixa CCS foi de 8,49 litros
de leite/kg de queijo, contra 8,94 para o leite de alta CCS.

No fator 2 é possivel observar que a CCS e o teor de
gordura do leite cru possuem relacdo forte e positiva entre si.
As comunalidades demonstram a relevancia de cada variavel
utilizada nesta anélise.

Tabela 2 — Cargas fatoriais, comunalidades e percentual de variancia das
variaveis utilizadas na andlise fatorial que relaciona contagem de células
somaéticas e composicdo do leite cru e rendimento simples de queijo.

Variaveis Fatores Comunalidade
Fator 1 Fator 2
Proteina 0,8832 0,3463 0,8477
Lactose 0,8248 -0,0538 0,6989
Rendimento simples -0,7219 0,0395 0,5222
Gordura 0,4442 0,8472 0,8488
CCs -0,4646 0,6741 0,7397
%\Variancia 48,13 25,01

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 1 — Dispersdo das cargas fatoriais das variaveis de composicdo e
CCS do leite cru e rendimento simples de queijo.
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CCS: Contagem de células somaticas no leite cru. Gordura: Gordura no leite
cru. Lactose: Lactose no leite cru. Proteina: Proteina no leite cru. R (L/kg):
Rendimento simples de queijo (L/kg).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

Uma segunda andlise fatorial foi realizada
relacionando-se a CCS do leite cru com a composic¢éo do leite
e o rendimento seco de queijo (kg de solidos totais de queijo/L
de leite) como varidvel, sendo a relacdo entre as variaveis que
compdem cada fator apresentada numericamente e
graficamente (Tabela 3 e Figura 2). A soma dos dois primeiros
fatores desta analise explicou 69,74% da variacéo total.
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Os resultados foram similares aos apresentados na
tabela 2 e figura 1, sendo que o fator 1 representa a relacédo
positiva entre os teores de proteina, lactose e gordura do leite
cru e contraria ao rendimento seco. O fator 2 representa a
relagdo positiva entre a CCS e a gordura do leite cru.

Tabela 3 — Cargas fatoriais, comunalidades e percentual de variancia das
variaveis utilizadas na andlise fatorial que relaciona contagem de células
somaticas e composicao do leite cru e rendimento seco de queijo.

Variaveis Fatores Comunalidade
Fator 1 Fator 2
Proteina 0,9155 0,0784 0,8426
Lactose 0,8008 -0,2928 0,7335
Rendimento seco -0,5759 0,0010 0,3317
CCsS -0,3151 0,7970 0,7414
Gordura 0,5768 0,7180 0,8374
%Variancia 44,89 24,85

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 2 — Dispersdo das cargas fatoriais das variaveis de composicao e
CCS do leite cru e rendimento seco de queijo.
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CCS: Contagem de células somaticas no leite cru. Gordura: Gordura no leite
cru. Proteina: Proteina no leite cru. Lactose: Lactose no leite cru. R (kg de
MS/L): Rendimento seco de queijo (kg de MS/L).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

A influéncia dos dois grupos de CCS sobre o
rendimento simples de queijo também foi avaliada
relacionando-se as mesmas com a composi¢do do soro de
queijo. Os resultados podem ser observados na Tabela 4 e na
Figura 3. A soma dos fatores representou 67,29% da variagao
total.



53

De acordo com o fator 1, o rendimento simples de
queijo (L/kg), o teor de lactose do soro e a CCS do leite cru
relacionam-se positivamente entre si e apresentam relagdo
contraria com o teor de gordura do soro. No fator 2, pode-se
observar a relagdo positiva entre a CCS do leite cru, a caseina e
a proteina do soro.

Tabela 4 — Cargas fatoriais, comunalidades e percentual de variancia das
variaveis utilizadas na analise fatorial que relaciona contagem de células
somaticas do leite cru, composi¢do do soro de queijo e rendimento simples
de queijo.

Variaveis Fatores Comunalidade
Fator 1 Fator 2
Rendimento simples 0,8382 -0,1623 0,7127
Lactose soro 0,6489 -0,0767 0,4219
Gordura soro -0,9019 0,1097 0,8153
Caseina soro -0,2811 0,8339 0,7436
Proteina soro -0,1866 0,7717 0,6123
CCS 0,4800 0,6703 0,7317
%Variancia 38,88 28,41

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 3 — Dispersdo das cargas fatoriais das variaveis de composicdo do
soro de queijo, CCS do leite cru e rendimento simples de queijo.
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CCS: Contagem de células sométicas no leite cru. Caseina S: Caseina no
soro de queijo. Gordura S: Gordura no soro de queijo. Lactose S: Lactose
no soro de queijo. Proteina S: Proteina no soro de queijo. R (L/kg):
Rendimento simples de queijo (L/kg).

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

Para analisar as relagdes entre os dois grupos de CCS
no leite cru, a composicdo do soro de queijo e o rendimento
seco (kg de solidos totais de queijo/ L de leite), uma anélise
fatorial foi realizada. Os resultados estéo elucidados na Tabela
5 e na Figura 4. A soma dos fatores explicou 67,17% da
variacao total.
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O fator 1 representa o rendimento de queijo seco e 0
teor de lactose do soro e a CCS do leite cru, que relacionam-se
positivamente entre si, apresentando relagcdo negativa com o
teor de gordura do soro. No fator 2 € possivel observar que
CCS do leite cru, a caseina e proteina do soro estdo
relacionadas entre si.

Tabela 5 — Cargas fatoriais, comunalidades e percentual de varidncia das
variaveis utilizadas na analise fatorial que relaciona contagem de células
somaticas do leite cru, composi¢do do soro de queijo e rendimento seco de
queijo.

Variaveis Fatores Comunalidade
Fator 1 Fator 2
Rendimento seco 0,8258 -0,2323 0,7055
Lactose soro 0,6964 -0,0497 0,4853
Gordura soro -0,8989 0,0756 0,8081
Caseina soro -0,3155 0,8292 0,7434
CCs -0,1600 0,6962 0,7062
Proteina soro 0,4387 0,7520 0,5817
%Variancia 30,12 28,05

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 4 — Dispersdo das cargas fatoriais das variaveis de composicdo do
soro de queijo, CCS do leite cru e rendimento seco de queijo.
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5.3 ESTATI’STICQ\ DESCRITIVA DO LEITE UTILIZADO
NA PRODUCAO DOS QUENOS

Na Tabela 6 encontram-se o0s resultados descritivos da
composicao do leite cru, dividido pelo grupo de CCS, utilizado
como matéria prima na producdo dos queijos colonial.

Tabela 6 — Composicdo do leite cru, de acordo com a contagem de células
somaticas (CCS).

Grupo CCS <550 CCS>550

Variavel Leite Cru Meédia £ DP Média + DP
ccsx 10° 372+85 652 + 99
Composicao (g/100 g)

Gordura 3,96 + 0,74 4,18 + 0,45
Proteina 3,36 £ 0,07 3,33+0,03
Lactose 4,21 +0,04 4,19+0,04
Solidos totais 12,53+ 0,85 12,62 £ 0,67
Sélidos desengordurados 8,57+0,13 8,54+0,11

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

A Tabela 7 apresenta as médias encontradas no leite cru
para a enumeracdo de microrganismos mesofilos e
psicrotroficos, agrupados de acordo com a CCS.

Tabela 7 — Estatistica descritiva da enumeracdo de microrganismos
mesoéfilos e psicrotroficos do leite cru, de acordo com seu grupo de
contagem de células somaticas.

Grupo CCS <550 CCS>550
Variavel Leite Cru Média + DP Média + DP
Mesofilos (log;o UFC/mL) 6,826 £ 0,704 6,839 + 0,463
Psicrotréficos (log,g UFC/mL) 6,879 + 0,385 7,210 £ 0,560

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.



58

5.4 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DOS
QUENOS

Os microrganismos pesquisados nos queijos seguiram
as diretrizes da RDC n°12 para queijos de média umidade. Os
resultados para  Staphylococcus sp. e  coliformes
termotolerantes seguem descritos na Tabela 8. de acordo com
seu grupo de CCS, onde ao todo foram testadas 28 amostras de
queijo. Nao foram identificados Staphylococcus aureus nas
amostras analisadas.

Listeria monocytogenes e Salmonella sp. ndo foram
detectadas, apresentando conformidade com a legislacdo
brasileira.

Tabela 8 — Estatistica descritiva da enumeracéo de coliformes a 45°C e
Staphylococcus sp. no queijo, agrupados de acordo com a contagem de
células somaticas.

Grupo CCS <550 CCS >550
Varidvel Queijo Média + DP Média + DP
Coliformes 45°C (NMP/qg) 2307 = 246 1494 + 1002

Staphylococcus sp. (logig UFC/g) 4,923 £ 0,414 4,309 £ 0,448

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.

5.5 INFLUENCIA DOS MICRORGANISMOS DO LEITE
CRU NO QUENO

Uma anéalise multifatorial foi realizada para verificar se
existia relagdo ou néo, entre a microbiota do leite cru e do
queijo produzido a partir deste leite. O grupo dos coliformes
termotolerantes (a 45°C) e o género Staphylococcus sp. foram
0s microrganismos avaliados. A relacdo entre as variaveis que
compdem cada fator € apresentada numericamente e
graficamente na Tabela 9 e na Figura 5, respectivamente. A
soma dos fatores explicou 71,15% da variagéo total.
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No fator 1 observa-se que a contaminacdo do queijo é
independente da contaminacdo leite e que os coliformes
termotolerantes possuem relacao forte e contraria com o género
Staphylococcus no leite cru. O fator 2 representa a relacdo
entre 0 grupo coliformes termotolerantes e 0 género
Staphylococcus no queijo.

Tabela 9 — Cargas fatoriais, comunalidades e percentual de variancia das
variaveis utilizadas na analise fatorial que relaciona enumeragdo de
Staphylococcus sp. e coliformes a 45°C no leite cru, com a enumeragao
Staphylococcus sp. e coliformes a 45°C no queijo.

Variaveis Fatores Comunalidade
Fator 1 Fator 2

Staphylococcus sp. leite cru 0,8533 -0,1371 0,7451

Coliformes 45°C leite cru -0,8054  -0,1381 0,6697

Staphylococcus sp. queijo -0,2003  0,8400 0,7432

Coliformes 45°C queijo 0,2063 0,8014 0,6876

%\Variancia 36,50 34,65

Fonte: producdo do préprio autor, 2016.
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Figura 5 — Dispersdo das cargas fatoriais das variaveis de enumeracéo de
Staphylococcus sp. e coliformes termotolerantes no leite cru e enumeracao
de Staphylococcus sp. e coliformes termotolerantes no queijo colonial.
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5.6 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DOS
QUENOS

A estatistica descritiva das caracteristicas fisico-
quimicas dos queijos colonial, agrupados de acordo com a
CCS, segue na Tabela 10.

Tabela 10 — Estatistica descritiva das caracteristicas fisico-quimicas dos
queijos, agrupados de acordo com a contagem de células somaticas.

Grupo CCS <550 CCS > 550
Variavel Queijo Média + DP Média = DP
Umidade (%) 46,8+ 1,5 451+11
Cinzas (%) 4,4+0,2 45+0,2
Extrato Etéreo (%) 24517 254+£15
Proteina Bruta (%) 21,7+£235 226+13
Nitrogénio (%) 97,5+0,7 97,7+0,2
Sédio (mg/kg) 3404 35%0,2
Potéssio (mg/kg) 6175 £ 1449 6357 + 962
Célcio (mg/kg) 651 + 89 646 + 49
Faésforo (mg/kg) 66356 + 552 7180 £560
Energia Bruta (kcal/kg) 3793 £ 227 4029 + 309

Fonte: producdo do proprio autor, 2016.
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6 DISCUSSAO

O pior rendimento simples do queijo foi obtido a partir
de leite com maior CCS, apresentando uma redugdo de
aproximadamente 5,3% (8,49 contra 8,94 litros de leite/kg de
queijo) o que corrobora com trabalhos realizados com outros
tipos de queijo. Klei et al. (1998) encontraram uma diminuigéo
de 4,34% no rendimento do queijo cottage quando em CCS
superior a 800 mil cel/mL, enquanto Politis e Ngkwai-Hang
(1988b) observaram que aumentando a CCS de 100 mil cel/mL
para 900 mil cel/mL ocorria um decréscimo de 11% no
rendimento do queijo cheddar. No Brasil, a piora de
rendimento em queijos Minas Frescal foi relatada na ordem de
9,81% quando produzidos com leite de CCS > 600 mil cel/mL
comparado a CCS < 200 mil cel/mL (MATIOLI et al. 2000) e
18,3% quando o0s queijos eram elaborados com leite
comparando grupos < 200 mil cel/mL e >750 mil cel/mL
(COELHO et al. 2014). A diminuicdo no rendimento dos
queijos pode estar relacionada a diminui¢do nas concentragdes
de caseina, nas alteracdes no balanco eletrolitico e na atividade
de enzimas oriundas das células somaticas (AULDIST;
HUBBLE, 1998). Porém, Mazal et al. (2007), avaliando dois
niveis de células somaticas na producdo do queijo prato (<200
mil cel/mL e > 600 mil cel/mL) ndo encontraram diferencas
significativas no rendimento. Deve-se considerar que o0s
trabalhos acima foram realizados em laboratério, com situacdes
ideais de controle, diferentemente do presente trabalho que foi
realizado em condigdes reais de produgdo em nivel de industria
de laticinios, onde inUmeras varidveis ndo podem ser
totalmente controladas.

A relagéo positiva entre os teores de gordura, proteina e
lactose do leite cru e a relacdo contraria destes componentes
com o rendimento e a CCS (Fator 1 na Tabela 2 e Figura 1)
indica que elevada CCS esta relacionada ao menor teor de
solidos no leite cru e pior sera o rendimento simples, isto é,
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sera necessario maior volume de leite para produzir 1,0 kg de
queijo. Klei et al. (1998), Cooney et al. (2000), Vianna et al.
(2008) e Alessio (2013) relataram reducdo nos teores de lactose
quando em alta CCS. Essa diminuicdo ocorre porque a lactose
passa da glandula mamaria para a corrente sanguinea, 0 que
pode ser demonstrado por concentracdes elevadas de lactose no
sangue e na urina de vacas com mastite, devido ao aumento de
permeabilidade vascular (AULDIST, 2000; PESSOA et al.,
2012). Outras duas possibilidades sdo a redugdo da sintese pela
glandula mamaria acometida (PEREIRA et al., 1997) e
utilizagdo da lactose pelos patdgenos intramamarios
(SHUSTER et al. 1991; SILANIKOVE et al., 2014).

Com relagdo a proteina, encontram-se resultados
conflitantes onde sugere-se que quando em mastite, ocorre
reducdo na sintese e secrecdo de caseina devido aos danos
fisicos sofridos pelas células da glandula mamaria ao mesmo
tempo em que ocorre influxo de proteinas do soro para a
glandula mamaria a partir do sangue, equilibrando os niveis de
proteina no leite cru (AULDIST, 2000). Exemplos disso foram
relatados por Ma et al. (2000) que apesar de encontrarem
aumento no teor de proteina no leite em relagcdo a CCS houve
reducdo de 2% no teor de caseina e Mazal et al. (2007) que
encontraram decréscimo no teor de proteina do leite de alta
CCS e também verificaram uma reducdo de 9% no teor de
caseina, proteina essencial para a producédo de queijo.

Politis e Ng-Kwai-Hang (1988a) e Auldist et al. (1996)
relataram reducdo nos teores de gordura em leite com alta
CCS, como ocorreu no Fator 1 (Tabela 2 e Figura 1). Acredita-
se que essa reducdo ocorre devido a diminuicdo da sintese e
secrecdo de gordura, pois o epitélio da glandula maméria é
danificado durante a mastite (POLITIS; NG-KWAI-
HANG,1988a; AULDIST et al.,1996; AULDIST, 2000). No
Fator 2 (Tabela 2 e Figura 1), observa-se a relacdo forte e
positiva entre a CCS e a gordura. O aumento do teor de
gordura no leite quando em mastite ndo esta completamente
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elucidado, mas, em um estudo que avaliou o aumento da CCS
do leite de 450 mil para 849 mil células/mL, Ma et al. (2000)
também encontraram um aumento no teor de gordura de 3,43%
para 4,04%. Os autores atribuiram este aumento no teor de
gordura do leite ao decréscimo no volume de leite produzido
que foi de 30%, em resposta ao processo inflamatério.

A composicdo do leite tem influéncia direta sobre o
rendimento industrial dos produtos lacteos. Nos queijos, a
proteina, especialmente a caseina, e a gordura do leite
encontram-se concentradas, 0 que as torna claramente
relacionadas ao rendimento de fabricacdo dos mesmos
(GILLES; LAWRENCE, 1985; VIOTTO; CUNHA, 2006).
Essa relacdo é observada no Fator 1 (Tabela 2 e Figura 1) que
elucida que quanto maior o teor de solidos na matéria prima,
melhor serd o rendimento de queijo.

Existe uma relacdo contraria entre o teor dos
componentes solidos do leite e o rendimento seco (Tabela 3 e
Figura 2), ou seja, 0 menor teor de sélidos totais no leite levou
a necessidade de maior volume de leite por kg de matéria seca
de queijo, indicando relacbes semelhantes as apontadas para o
rendimento simples.

A perda da gordura do leite para o soro é dependente de
diversos fatores, tais como teor de proteina, tempo e
temperatura de pasteurizacdo, pH, acidez e temperatura do leite
no momento em que o coalho é adicionado (FURTADO,
2005). Tendo em vista todas essas variaveis, é possivel que a
relacdo contraria encontrada no Fator 1 (Tabela 4 e Figura 3)
entre rendimento simples, teor de lactose do soro e CCS do
leite cru possa sofrer influéncia de variaveis externas, pois na
literatura encontra-se que em situagOes de leite de alta CCS as
perdas de gordura para o soro aumentaram (BARBANO, et al.
1991; COONEY et al., 2000; MATIOLI et al., 2000) ou nédo
sofreram influéncia (MAZAL et al., 2007), contradizendo o
encontrado neste trabalho. As mesmas relagbes foram
observadas para o rendimento seco (Tabela 5 e Figura 4).
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As perdas dos componentes solidos para 0 soro Sao
utilizadas para avaliar a eficiéncia da fabricacdo do queijo. A
relagdo contréria entre os teores de caseina e proteina do soro
de queijo com a CCS do leite cru (Tabela 4 e Figura 3), indica
que quanto maior a CCS no leite cru, maiores serdo as perdas
de solidos no soro de queijo e menor serd a eficiéncia de
producéo do queijo. Politis e Ng-Kwai-Hang (1988b) avaliando
a eficiéncia da producdo do queijo cheddar encontraram médias
de perdas para o soro de queijo de 28,63% e de 6,78% para
proteina e caseina, respectivamente. Esses resultados foram
superiores aos relatados anteriormente por outros autores,
como Barbano e Sherbon (1984) e Gilles e Lawrence (1985)
que avaliaram as perdas no soro de queijo cheddar.

Os valores médios para o0s principais componentes do
leite cru (Tabela 6) encontram-se em conformidade com 0s
parametros estabelecidos pela IN n° 62 (BRASIL, 2011) para
leite cru refrigerado. Os teores de lactose ndo possuem limites
estabelecidos pela normativa IN n°62/2011, segue-se, portanto
0 Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal — RIISPOA (BRASIL, 1952) que determina
teores minimos de 4,3% de lactose. Desta forma, os valores
médios encontrados para lactose (Tabela 6) estdo abaixo do
limite minimo exigido. Machado et al. (2000) avaliaram a
composicdo do leite de tanques de rebanhos brasileiros de
acordo com a CCS. Estes autores encontraram média de teor de
lactose de 4,51 g/100 g, resultado superiores aos apresentados
neste trabalho (Tabela 6) e os mesmos autores afirmaram que
leite com CCS acima de 500 mil cel/mL reduzia
significativamente os teores de lactose, corroborando com o0s
resultados encontrados por Auldist et al. (1995).

A legislacdo brasileira para leite cru refrigerado, IN n°
62 (BRASIL, 2002), limita a contagem de microrganismos
meséfilos em até 3,0 x 10° UFC/mL. Como é possivel observar
na Tabela 7 as médias das contagens verificadas durante as
analises do leite cru para a producdo dos queijos colonial
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apresentaram-se muito além do limite estabelecido em lei.
Silva et al. (2010) avaliaram o silo de estocagem de dois
laticinios e também encontraram contagens altas de meséfilos
aerobios, 1,42 x 10% e 2,83 x 10°, e atribuiram a elevada carga
microbiana do leite as condi¢des de estocagem e higiene dos
tanques nas propriedades e no transporte do leite até o laticinio.

Esta mesma legislagdo que define critérios para
microrganismos mesofilos aerébios ndo compreende 0s
microrganismos psicrotroficos, mas sabe-se que é imprudente a
fabricacdo de produtos a partir de leite cru com contagem de
psicrotréficos superior a 5,0 x 10° UFC/mL (PINTO et al.,
2006). Os resultados encontrados (Tabela 7) foram superiores
aos sugeridos na literatura. As fontes mais comuns de
contaminacdo dos produtos lacteos por bactérias psicrotroficas
sdo utilizacdo de &gua contaminada, praticas de higiene
improprias e mastite (MURPHY; BOOR, 2000). Os maiores
problemas que estes microrganismos podem causar nos queijos
sdo sabores indesejaveis e reducdo no rendimento de fabricagéo
(BANKS et al., 1988; CROMIE, 1992; CHEN et al., 2003;
BERSOT et al., 2010). Isso ocorre devido as proteases e lipases
produzidas pelas psicrotroficas que sdo termoresistentes e
podem possuir atividade residual superior a 60% apo6s a
pasteurizacdo e de 20% apOs o tratamento de ultra alta
temperatura (UHT) e desta forma causar alteracdes no leite e
derivados (SHAH, 1994; MUIR, 1996; CHEN et al., 2003).

As variaveis contaminacdo inicial do leite cru e
contaminacdo dos queijos apresentaram-se independentes uma
da outra na analise fatorial (Tabela 9 e Figura 5), muito
provavelmente por causa do tratamento térmico, pasteurizacao
rapida, empregado na producdo dos queijos, que é capaz de
reduzir 99,5% da carga microbiana inicial. Todavia, a mesma
anélise demonstrou relacdo forte e contréria entre o grupo dos
coliformes termotolerantes e o género Staphylococcus sp.
(Fator 1). Indmeros autores j& relataram a inibicdo de
Staphylococcus aureus por bactérias do grupo coliformes
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(WYNNE; NORMAN, 1953; DACK; LIPPITZ, 1962,
GRAVES; FRAZIER, 1963). Sabe-se que se as condi¢des do
ambiente permitirem o crescimento dos coliformes estes véo
colaborar com outras bactérias para suprimir os estafilococos
(DIGIACINTO; FRAZIER, 1966). Certas estirpes de E. coli
produzem colicinas, bacteriocinas, que exercem efeito
antagonista contra outras bactérias presentes no meio e levam a
essa capacidade de supressdo sobre outros microrganismos
(LEVINE; TANIMOTO, 1954).

Apds o tratamento térmico adequado dos alimentos, os
estafilococos assim como seus competidores sdo destruidos.
Contudo, no caso de uma recontaminacdo os estafilococos
podem apresentar crescimento desenfreado, assim como
qualquer outra bactéria que for inoculada (DIGIACINTO;
FRAZIER, 1966), o que pode ser observado no Fator 2 da
Tabela 9 (Figura 5), onde coliformes termotolerantes e
estafilococos estdo relacionados positivamente entre si,
indicando uma contaminacdo posterior ao tratamento térmico,
possivelmente na manipulagdo dos queijos.

De acordo com a RDC n° 12 (BRASIL, 2001), em uma
amostra indicativa, os queijos de média umidade podem
apresentar até 1000 NMP/g de coliformes a 45 °C. As médias
das andlises dos grupos divididos conforme CCS podem ser
observados na Tabela 8. Existem limites para a presenca desses
microrganismos nos alimentos porque eles indicam
contaminacdo de origem fecal e possivel presenca de patdgenos
e/ou deteriorantes, logo, sd@o indicadores das condicdes
higiénico-sanitérias de fabricacdo e manipulagdo dos alimentos
(JAY, 2005). Das 28 amostras de queijo colonial analisadas
92,85% (26 amostras) encontraram-se acima do limite
estabelecido para coliformes, resultado muito superior do
encontrado por Pereira et al. (1999) de 52% para queijo Minas
Padrdo e de Salotti et al. (2006) de 66,7% para queijo Minas
Frescal.



68

Quanto aos estafilococos coagulase positiva a legislacdo
brasileira para os queijos de média umidade (RDC n°12/2001)
estabelece limites de até 1000 UFC/g. A espécie mais
representativa deste género é o Staphylococcus aureus.
Segundo Jablonski e Bohach (2001) para a formacdo de
enterotoxinas em quantidade suficiente para provocar
intoxicagdo sdo necessarias 10° a 10° células de S. aureus por
grama de alimento. Na Tabela 8 € possivel observar as médias
dos resultados encontrados para contagem total de
estafilococos, mas ndo houve ocorréncia de Staphylococcus
coagulase positiva, resultados estes bem conflitantes com
Arruda et al. (2007) que pesquisaram a ocorréncia de
Staphylococcus coagulase positiva em queijo Minas Frescal e
Padrdo em Goiania, e observaram que 100% dos queijos Minas
Frescal e 75% dos queijos Minas Padrdo encontravam-se
improprios para 0 consumo de acordo com 0s critérios
brasileiros.

Nédo foi verificada a presenca Salmonella sp. e de
Listeria monocytogenes sendo este resultado satisfatorio, visto
qgue enquadra-se aos padrdes determinados pela RDC n°12
(BRASIL, 2001). Para qualquer categoria de alimento esta
resolucdo define que estes microrganismos devem estar
ausentes em uma amostra de 25 g. Dionizio et al. (2003)
pesquisaram Salmonella sp. em amostras queijo Minas Frescal
e requeijdo em barra e ndo encontraram o microrganismo. Os
autores relacionaram a auséncia da bactéria a existéncia de
grande multiplicacdo de coliformes no meio seletivo para
Salmonella sp. Da mesma forma, corroborando com o0s
resultados encontrados no presente trabalho, Peresi et al.
(2001) n&o identificaram a presenca de Listeria monocytogenes
em 60 amostras de queijo Minas Frescal.

O queijo colonial ndo possui Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade (RTIQ). O MAPA o enquadra como
gueijo semi-gorduroso (25,0 a 44,9% de gordura) e de média
umidade (36 a 45,9%) conforme a Portaria n°146 (BRASIL,
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1996). As médias encontradas para as caracteristicas fisico-
quimicas, de acordo com o nivel de CCS, (Tabela 10) reinem
informacdes até entdo ndo publicadas para o queijo colonial, as
quais poderdo ser Uteis para uma possivel caracterizacdo deste
tipo de queijo. Considerando o desvio padrdo encontrado, 0s
queijos, de ambos os grupos de CCS, oscilam entre as
categorias de média a alta umidade. Nesta situacdo, a andlise
fatorial ndo revelou relacdo entre a umidade e as demais
variaveis analisadas, como CCS e rendimento de queijo. Mas,
Mazal et al. (2007) observaram que em leite com alta CCS
pode ocorrer a inibicdo da cultura latica adicionada, pelos
fatores inibidores produzidos pelos leucdcitos presentes, o que
impede a alteracdo do pH da massa de queijo (processo
necessario para a adequada sinérese da massa) resultando em
queijo prato com 2% a mais de umidade comparados aos
queijos produzidos com leite de baixa CCS. Outros autores
também relataram maiores teores de umidade em queijos
produzidos com leite de alta CCS (JAEGGI et al.,, 2003,
VIANNA et al., 2008). A alta umidade nos queijos aumenta a
atividade de agua para os microrganismos e pode desta forma
reduzir a vida de prateleira destes produtos, devido a
deterioracdo precoce.

No que concerne ao teor de gordura dos queijos,
considerando o desvio padrdo de ambos 0s grupos, 0S queijos
estdo alternando de categoria, de semi-gorduroso (25-44,9%) a
magro (10-24,9%). A falta de padrdo nos resultados fisico-
quimicos evidencia a necessidade de critérios mais rigorosos
para producéo deste queijo, ou seja, um RTIQ.
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7 CONCLUSOES

Elevada contagem de células somaticas influencia
negativamente o rendimento simples e seco do queijo colonial,
com maiores perdas de componentes solidos no soro de queijo,
diminuindo a eficiéncia na fabricacdo dos queijos em nivel de
industria.

A contaminagcdo dos queijos independe da
contaminacdo da matéria prima sendo que 0S microrganismos
do grupo coliformes apresentaram relacdo contraria aos
estafilococos no leite cru e positiva no queijo. Apesar de nao
ser identificada a presenca de Listeria monocytogenes e
Salmonella sp., a grande maioria dos queijos ndo estd em
conformidade quanto a contagem de  coliformes
termotolerantes.

Os queijos ndo apresentaram padronizacdo quanto a sua
composicdo fisico-quimica, porém podem ser enguadrados
dentro das normas estabelecidas para queijos de média
umidade.
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APENDICE A — Termo de consentimento

We UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA
& CATARINA - UDESC
UDESC GABINETE DO REITOR

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
ENVOLVENDO SERES HUMANOS — CEPSH

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) estd sendo convidado a participar de uma
pesquisa de mestrado intitulada “Avaliacdo do rendimento industrial,
atributos microbioldgicos e  fisico-quimicos de queijo colonial
produzido a partir de leite com dois diferentes niveis de células
somaticas” que fara a aplicacdo de um questionario tendo como
objetivos caracterizar a propriedade, o rebanho e os métodos de
obtencdo, higiene e armazenamento do leite. Amostras de leite cru
serdo coletadas e analisadas para a Contagem bacteriana total,
Composicdo do leite (gordura, proteina, solidos totais, caseina e
lactose) e Contagem de células somaticas (CCS). Serdo previamente
marcados a data e horario para as perguntas utilizando o questionario
e coleta de amostra de leite cru. O questionario sera analisado na
Universidade do Estado de Santa Catarina — Centro de Ciéncias
Agroveterinarias e o leite analisado no Instituto Federal de Santa
Catarina — Campus Concédrdia e no Laboratério Estadual do Leite
(CIDASC/UNC).

Os riscos destes procedimentos serdo minimos. As perguntas
do questionario ndo devem implicar em constrangimentos pessoais,
mas se assim ocorrer podem néo ser respondidas. Da mesma forma
ocorre com a coleta de amostras de leite. Essa € apenas uma coleta de
leite assim como a realizada para o atendimento da normativa 62/2011
do MAPA, realizada mensalmente pelo laticinio. Esse leite sera
analisado fisico-quimico e microbiologicamente, ndo serd submetido a
analises que ndo as descritas acima. Mas se o0 senhor(a) preferir, ndo
sera coletada amostra de leite.
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A sua identidade serd preservada, pois cada individuo sera
identificado por um ndmero. Os resultados dos questionarios e das
analises das amostras dos leite serdo mantidos sob anonimato.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo serdo a
partir da caracterizacdo da cadeia de lacteos no oeste catarinense sera
possivel avaliar as reais necessidades dos produtores de leite e desta
forma criar projetos futuros que atendam as suas precisoes.

As pessoas que estardo acompanhando os procedimentos serdo
0s pesquisadores, professor responsavel Andre Thaler Neto e a
estudante de mestrado Cecilia Alice Mattiello.

O(a) senhor(a) podera se retirar do estudo a qualquer momento,
sem qualquer tipo de constrangimento.

Solicitamos a sua autorizacdo para 0 uso de seus dados para a
producdo de artigos técnicos e cientificos. A sua privacidade sera
mantida através da ndo-identificacdo do seu nome.

Este termo de consentimento livre e esclarecido é feito em
duas vias, sendo que uma delas ficara em poder do pesquisador e outra
com o sujeito participante da pesquisa.

Agradecemos a sua participacao.

Prof. Andre Thaler Neto Cecilia Alice Mattiello
Pesquisador Responsavel Mestranda
(49)2101-9212 (49)8812-7506

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
CEPSH/UDESC

Av. Madre Benvenuta, 2007 — Itacorubi

Fone: (48)3321-8195 - e-mail: cepsh.reitoria@udesc.br

Florianopolis — SC 88035-001
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TERMO DE CONSENTIMENTO

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa
e, que recebi de forma clara e objetiva todas as explicacOes
pertinentes ao projeto e, que todos os dados a meu respeito serdo
sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medigdes dos
experimentos/procedimentos de tratamento serdo feitas em mim, e que
fui informado que posso me retirar do estudo a qualquer momento.

Nome por extenso

Assinatura Local: Data: [
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APENDICE B — Questionario

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA —
UDESC
CENTRO DE CIENCIAS AGROVETERINARIAS — CAV
MESTRADO EM CIENCIA ANIMAL

1-N° identificacéo propriedade

2-Cidade

3-Proprietario Data: [/ /|
4-Telefone

5-Area total da propriedade:

6- N° de animais em ordenha:

7- Raga dos animais:

8- PERFIL DO PRODUTOR/RESPONSAVEL PELA
PRODUCAO

8.1- NUmero de pessoas moram na propriedade?

()Um () Dois ( )trés ( )quatro ( )cinco () >cinco
Quantas?

8.2- Renda liquida mensal da propriedade (Salario Minimo Base:
R$ 788,00).

()Um () Dois ( )trés ( )quatro ( )cinco () >cinco
Quantos?

8.3- O leite é a principal atividade da propriedade?

( )Sim () Algumas épocas do ano apenas ( ) Ndo

8.4- Numero de pessoas que trabalham com o leite?

()YUm ()Dois ( )trés ( )quatro ( )cinco ( )>cinco
8.5- Quem séo as pessoas que efetuam a ordenha?

( ) Esposa ( ) Filho (s) ( ) Esposa e filho
( ) Marido ( ) Outro (s)

( ) Esposa e integrante da (x)Familia
Marido familia

( ) Marido e ( ) Funcionario

Filho (s)
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8.6- Ha quantos anos trabalha na atividade?

() <de ()la3 ()4a6 ()7a9
1ano anos anos anos

8.7- Grau de escolaridade

( ) Ensino fundamental ( ) completo ( ) incompleto
( ) Ensino médio ( ) completo () incompleto
( ) Ensino superior ( ) completo () incompleto
( ) Analfabeto

()>10
anos

9-EQUIPAMENTOS DE ORDENHA E REFRIGERACAO

9.1- Tipo de Ordenha

( )Mecanica balde ao pé ( ) Mecanica canalizada

( )Mecénica balde ao pé com ( ) Manual
transferidor

9.2- Manutencéo de equipamentos de ordenha
( ) Periddica

( ) Eventual/ quando h& problema

( ) Néo Faz

9.3- Resfriamento do leite

( ) Tanque de imersao ( ) Freezer

( ) Tanque de expansao ( ) N&o resfria
9.4- Capacidade do tanque de expanséo: L

9.5- Média do volume de leite a cada ordenha:

9.6- Utiliza filtro no equipamento de ordenha? () Sim

9.7- H& 4gua quente para limpeza dos equipamentos?
() Sim ( ) Néo

9.8- E realizado controle da temperatura da agua?

() Sim ( ) Néo

9.9- Qual tipo de aquecedor?

( ) Néo

9.10- O equipamento é enxaguado com agua morna apo6s a

ordenha ateé que a agua sai limpa?
() Sim ( ) Néo
Como
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9.11- E utilizado detergente alcalino na limpeza com &gua
gquente?

() Sim ( ) Néo

9.12- Realiza limpeza com detergente acido?

() Sim ( ) Néo Quial o intervalo?

10- Como vocé faz o processo de ordenha? (enumerar em ordem
cronoldgica, usando 0 para o que nao for feito )

( ) Lava as maos antes de iniciar a ordenha. Como:
( ) Faz o teste da caneca de fundo preto.

() Elimina os primeiros jatos no caneco de fundo preto.
( ) Lava/ limpa os tetos. Como:
( ) Seca os tetos. Como:
() Utiliza pré-imersdo (pré-dipping). Qual desinfetante:

( ) Desinfeta as tetas apds a ordenha (pos-dipping). Qual
desinfetante:

() Resfria imediatamente o leite.

11- Tipo de Teste de Mastite

( ) 1. Teste da Caneca Diério ( ) 6. CMT Diério

() 2. Teste da Caneca ()7.CMT Semanal

Semanal ( ) 8. CMT Quinzenal

() 3. Teste da Caneca () 9. CMT Mensal

Quinzenal ( ) 10.CMT quando acha
( ) 4. Teste da Caneca Mensal necessario

( ) 5. Teste da Caneca quando

acha necessério

12.1- A coleta de leite é

realizada: 12.2- Recebe bonificacdo do
( ) Diariamente laticinio por qualidade do
( ) Acada 2 dias leite? ( ) Sim ( ) Néo

( ) A cada 3 dias
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12.3- Qual incentivo?

( )volume () %gordura
( ) Y%proteina ( ) CCS
()CBT ( ) Outro

13.1- Qual origem da agua
utilizada na propriedade?
() Rede de distribuicdo
( ) Poco artesiano ( ) Riacho
( ) Cisterna () Outro:

13.2- A é&gua passa por
algum tratamento?

() Sim ( ) Néo

Qual:

13.3- Qual sua opinido sobre a agua da propriedade utilizada na

ordenha?
() Otima

( )Regular
() Boa () Ruim

( )Péssima

12.4 - A agua utilizada para higienizacdo dos equipamentos é a

mesma consumida?

( )Sim () Nao. Qual a origem?

Observagoes:
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APENDICE C - Fluxograma do queijo colonial

Analise e recepgﬁo do leite ‘

Pasteurizagao rap1da 15 20s/72-75°C '

dicao de m&redlentes
Cultura lactea (BV DEX-06), corante urucum (BV R25), cloreto de célcio (Solugéo de cloretode
calcioBV)

Pré-maturagdo: 30 min, 33 —35 °C |

Adicao ?16 coalho I
Coalho liquido BV - Aprox. §\o; min até formacao do coagulo

Corte
Liras manuais, verticais e horizontais, de inox, formando cuboscom?2 a 3 cm de aresta

Mexedura e aquecimento: 30 min. a 42 °C ‘

. A2 _ .
Pré prensagem no tanque ‘

Enformagem ‘

AV -
1* Prensagem: forca 4 bar ‘

A
Inversao das pecas ‘

AV

2 Prensagem: forca 4 bar ‘

W

Descanso das pegas até atingir pH < 5,4; em temperatura ambiente ‘

RV
X Salga |
salmoura, em cdmara refrigerada —9 a 10 °C—12 h, 22 °Be

I SeC}léém m—

cdmara de secagem, 4 dias, 5 —8 °C

\V4
; ~mbalagem . |
a0 5° dia de fabricacdo; a vacuo, em polietileno

: Maturacao |
10 dias — cdmara refricerada — 10 a 12 °C

J:stocagem \
até 4 meses, camara fria —0 a 8 °C
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APENDICE D - Anélises Microbioldgicas no leite

Enumeracdo de aerobios mesofilos

Posteriormente as diluices até 10° em agua peptonada, era
feito o plagueamento em profundidade em Plate Count Agar (PCA).
Com 1 mL da amostra na placa de Petri estéril, era vertido na placa
12 a 15 mL do PCA previamente fundido e resfriado a 44 - 46 °C. As
placas eram incubadas 36 °C por 24 - 48h. Para homogeneizar o
inéculo com o meio, aplicava-se a técnica de Pour-plate, que
consiste em fazer movimentos das placas na forma de oito, de 8 a 10
vezes em sentido horério e anti-horario.

Coliformes a 35 °C e 45°C

As andlises foram realizadas atraves da Técnica do NUmero
Mais Provavel (NMP). Para o teste presuntivo, aliquotas de 1,0 mL
das amostras diluidas (10" a 10®) em &gua peptonada foram
inoculadas em séries de 3 tubos de caldo Lauril Sulfato Triptose
(LST), incubadas a 35 °C por 24 - 48h. Apoés a incubacdo, onde havia
presenca de gas nos tubos foi realizado o repique para os caldos
Verde Brilhante e EC, para o teste confirmativo para coliformes a
35°C e coliformes 45°C, respectivamente. ApOs a incubacdo a
temperatura respectiva e por 24 - 48h eram verificadas a presenca ou
auséncia de gas nestes tubos, reportando-se as tabelas de NMP para a
expressao dos resultados.

Enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva

Aliquotas de 1,0 mL das amostras diluidas (10 a 10°) em
agua peptonada eram inoculadas em agar Baird-Parker adicionado de
emulsdo de gema de ovo e telurito de potassio com auxilio de Alca
de Drigalski e incubadas a 35 - 37 °C por 48h. Colonias tipicas e
atipicas eram repicadas para caldo infusdo cérebro-coracdo (BHI),
incubado a 35 - 37 °C por 24h. A prova de producéo de coagulase foi
realizada utilizando-se plasma de coelho liofilizado (0,5 mL), onde a
amostra (0,5 mL) permanecia em banho-maria a 37 °C com o plasma
adicionado por 6h. Para as amostras positivas, prosseguia-se com 0
teste da catalase e a coloracdo de Gram para confirmacdo. Teste da
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catalase: Adicionava-se 1 mL de perdxido de hidrogénio 3% a
cultura, observando presenca de borbulhamento (positivo) ou
auséncia (negativo).

Enumerag&o de microrganismo psicrotroficos

Apbs realizadas as diluictes até 10° em &gua peptonada, era
feito o plagueamento em profundidade em Plate Count Agar (PCA).
Com 1 mL da amostra na placa de Petri estéril, era vertido na placa
12 a 15 mL do PCA previamente fundido e resfriado a 44 — 46 °C.
As placas eram incubadas a 7 °C por 10 dias. Para homogeneizar o
indculo com o meio, aplicava-se a técnica de Pour-plate.

Para todos os casos de plagueamento, apds o periodo de
incubacdo, fazia-se a contagem das col6nias em contador manual de
colonias. Eram escolhidas as placas com 25 a 250 col6nias.
Calculava-se-se 0 numero de unidades formadoras de colénias (UFC)
por mililitro da amostra multiplicando-se o nimero de col6nias pelo
inverso da diluicdo inoculada.
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APENDICE E — Anélises microbioldgicas no queijo

Para a enumeracéo de coliformes a 35°C, coliformes a 45°C e
Staphylococcus coagulase positiva, 25 g de amostra eram pesadas
assepticamente em camara de fluxo laminar e homogeneizadas com
225 mL de &gua peptonada (0,1%) em Bag-mixer®, durante um
minuto no Stomacher. Ap6s a homogeneizacdo, eram preparadas
diluicbes decimais sucessivas, utilizando-se como diluente agua
peptonada 0,1%, a partir das quais eram inoculados os meios de
cultura apropriados para cada analise.

Para a deteccdo de Salmonella sp. e Listeria monocytogenes,
25g de amostra eram pesados assepticamente em camara de fluxo
laminar e homogeneizados com 225 mL de caldos de pré-
enriguecimento especificos.

Coliformes a 35 °C e 45°C

As anélises eram realizadas através da Tecnica do Numero
Mais Provavel (NMP). Para o teste presuntivo, aliquotas de 1,0 mL
das amostras diluidas (10" a 10®) eram inoculadas em séries de 3
tubos de caldo Lauril Sulfato Triptose (LST), incubadas a 35 °C por
24-48h. Apds a incubacdo, era verificada a presenca de gas nos tubos
e realizado o repique para os caldos Verde Brilhante e EC dos tubos
positivos, para o teste confirmativo para coliformes a 35°C e
coliformes 45°C, respectivamente. Apos a incubacdo a temperatura e
tempo adequados, era verificada a presenca de gas nestes tubos,
reportando-se as tabelas de NMP para a expressdo dos resultados.

Enumeracdo de Staphylococcus coagulase positiva

Aliquotas de 1,0 mL das amostras diluidas (10 a 10°) eram
inoculadas em agar Baird-Parker adicionado de emulsdo de gema de
ovo e telurito de potassio com auxilio de Alca de Drigalski e
incubadas a 35-37 °C por 48 h. Coldnias tipicas e atipicas eram
repicadas para caldo infuséo cérebro-coracdo (BHI), incubado a 35-
37 °C por 24h. A prova de producdo de coagulase era realizada
utilizando-se plasma de coelho liofilizado, onde a amostra
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permanecia em banho-maria a 37 °C com o plasma adicionado por 6
h. Para as amostras positivas, prosseguia-se com o teste da catalase e
a coloracéo de Gram para confirmacao.

Detecgdo de Salmonella sp.

A etapa de pré-enriquecimento da amostra era realizada
utilizando-se agua peptonada tamponada, incubada a 35 °C por 24h.
Para o enriquecimento seletivo, eram inoculados, a partir do meio de
pré-enriquecimento, os caldos Selenito-Cistina e Rappaport-
Vassiliadis, incubados a 41 °C por 24h. A partir destes meios, eram
inoculados os meios solidos Agar Verde Brilhante Vermelho de
Fenol Lactose Sacarose (BPLS) e Xilose Lisina Desoxicolato (XLD),
a fim de proceder-se com o isolamento e selecdo de col6nias tipicas
de Salmonella.

As colbnias suspeitas eram entdo inoculadas em 4&gar
nutriente (24h - 36 °C) e submetidas as seguintes provas
bioguimicas: fermentacdo de aglcares (agar TSI), descarboxilacdo da
lisina, producdo de urease, motilidade, producdo de H,S e teste de
indol. Se verificado perfil bioquimico compativel com Salmonella
sp., era realizado o teste soroldgico, utilizando-se soro somatico
polivalente para a confirmagéo da presenca deste microrganismo, que
baseia-se na reacdo antigeno-anticorpo, com consequente aglutinacéo
do antigeno frente ao anti-soro para Salmonella polivalente “O”.

Deteccdo de Listeria monocytogenes

Para a etapa de enriguecimento seletivo, 25 gramas de queijo
eram acondicionadas em saco plastico estéril, contendo 225 mL de
Caldo de Enriquecimento para Listéria (LEB).

A selecdo e o isolamento eram realizados em &gar Oxford
(AO). No AO, as colbnias de Listeria sp. apresentavam-se pretas,
rodeadas por halo negro devido a hidrolise da esculina. Em seguida,
as colénias tipicas crescidas no AO eram repicadas para o Agar
Triptona de Soja (TSA) e para o extrato de levedura, onde
permaneciam incubados a 30 °C por 24 - 48h. A confirmacgédo da
presenca de Listeria sp. dava-se pela prova bioquimica por meio da
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reacdo da catalase, do teste da motilidade, da coloragcéo de Gram e do
API. Identificacdo de Listeria monocytogenes: Para a diferenciacéo
das espécies de Listeria sp. era utilizada a identificacdo por meio de
um sistema de testes bioguimicos miniaturizados padronizados, o
API Listeria (Biomeriux)®.

Para todos os casos de plagqueamento, apds o periodo de
incubacdo, fazia-se a contagem das col6nias em contador manual de
colonias. Eram escolhidas as placas com 25 a 250 coldnias.
Calculava-se-se 0 numero de unidades formadoras de colénias (UFC)
por mililitro da amostra multiplicando-se o nimero de col6nias pelo
inverso da diluicdo inoculada.
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APENDICE F — Analise centesimal do queijo

Matéria seca liofilizada

Em geral, a liofilizagdo compreende uma das etapas de
preparacdo das amostras de origem animal. Inicialmente, a amostra
in natura era cortada em pequenos pedacos em forma de cubo (2 x 2
cm). Uma quantidade de 50 a 200 g (x0,01) da amostra era pesada
em uma bandeja de aluminio de 250 mL previamente tarada. A
amostra era desidratada por no minimo 48 h em um liofilizador JJ
Cientifica LJI-030 (Sdo Carlos, SP, Brasil) seguindo as
recomendacdes de operacdo do fabricante do equipamento. A
amostra era devidamente moida para determinagdes posteriores. A
determinacdo da matéria seca liofilizada era realizada por
gravimetria de acordo com a equacao a seguir.

MS—Lio(%) = % x 100

Onde:
MS-Lio: contetido de residuo seco, em % (m/m), ap6s liofilizacéo;
Mgs: Massa de residuo liofilizado (g);
m;: massa inicial de amostra in natural (g).

Matéria seca
O procedimento analitico para determinac¢do do contetdo de

matéria seca era baseado no método IAL 012/1V descrito no manual
de Métodos de Analises Fisico-Quimicas de Alimentos do Instituto
Adolfo Lutz (2008). Inicialmente, cerca de 2 g (0,0001) da amostra
eram pesados em um cadinho de porcelana previamente tarado. A
secagem da amostra era realizada em estufa microprocessada Quimis
Q317M (Diadema, SP, Brasil) a 105 °C por 18 horas. A
determinacéo da matéria seca era realizada por gravimetria de acordo
com a equacao a sequir.

Mps

MS(%) = —— x 100
T

Onde:
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MS: contetdo de residuo seco, em % (m/m), ap6s aquecimento a 105
°C por 18 h;

Mgs: Massa de residuo seco (Q);

m;: massa inicial de amostra (Q).

Matéria mineral

A anélise para determinagdo do contetdo de cinzas (matéria
mineral) era baseada no método n° 36 descrito no Compéndio
Brasileiro de Alimentacdo Animal (CBAA, 2009). Inicialmente,
cerca de 2 g (x0,0001) da amostra eram pesados em um cadinho de
porcelana previamente tarado. A secagem da amostra era realizada
em estufa microprocessada Quimis Q317M (Diadema, SP, Brasil) a
105 °C por 18 horas. Em seguida, a amostra seca era calcinada em
forno mufla a 550-600 °C até obtencdo de cinzas claras (por no
minimo 3 horas).

A determinagdo da matéria mineral era realizada por
gravimetria de acordo com a equacao a seguir.

m
CZ(%) = T::” x 100

Onde:
CZ: conteudo de residuo mineral, em % (m/m), ap6s calcinagao por 3 h;
Mgm: Massa de residuo mineral (g);
m;: massa inicial de amostra (g).

Nitrogénio total em amostras sélidas pelo método de combustéo

A concentracdo de N era determinada em analisador Leco FP-
528 (St. Joseph, Michigan, USA) seguindo as recomendacdes do
fabricante, de acordo com a AOAC 990.03. O gerenciamento do
instrumento era realizado com o software Leco FP-528 (St. Joseph,
Michigan, USA). Na determinacédo, 0,2 g (x0,0001) da amostra era
inicialmente pesado em um cadinho de folha de estanho. Em seguida,
a amostra era introduzida automaticamente em um forno de
decomposicdo a 850 °C com atmosfera rica em O, para rapida
combustdo. Sob fluxo de He ultrapuro (200 mL/minuto) e acdo
catalitica de Cu metélico a 750 °C, as espécies de NOy geradas eram
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reduzidas a N,. O CO; e a H,O produzidos na combustdo eram
removidos por filtracdo sobre suportes de Lecosorb (20-30 mesh) e
Anhydrone (10-16), respectivamente. O N, remanescente em fluxo
de He era, entdo, detectado em célula de condutividade térmica. O
contetido de N, expresso em mg.Kg™, era determinado por calibracdo
externa usando uma curva analitica preparada com EDTA (Leco
calibration sample P/N 502-092). A faixa de trabalho do
equipamento era de 0.016 a 100%, equivalente a 0.04 até 300 mg em
massa absoluta de N. O valor de proteina bruta é estimado
considerando-se o fator de 6,38.

Extrato etéreo

O procedimento analitico para determinacdo de extrato etéreo
era baseado no método oficial AOCS Am 5-04 aprovado pela
American Oil Chemists' Society. Inicialmente, de 1 a 2 g (x0,0001)
da amostra eram pesados em uma bolsa-filtro Ankom XT4
previamente tarada. A bolsa filtro era selada e a amostra seguia para
secagem a 105 °C por 3 h em estufa microprocessada Quimis
Q317M (Diadema, SP, Brasil). A amostra era, entdo, extraida com
éter de petrdleo (faixa de destilacdo de 30-70 °C) sob alta pressédo a
90 °C por 90 minutos em sistema Ankom XT15 (Macedon, NY,
USA) seguindo as recomendacfes do fabricante do equipamento.
Apo6s a extracdo, a amostra seguia novamente para secagem sob as
mesmas condi¢Oes descritas anteriormente. O contetdo de extrato
etéreo (constituido, predominantemente, por triacilglicerdis) era
determinado indiretamente por gravimetria de acordo com a equagao
a sequir.

EE(%) = ™™ 400

(mg—my,)
Onde:
EE: conteudo de extrato etéreo em %;
m;: massa da amostra seca a 105 °C por 3 h + massa da bolsa filtro
(9);
m,: massa da amostra extraida e seca a 105 °C por 3 h + massa da
bolsa filtro (g)
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m3: massa inicial da amostra + massa da bolsa filtro (g);
m,: massa da bolsa filtro (g).

Energia bruta

A energia bruta (valor cal6rico) de amostras solidas era
determinada em calorimetro Leco AC500 (St. Joseph, Michigan,
USA) seguindo as recomendacdes do fabricante. A determinagéo da
energia bruta com este equipamento estava em conformidade com as
normas ASTM D5865, ASTM D4809 e DIN 51900. Na
determinacéo, 1 g (£0,0001) da amostra era inicialmente pesado em
um cadinho de metal, que posteriormente é introduzido em um vaso
de decomposicdo. A combustdo da amostra acontece em atmosfera
rica em O, (400 psi) e a variacdo de temperatura (AT) do sistema era
determinada. O resultado de energia bruta era expresso em Kcal/Kg.
O desvio padrao relativo (DPR) era < 0,05% com base na analise do
acido benzoico em pellet de 1 g.

Elementos minerais

O procedimento analitico para abertura de amostras sélidas
por digestdo nitrico-perclorica era baseado no método oficial AOAC
975.03 (b) descrito pela Association of Official Analytical Chemists
(AOAC, 1995). Inicialmente, 0,5 g (£0,0001) da amostra era pesado
em um tubo para digestio de 100 mL e, em seguida, eram
adicionados 6 mL de HNO3;-HCIO,4 8:1 v/v. A mistura permanecia
em repouso por 18 horas para decomposic¢do preliminar. Entdo, a
amostra era completamente digerida com o seguinte programa de
aquecimento: mantinham-se a 140 °C por 30 minutos; aumentava-se
a temperatura para 180 °C a uma taxa de 1 °C/minuto; mantinha-se a
180 °C para reducdo do volume até aproximadamente 1 mL. ApoOs
resfriamento, o volume do digerido era corrigido para 25 mL com
agua ultrapura e os elementos de interesse eram, posteriormente,
analisados na solugéo da amostra.

A quantificagcdo dos elementos Ca, P, Na e K era realizada
por aspiracdo direta da solugdo da amostra (original ou devidamente
diluida) em um espectrobmetro de emissdo Optica em plasma
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indutivamente acoplado (ICP-OES) PerkinElmer Optima™ 8300
(PerkinElmer Singapura PTE. LTD., Singapura) seguindo as
recomendacgdes do fabricante do equipamento. A quantificagcdo dos
elementos era realizada por calibracdo externa, usando-se uma curva
analitica mista preparada em &agua ultrapura. A concentracdo das
espécies na amostra era calculada pela equacéo a seguir.

Cex FDxV,
(—) x 1000

E(mg.Kg™) =
Onde:
E: contelido do elemento de interesse (Ca, P, Na, K) em mg.Kg™;
Ce: concentracdo do elemento de interesse determinada na solucéo
(mg/L);
FD: fator de diluicéo;
Vi: volume inicial da solugdo da amostra ap6s a abertura (L);
M,: Massa de amostra (g).

o



