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RESUMO

Este estudo avaliou o leite, creme de leite e queijo colonial produzidos a partir de leite de vacas
suplementadas ou ndo com 6leos essenciais (OE) de eucalipto (126 g/kg) e menta (87 g/kg),
testando a hipotese de que esses produtos aromaticos, embora benéficos para a satde animal,
ndo seriam incorporados nos lacteos. Um total de 40 vacas em lactacéo foi dividido em dois
grupos de 20, com o grupo tratado recebendo 3,6 ml de OE por vaca ao dia e o grupo controle
ndo recebendo a suplementacédo. O delineamento foi inteiramente casualizado, com 14 dias de
adaptacdo e 17 dias de coleta de leite. Nos dias 15 e 16, o leite foi usado para producéo de
queijo colonial, com maturacdo monitorada aos 7, 20, 45 e 60 dias (para analise do
microbioma). Nos dias 20 e 21, o leite foi destinado a producédo de creme de leite, que passou
por analise sensorial, e nos dias 30 e 31 houve nova coleta para analise do leite. As analises
fisico-quimicas e microbioldgicas mostraram que os produtos atendiam aos padrdes legais, sem
diferenca significativa na composicéo entre os grupos. O teor de gordura no queijo variou de
28,0% a 33,5% (controle) e de 28,5% a 34,0% (tratado), enquanto a umidade oscilou entre
35,61% e 47,34% (controle) e entre 34,50% e 46,74% (tratado). Em relacdo ao TBARS
(indicador de oxidacéo lipidica), houve menor oxidacao no queijo tratado aos 45 dias (p < 0,05).
Dentre os &cidos graxos, o tratamento com OE resultou em aumento dos saturados e reducédo
dos insaturados (p < 0,05). No teste sensorial CATA, com 120 avaliadores, o leite do grupo
tratado foi descrito como mais doce (p = 0,004), menos aguado (p = 0,040) e mais opaco (p =
0,071). O creme de leite mostrou semelhancas para a maioria dos atributos, e 0s queijos aos 20
e 45 dias foram percebidos como similares, embora o queijo do grupo tratado, aos 45 dias, fosse
descrito como mais gorduroso (15% vs. 8%, p = 0,021) e picante (10% vs. 4%, p = 0,035),
mesmo que esses atributos tenham sido pouco citados (<15%). N&o houve diferenca no
microbioma dos queijos entre 0s grupos, porém observou-se menor contagem de patdgenos no
grupo tratado, possivelmente pela a¢do antimicrobiana dos OE. Conclui-se que, embora o
tratamento com OE tenha gerado alteraces no perfil de oxidacéo lipidica e acidos graxos, ndo
afetou as caracteristicas organolépticas a ponto de inviabilizar o consumo dos produtos. Houve
uma reducgdo na presenca de microrganismos patogénicos no grupo tratado, sugerindo um efeito
antimicrobiano seletivo dos OE sem afetar os fermentos lacteos ou a matura¢do dos queijos, 0

que poderia contribuir para a seguranca microbioldgica dos lacteos.

Palavras-chave: Bovinocultura leiteira; Derivados lacteos; Oleos essenciais; Microbioma.
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ABSTRACT

This study evaluated milk, cream, and colonial cheese produced from cows supplemented or
not with essential oils (EO) of eucalyptus (126 g/kg) and mint (87 g/kg), testing the hypothesis
that, although beneficial to animal health, these aromatic products would not be incorporated
into dairy products. Forty lactating cows were divided into two groups of 20, with the treated
group receiving 3.6 ml of EO per cow per day and the control group receiving no
supplementation. A completely randomized design was applied, with 14 days of adaptation and
17 days of milk collection. On days 15 and 16, the milk was used to produce colonial cheese,
with maturation monitored at 7, 20, 45, and 60 days (for microbiome analysis). On days 20 and
21, the milk was processed into cream, which was evaluated for sensory properties, and on days
30 and 31, milk was collected again for sensory analysis. Physicochemical and microbiological
analyses showed that all products met legal standards, with no significant compositional
differences between groups. Fat content in the cheese ranged from 28.0% to 33.5% (control)
and from 28.5% to 34.0% (treated), while moisture varied between 35.61% and 47.34%
(control) and between 34.50% and 46.74% (treated). For TBARS (a lipid oxidation indicator),
the treated cheese showed lower oxidation at 45 days (p < 0.05). Among fatty acids, EO
treatment increased saturated fatty acids and reduced unsaturated fatty acids (p < 0.05). In the
CATA sensory test, conducted with 120 untrained evaluators, the milk from the treated group
was described as sweeter (p = 0.004), less watery (p = 0.040), and more opaque (p = 0.071).
The cream exhibited similarities in most attributes, and cheeses at 20 and 45 days were
perceived as similar, although the 45-day aged cheese from the treated group was described as
greasier (15% vs. 8%, p = 0.021) and spicier (10% vs. 4%, p = 0.035), though these attributes
were cited by fewer than 15% of participants. No difference was found in the cheese
microbiome between groups; however, the treated group showed a lower count of pathogenic
microorganisms, possibly due to the antimicrobial action of EO. We conclude that, while EO
treatment altered lipid oxidation and fatty acid profiles, it did not affect the organoleptic
characteristics enough to impair the products' consumer viability. A reduction in pathogenic
microorganisms in the treated group indicates a selective antimicrobial effect of EO, which did
not affect dairy starters or cheese maturation, potentially contributing to the microbiological

safety of dairy products.

Keywords: Dairy cattle farming; Dairy products; Essential oils; Microbiome.
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva do leite tem grande importancia econdmica e social no mundo todo.
No Brasil, tem ampla importancia na geracdo de empregos no campo, nas industrias, assisténcia
técnica e comercializacdo de produtos. Com a publicacdo das Instru¢cdes Normativas nimero
76 e 77 de 2018 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), houve uma
rapida e necessaria adequacdo dos parametros de qualidade para produtos lacteos. Dentre estes,
destacam-se o limite minimo dos componentes do leite, como a contagem de células somaticas
(CCS), a contagem padrdo em placas (CPP), bem como as indicacGes relacionadas as
temperaturas de estocagem e transporte, que estdo mais rigorosas. Com isso, ocorre maior
destinacdo de leite de menor qualidade para producdo de tipos variados de queijo, nas
propriedades rurais. Devido a alta incidéncia de leite instavel ndo acido (LINA) em propriedade
de pequenas, muitas vezes o leite é destinado a produgdo de queijos do “tipo colonial” (Kunz
etal., 2024).

Diante deste cendrio, ndo ha padronizacgdo estipulada para o processo produtivo, e nao
se conhece de forma clara o resultado dos diferentes processos empregados na producao de
queijo “tipo colonial artesanal”. Também vale ressaltar que produtos utilizados na alimentagao
animal, até mesmo como aditivos, podem auxiliar na prevencéao, diminuigdo, ou correcdo de
problemas. Uma alternativa € o uso de OE, os quais podem atuar de diversas formas no
organismo, com possiveis efeitos sobre a qualidade do leite. Os OE podem atuar melhorando o
sistema imune e antioxidante dos animais, alterar caracteristicas fermentativas ruminais, e até
mesmo condicdes fisioldgicas (estresse por calor) (Silva et al., 2020). Ha diversos produtos no
mercado com diferentes finalidades e poucas pesquisas técnico-cientificas, que caracterizam
seu efeito sobre produtos lacteos. Para alinhar o presente trabalho as necessidades da indudstria
e orgdos governamentais em obter informacgbes sobre produtos produzidos no estado, foi
utilizado no presente estudo o queijo colonial e creme de leite. Com isso, os dados gerados
poderdo gerar informacOes relevantes para o processo produtivo e industrializacdo destes
produtos.

Um dos enfoques da pesquisa é a caracterizagdo de processos de confeccdo do queijo
tipo colonial, um produto de representatividade no estado de Santa Catarina e que possui
importancia econdémica pela geracéo de renda de produtores de leite. Além da possibilidade de
monitoramento da qualidade do leite que chega aos laticinios, a avaliacdo do efeito de aditivos
alimentares ja considerados comuns na alimentacdo animal serd investigada. Esta pesquisa

justifica-se ao passo que ndo ha na literatura técnica e cientifica, resultados que caracterizam
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esse produto no estado de Santa Catarina, especialmente com relacdo ao microbioma do
produto, o qual pode ser especifico e trazer caracteristicas exclusivas ao produto produzido na
regido.

Um requisito observado é a composicdo do microbiana dos queijos, porém ainda nédo
conhecido destes produtos regionais. A composi¢do dos microrganismos presentes é
importante, pois estes estdo envolvidos em vias metabdlicas, modificando-as. Também podem
atribuir sabores e aromas aos alimentos e mesmo configurar o alimento como um probiético.
Ao longo do tempo, a composicao e funcionamento da microbiota podem sofrer influéncias de
diferentes fatores: ambiente, manipulacdo dos alimentos, uso de antibioticos na producao
animal, doencas, entre outros (Menezes et al., 2014). Dentre as técnicas utilizadas para
descrever a microbiota sdo utilizadas as baseadas em cultura para identificar bactérias lacticas,
além de microrganismos deteriorantes e patogénicos presentes nos gueijos. No entanto, quando
uma bactéria ndo é cultivavel, o que pode acontecer com a maioria das espécies, esses métodos
ndo conseguem identifica-las. Assim, métodos independentes de cultura, como o
sequenciamento de alto rendimento baseado no gene 16S rRNA, sdo mais adequados para
avaliar a microbiota (Endres et al., 2021).

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar se a inclusdo de OE de menta
e eucalipto na dieta de vacas leiteiras altera as caracteristicas organolépticas e 0 microbioma
dos produtos lacteos produzidos a partir desse leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO DE LEITE E DERIVADOS

2.1.1 Leite

O crescimento da producéo leiteira na cadeia produtiva do leite tem grande importancia
econdmica e social no mundo todo. No Brasil, tem ampla importancia na geracdo de empregos
no campo, nas industrias, assisténcia técnica e comercializa¢do de produtos.

Diante do cenario de maior destino de leite de menor qualidade para a producéo de
queijo do “tipo colonial”, ndo ha padronizagdo estipulada para o processo produtivo do mesmo,
e ndo se conhece de forma clara o resultado dos diferentes processos realizados. Neste contexto,
vale ressaltar que produtos utilizados na alimentagdo animal, até mesmo como aditivos, podem
auxiliar na prevencdo, diminuicdo, ou correcdo de problemas. Uma alternativa é o uso de OE,
0s quais podem atuar de diversas formas no organismo, com possiveis efeitos sobre a qualidade
do leite.

O crescimento na producgdo de leite no mundo esta vinculado principalmente a paises
emergentes nesta categoria de producéo e ocorre gragas ao crescimento no nimero de vacas em
seus territdrios e ndo ao aumento no potencial leiteiro de cada animal, visto que o0s
investimentos em saude, alimentacédo e genética destes rebanhos sdo falhos (FAO, 2020). Neste
contexto, o Brasil se encontra no quinto lugar na producio mundial de leite, sendo que a india
ocupa a primeira colocacgéo, seguida dos Estados Unidos, Paquistdo e China (FAO, 2022).

Desde 2021 a producdo brasileira de leite tem se mantido no patamar das 35,3 milhdes
de toneladas (Embrapa, 2020; IBGE, 2022), o0 que demonstra estagnacéo na producao nacional.
A maior parte da producgdo ocorre em pequenas e médias propriedades, fazendo-se presente em
98% dos municipios brasileiros (Embrapa, 2020) e reunindo cerca de um milhdo de produtores
(IBGE, 2023). A média mundial da producdo por vaca é de aproximadamente 2.660 litros de
leite na lactacdo, enquanto a brasileira é de 2.280 litros por vaca/ano (Embrapa, 2020). No geral
o Brasil apresenta baixa producdo por animal em comparacdo a paises em que a atividade
leiteira possui maior desenvolvimento, entretanto nosso pais possui regides com grande
producdo por animal, como a regido de Ponta Grossa, Castro e Carambei, Parana (PR), com
produtividade de até 8.541 litros/vaca/ano (Embrapa, 2022).

Com uma produgdo mais constante ao longo do ano, a industria de laticinios brasileira
tambem tem se beneficiado. No ano de 2021 o estado de Santa Catarina produziu o0 montante
de 2.944.843 bilhdes de litros de leite, responsavel por 11,8% da producdo nacional, um

pequeno estado em area territorial para uma grande producdo (ABIQ, 2022). A maior parte dos
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produtores catarinenses (80%) se encontra no Oeste do estado, regido em que o estudo foi
conduzido. Mais dados sobre a producéo lactea consata na Tabela 1.

A producdo leiteira tem evoluido muito ao longo dos anos, principalmente em relacéo a
qualidade do leite produzido, pois este tem um efeito importante no rendimento e na qualidade
do produto final. A composicdo, qualidade higiénica, saide da vaca em termos de mastite e 0
nivel de contaminantes presentes podem ter um impacto no rendimento e/ou qualidade e,
consequentemente, retorno financeiro dos produtos derivados do leite (Langoni et al., 2017).
As Instrucbes Normativas vigentes e estabelecidas pelo MAPA também colaboram para que a
qualidade do leite entregue seja melhor.

O leite € um alimento com boas caracteristicas nutricionais, sendo assim um ambiente
adequado para o crescimento e desenvolvimento de varios microrganismos, 0s quais poderao
impactar diretamente na qualidade e vida Gtil desta matéria prima e por consequéncia nos
produtos derivados (Porcellato et al., 2018). Os derivados lacteos devem seguir 0s parametros
da Instrucdo Normativa N° 161, de 1° de julho de 2022, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2022). No Quadro 1 observa-se os valores maximos da

concentracdo de microrganismos por tipo de derivados do leite.

Tabela 1 - Producéo de leite sob inspec¢éo no Brasil, por regides e principais estados

produtores no ano de 2021 - Em mil litros

Brasil Ano de 2021 Participacdo por estado em 2021 (%)
Total 24.989.331 100,0
Rondbnia 588.41 2,4
Para 229.453 0,9
Norte 964.928 2,9
Ceara 341.051 1,4
Pernambuco 270.790 1,1
Sergipe 307.050 1,2
Bahia 588.848 2,4
Nordeste 1.791.866 7,2
Minas Gerais 6.177.695 24,7
Espirito Santo 236.230 0,9
Rio de Janeiro 488.178 2,0
Sdo Paulo 2.571.073 10,3
Sudeste 9.473.176 37,9
Parana 3.492.803 14,0
Santa Catarina 2.944.843 11,8
Rio Grande do Sul 3.368.110 13,5
Sul 9.805.756 39,2
Mato Grosso 439.794 1,8
Goiéas 2.427.967 9,7
Centro-Oeste 2.992.073 12,0

Fonte: IBGE, 2021. Elaborag8o: adaptada da Conab, 2022.
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O leite é um alimento nutritivo e usado na alimentagdo humana tanto na forma liquida
como na forma de seus subprodutos, como leite em po, queijos, creme de leite, manteiga,
bebidas lacteas e outras. Sendo o queijo um dos produtos mais consumidos e fabricados a partir
do leite. Em alguns locais, como na regido Oeste do estado de Santa Catarina, vé-se a producéo
de um queijo regionalizado, chamado queijo colonial. Por sua identidade, e modo de produgéo
pode ser chamado de um queijo artesanal. A forma de adicionar o coalho, o fermento lacteo, 0s
varios periodos de maturacao sdo caracteristicas que conferem ao queijo colonial a tipificacdo

de um queijo colonial artesanal regional brasileiro (Kamimura et al., 2019; Araujo et al., 2020).

Tabela 2 - Padrdes microbioldgicos para alimentos de acordo com a IN 161 de 2022.

Leite e derivados Contaminacdo

Categoria Micro-organismo/ Toxina/Metabdlito m M

Leite pasteurizado Enterobacteriaceae/ml 10 -

Queijo Enterotoxinas estafilococicas (ng/g) Aus -
Salmonella/25g Aus -
Staphylococcus coagulase positiva/g 102 103
Escherichia coli/g, para queijo ralado ou em p6 102 5x102
Escherichia coli/g para queijo com umidade abaixo 10 102
de 46%
Escherichia coli/g para queijo com umidade igual ou 102 108
acima de 46%
Bolores e leveduras/g somente para queijo ralado ou  5x102 5x103
em pé

Creme de leite Salmonella/25g Aus -
Staphylococcus coagulase positiva/g 10 102
Escherichia coli/g <3 10
Bolores e leveduras 103 104

Fonte: adaptada da IN 161 de 2022.

Para conseguir manter esta identidade do queijo colonial, o estado de Santa Catarina
formulou a Lei N° 18.250, de 10 de novembro de 2021, a qual dispde sobre os requisitos
exigidos para elaboracdo do regulamento técnico de identidade e qualidade do queijo colonial
artesanal (Anexo A). Assim, a identificacdo das comunidades microbianas presentes no leite é
importante para garantir a seguranga alimentar do produto e seus derivados.

Em 07/03/1996, foi estabelecida a Portaria n°® 146, elaborada pelo MAPA (BRASIL,
1996), que define o Regulamento Técnico de Identidade de Queijos. Segundo a portaria queijo
¢ definido como sendo, “o produto fresco ou maturado que se obtém por separagao parcial do
soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de soros
lacteos coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de bactérias especificas,
de &cidos organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade apta para uso alimentar, com

ou sem agregacdo de substancias alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos
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especificamente indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes” (BRASIL, Portaria
n° 146, DE 07 DE MARCO DE 1996).

Em busca de melhoria da qualidade do leite entregue aos laticinios, o pais tem realizado
esforcos de modo a mensurar tal qualidade, por meio de Instru¢cbes Normativas (IN) instituidas
pelo MAPA que preconizam padrdes minimos de identidade do leite cru refrigerado (IN 76 —
MAPA) e critérios e procedimentos para a produgdo, acondicionamento, conservacdo,
transporte, selecdo e recepcdo do leite cru em estabelecimentos registrados no servico de
inspecdo oficial (IN 77 — MAPA) (BRASIL, 2018), além da Lei n° 13.860, de 18 de julho de
2019 (Anexo B) — a qual enfoca as caracteristicas dos queijos artesanais (BRASIL, 2019).

2.1.2 Creme de leite

O creme de leite € o produto lacteo com alto teor de gordura, obtido através do desnate
do leite, e consiste em uma emulsdo de gordura e agua (Hoffmann, 2011a). Possui composi¢édo
similar ao leite integral com o diferencial pela alta quantidade de gordura (Gongalves, 2012).

Pode passar pelo processo de pasteurizacdo, sendo entdo chamado de creme de leite

pasteurizado (Brasil, 1996). E tradicionalmente utilizado na indGstria, como adicional na
fabricacdo de inimeros alimentos principalmente em produtos de panificacéo e cafés, mas nos
ultimos anos ha aumento na procura por produtos estéticos para cuidados pessoais e industria
de bebidas. Considerado um produto de consumo restrito, pois a gordura corresponde a apenas
4% dos constituintes do leite, além de precisar de resfriamento (Hoffmann, 2011b). De acordo
com a legislacdo brasileira (Brasil, 1996), o produto denominado creme de leite é aquele com
teor minimo de 10% de gordura lactea, sendo o creme de leite gordo o que tem no minimo 50%
de gordura. Podendo ser classificados como:

- Creme de baixo teor de gordura ou creme leve (10 a 19,99 gordura/100g de creme);

- Creme (20 a 49,99 de gordura/100g de creme e

- Creme de alto teor de gordura (acima de 50g de gordura/100g de creme).

Quando o creme de leite tem mais que 40% de gordura pode ser classificado como duplo
creme, com mais de 35% de gordura pode ser chamado de creme para bater, e ainda, quando o
creme de leite passar pelo processo e homogeneizagao, pode ser chamado de homogeneizado,
de acordo com a portaria 146/96 (Brasil, 1996). Em 2018, a producdo de creme de leite
ultrapassou a marca de 479 mil toneladas ao ano (Embrapa, 2022).

A avaliacdo sensorial é essencial para que variagdes nas caracteristicas da gordura nos

dois grupos de creme de leite avaliados sejam melhor elucidadas assim como avaliar as
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percepcOes e a aceitacdo dos consumidores, o que pode permitir ou ndo o sucesso dos produtos
no mercado consumidor (Sidel e Stone, 1993).

Na regido sul do Brasil, o creme de leite pasteurizado, com maior concentracdo de
gordura (até de 50%) recebe a denominacdo de nata (Zacarchenco et al, 2014).

Quanto a analise de acidez, o creme de leite deve apresentar o valor maximo de 0,2%
ou 0,2g de acido latico/100g de creme (Brasil, Portaria n° 146, DE 07 DE MARCO DE 1996),
e ndo pode conter aditivo ou adjuvante. Este tipo de creme de leite deve ficar resfriado e mantido
a temperatura nao superior a 8°C (Zacarchenco et al., 2014).

No passado, para producdo do creme de leite, o creme era separado do leite integral por
gravidade. Com a industrializacdo faz-se uso da forca centrifuga gerada por rotagdo, com
desnatadeiras manuais ou elétricas, separando a gordura em forma de creme do leite desnatado
(Huppertz e Kelly, 2006; Smiddy et al., 2009).

2.1.3 Queijo colonial
Muitos paises sdo grandes produtores de queijo, fomentando o comércio local, trazendo
trabalho a populacdo e impulsionando familias a se manter no campo (Embrapa, 2020). Dados
dos maiores produtores mundiais de queijo e a producdo nacional estdo disponiveis na Tabela
3. Apesar de ser grande produtor mundial de leite, a pequena producdo do Brasil chama a
atencdo, uma vez que o pais converte pequena quantidade em producéo de queijo (ABIQ, 2021).
Os Estados Unidos retém o titulo de maior produtor mundial de queijo produzido a partir de

leite de vacas (Faostat, 2021), com producdo de aproximadamente 6 milhdes de toneladas ano.

Tabela 3 - Maiores produtores mundiais de queijo no ano de 2021.

Pais produtor de queijo Quantidade produzida em toneladas
Estados Unidos 5.959.034
Italia 1.185.970
Holanda 953.000
Canada 557.109
Reino Unido da Gra-Bretanha e Irlanda do Norte 470.000
Dinamarca 457.000
Argentina 429.411
Austrélia 381.000
Nova Zelandia 365.000
Irlanda 278.400
Brasil 120.000

Fonte: FOASTAT/ ABIQ, 2021.
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As comparacdes entre diferentes tipos de queijos e regides devem ser cuidadosamente
avaliadas, levando em consideracéo a tecnologia de fabricagdo, composicao do leite e tempo de
maturacdo para cada tipo de queijo analisado. Outro foco da pesquisa é caracterizacdo de
processos de fabrica¢ao do “queijo tipo colonial”, um produto de representatividade no estado
de Santa Catarina e que possui importancia econdmica pela geragéo de renda de produtores de
leite. Além da possibilidade de monitoramento da qualidade do leite que chega aos laticinios, a
avaliacdo do efeito de aditivos alimentares ja considerados comuns na alimentacéo animal sera
investigada. Esta pesquisa justifica-se ao passo que ndo ha na literatura técnica e cientifica,
resultados que caracterizam esse produto no estado de Santa Catarina, especialmente com
relacdo ao microbioma do produto, o qual pode ser especifico e trazer caracteristicas exclusivas
ao produto produzido na regido.

O interesse pela compreensdo da microbiota presente no leite e seus derivados tém
crescido significativamente nas Ultimas décadas. Isso porque a microbiota influencia
diretamente nas caracteristicas do produto final. A microbiota do leite cru e do queijo é
abundante e composta principalmente por bactérias do acido latico (BAL), com os géneros mais
comuns sendo Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus s
(Quigley et al., 2013). Por ser um produto que permanece sob refrigeracdo até sua
industrializagdo, algumas bactérias psicotroficas podem estar presentes, como Pseudomonas e
Acinetobacter spp. (Quigley et al., 2013). Os queijos apresentam menor diversidade na
microbiota, pois sofre interferéncia no processo de fabricacdo, tratamento térmico do leite,
adicdo de culturas iniciadoras, os géneros geralmente utilizados sdo Lactobacillus e
Streptococcus (Proenca, 2020).

Segundo de Mello et al. (2021), a qualidade microbioldgica dos queijos ndo depende
necessariamente da pasteurizacdo do leite. No entanto, isso influencia na seguranca do produto,
tendo em vista que ele € capaz de reduzir ou mesmo eliminar potenciais bactérias patogénicas
e deteriorantes que possam estar presentes no leite cru. Além disso, 0s autores sugerem que,
além da pasteurizacdo, o controle sanitario do rebanho, a padronizacdo do processo de
fabricacdo, a reducdo do pH, a retirada de agua e a adigdo de sal na producgdo de queijos,
produzidos com matérias-primas ou leite pasteurizado, sdo condi¢bes que favorecem a

seguranca microbioldgica desses produtos.
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2.2 DIVERSIDADE DAS COMUNIDADES MICROBIANAS NO LEITE E QUENO
COLONIAL

O leite € um excelente substrato, contendo agua, lipidios, proteinas, carboidratos e
micronutrientes que séo a base para a multiplicacdo dos microrganismos (Menezes et al., 2014).
A diversidade microbiana presente nos alimentos, especialmente em produtos lacteos como o
leite e queijo é fundamental na determinacdo de suas propriedades organolépticas e
propriedades fisico-quimicas, além de promover o bem-estar do consumidor. Entender as varias
contribuigdes, positivas e/ou negativas, desses microrganismos presentes no leite e seus
derivados € importante. Nao s6 os microrganismos benéficos a salde humana estdo presentes
nesses produtos, devido a manipulacéo e condicdes higiénico-sanitarias inapropriadas, muitos
patdgenos podem estar presentes.

Os microrganismos podem ser provenientes do solo, da &gua, do ar, utensilios, seres
humanos e animais. Esses podem agir de forma benéfica ou maléfica na producdo de alimentos:
podem ser considerados como deteriorantes sendo responsaveis pela deterioracéo e diminuicdo
da vida util do produto; patogénicos, quando podem causar doencas, sendo responsaveis pela
grande maioria das toxinfeccOes alimentares; e 0s microrganismos fermentadores que sé@o
chamados de Uteis industrialmente, utilizados nos processos de fabricacdo de alimentos
responsaveis pelas caracteristicas organolépticas do produto, bem como em alguns casos
propriedades probidticas (Azeredo et al., 2012). Assim, a industria de laticinios deve buscar
formas de produzir leite e seus derivados com o menor nivel de contaminacdo possivel, a fim
de garantir a conservacao do produto e a seguranca alimentar do consumidor. Um meio para
melhorar a seguranca alimentar é através do uso de aditivos, como os OE, que podem substituir
0s antimicrobianos.

Os microrganismos capazes de causar deterioracdo no leite pertencem a um dos quatro
grupos fisiologicos: produtores de acido latico, produtores de acido propibnico, produtores de
acido butirico ou produtores de enzimas degradativas (Quigley et al., 2013). Os microrganismos
gue povoam o leite podem chegar a este através de duas vias: a enddgena e a exdgena, a
depender da higiene. Bactérias como Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc,
Lactobacillus, Microbacterium, Propionobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas,
Bacillus e Listeria; além de alguns representantes do grupo dos coliformes fecais podem ser
encontradas em leite cru resfriado. Esses contaminantes do leite sdo importantes a saude

publica, pois podem ser agentes de zoonoses (Menezes et al., 2014).
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Algumas BAL sdo usadas como fermento bioldgico em condig¢des controladas (Hassan
et al., 2011). Grupos de BAL, fungos e leveduras se proliferam melhor durante a maturagéo e
contribuem para o0 aroma e textura de derivados lacteos (Silva et al., 2015). S&o exemplos de
BAL os géneros Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus e Lactococcus
(Quiley et al., 2011). Em relacdo aos microrganismos indesejaveis em produtos lacteos, atencdo
especial deve ser dada as bactérias formadoras de esporos, que sdo contaminantes importantes
na industria de laticinios, como as pertencentes ao género Clostridium e enterobactérias que em
queijos contribuem para piora na qualidade sensorial (Delbés-Paus et al., 2012). Os principais
microrganismos que influenciam no perfil da microbiota do queijo s&o Streptococcus spp.,
Escherichia coli e Shigella spp., sendo que estes foram observados em leite de animais
saudaveis (Esteban-Blanco et al., 2019). Quando o leite é submetido ao processo de
pasteurizacdo, grande parte desses microrganismos € eliminada, principalmente os patogénicos.
Tanto a pasteurizacdo, quanto a adicdo de cultura starter irdo influenciar a composic¢éo da
microbiota final do produto e as caracteristicas organolépticas (Santos, 2018). Steinbach, et al.
(2021) realizaram analises multifatoriais no queijo colonial detectando que ele se mostrou rico
em gordura e com umidade média, sem padronizacdo em seu processo de producdo e
caracteristicas fisico-quimicas, produzindo variados sabores nas amostras sensoriais, que é
pouco acentuada em geral. Os provadores associaram 0 consumo de queijo colonial ao
tradicionalismo regional, além de emog6es como prazer, satisfagdo e bem-estar.

No entanto, devemos levar em conta a seguranca alimentar, levando em conta que a
qualidade microbioldgica tem sido um problema frequente. A comunidade microbiana de
produtos lacteos € tradicionalmente estudada por técnicas de cultivo independente, chamadas
técnicas convencionais, que sdo utilizadas para pesquisar grupos especificos de bactérias.
Entretanto, essas técnicas apresentam algumas limitacdes. Estima-se que de toda a diversidade
de microrganismos encontrados no leite e seus derivados, apenas de 0,1 a 1% sdo
microrganismos cultivaveis (Leon, 2018). Com isso, existe uma auséncia de informagdes sobre
a diversidade microbiana de amostras de leite e seus derivados. Estes podem por sua vez ser
responsaveis pela sintese de moléculas de interesse bioldgico ainda desconhecido.

Com a ascensdo da biologia molecular, métodos como a Rea¢do em Cadeia Polimerase
(PCR) associada ao sequenciamento de alto rendimento (HTS) do gene do rRNA 16S (16S
rRNA), permitem estudar a diversidade das comunidades microbianas com uma abordagem
independente de cultivo baseada na investigacdo das moléculas de DNA dos microrganismos
de uma determinada amostra (Leon, 2018). Diante disso, a caracterizagéo e a compreenséo da

microbiota dos leites e queijos podem trazer respostas valiosas para 0 melhor entendimento das
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comunidades microbianas, bem como sua importancia para a salde humana e para 0s processos
tecnoldgicos.

Entre as diversas técnicas empregadas na caracterizagdo da microbiota presente em
alimentos, a técnica de sequenciamento de DNA por meio da amplificacdo do gene 16S rRNA
tem se destacado na definigdo do microbioma em alimentos (Wensel et al., 2022). Os resultados
obtidos atraves da técnica de sequenciamento sdo amplamente utilizados para avaliar a

diversidade taxonémica de microrganismos.

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

Os OE sdo geralmente liquidos volateis, mas as vezes sélidos, extraidos de diversas
partes das plantas aromaticas, entre elas a parte aérea (flores, folhas e caules), cascas, frutas,
sementes, raizes e rizomas (Rios, 2016). De acordo com a Organizacdo Internacional de
Padronizacdo, o 6leo essencial é produzido por destilagcdo a vapor ou agua, por processamento
mecanico ou por destilacdo a seco (ISO, 9235:1997).

Os OE séo metabolitos secundarios das plantas aromaticas e na natureza possuem acao
de protecdo das plantas contra bactérias, virus, fungos e insetos e, adicionalmente, contra
animais consumidores, reduzindo sua palatabilidade (Shaaban, 2020). Além disso, os OE
podem atrair alguns insetos para favorecer a polinizagédo para producéo de sementes, ou repelir
outros indesejaveis (Bakkali et al., 2008). Os OE sdo utilizados na aromatizacao de alimentos,
producdo de perfumes, cosméticos e repelentes, producdo de antimicrobianos e anti-
inflamatorios (Calsamiglia et al., 2006; Ramadan et al., 2015).

Os OE sao moléculas com grande potencial para substituir promotores de crescimento,
utilizou-se de OE derivados de Eucalyptus globulus, Cinnamomum zeylanicus e Origanum
vulgare via agua de bebida para os frangos de corte (Santo, 2021). Mais recentemente os OES
tém sido utilizados na producao animal como alternativa ao uso de promotores de crescimento
em animais, incluindo bovinos (Embrapa, 2021). Esses 6leos possuem propriedades
antimicrobianas, antioxidantes e imunomoduladoras, tornando-os uma opcdo viavel para
substituir os aditivos a base de antibidticos (Traesel et al., 2011, Oliveira et al., 2023).

Alguns exemplos de OE que podem ser utilizados séo a hortel&, o orégano, o eucalipto,
a pimenta e outros, que desempenham fung6es importantes na satde dos animais. Além disso,
esses compostos apresentam baixa toxicidade e resultados benéficos no campo, contribuindo

para a salde e o desempenho dos bovinos (Torrent, 2012). Portanto, considerando a crescente
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preocupacdo com 0 uso excessivo de antibidticos, os OE podem ser uma alternativa eficaz e
sustentavel para promover o crescimento saudavel dos animais.

Sé&o diversos os produtos a base de OE disponiveis no mercado, com diferentes objetivos
de uso, porém, sdo poucas as pesquisas técnico-cientificas, principalmente nacionais, que
caracterizam os efeitos dos OE usados como aditivos alimentares para animais. Seu uso tornou-
se mais popular na Unido Europeia como alternativa ao uso de antibioticos. Compostos
fitogénicos possuem capacidade de acdo como moduladores digestivos, antibidticos,
imunomoduladores, antioxidantes, anti-inflamatorios, entre outras (Stevanovic et al., 2018).

Produtos usados na alimentacdo animal (e ndo adicionados a produtos em processo de
industrializagdo ou ja industrializados) ndo devem atuar sobre as caracteristicas dos produtos
obtidos. Na presente proposta serdo produzidos queijo colonial e creme de leite, advindos de
vacas suplementadas ou ndo com OE. Além do leite, realizamos o beneficiamento e fabricacédo
dos derivados lacteos, creme de leite para concentrar a gordura do leite e avaliar possiveis
alteracdes sensoriais e queijo para avaliarmos se a utilizagdo dos OE de menta e eucalipto

acarretaria mudancas nos padrées do queijo Colonial durante a maturacao.

2.3.1 Uso dos 0leos essenciais

O uso de aditivos alimentares traz beneficios a satde dos animais. J& se sabe que os OE
sdo usados para prevencdo de problemas respiratorios, assim como amenizar o estresse térmico
em bezerros e suinos. Se conhece as propriedades antimicrobianas do 6leo essencial de menta
, relacionadas com seu componente mentol (Rassoli et al., 2007; Menezes et al., 2014).

Muitos componentes bioativos dos OE possuem efeito aditivo ou sinérgico na
fermentacdo ruminal com melhoria na utilizagdo de nutrientes em animais sob estresse térmico
(Benchaar; Greathead, 2011). Sabe-se sobre a acdo dos OE (Stevanovic et al., 2018), porém
ndo se tem ideia sob a acdo na glandula mamaria quando administrado por via oral e se na dose
a ser administrada € capaz de agir sobre as bactérias patogénicas.

O uso de OE como adjuvante na producdo animal veio auxiliar na melhoria das
condigdes de produgdo e bem-estar animal (Campanha et al., 2023). Apesar de estudos
conhecidos com os OE de eucalipto e mentol, em espécies animais como aves e suinos, assim
como em ruminantes, faltam dados cientificos sobre seu uso em vacas leiteiras e seus possiveis
efeitos sobre a composicao do leite.

Oleos essenciais tém sido usados na bovinocultura de leite, tanto diretamente nos

animais, por diferentes vias, tanto através da agua de bebida, alimentacdo ou aleitamento em
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lactantes, quanto adicionado ao leite das vacas apds a ordenha como forma de combater os
microrganismos patogénicos (Stevanovic et al., 2018).

S&o muitos os compostos responsaveis pelo sabor final dos produtos lacteos, entre eles,
acidos graxos volateis (acidos graxos acético e butirico), acidos nao volateis (acidos piravico e
lctico), compostos diversos (aminoacidos formados por degradacdo térmica) e compostos
carbonilicos (diacetil e acetaldeido) (Giiler e Girsoy-Balci, 2011). Com o intuito de melhorar
a aceitabilidade e otimizar o sabor, alguns aditivos séo utilizados em produtos lacteos, como
por exemplo, aromatizantes (naturais ou sintéticos), frutas e adocantes (Bachir et al., 2013).

Oleo de eucalipto é relatado como potencializador de penetracéo (Souza et al., 2021), e
em estudo realizado com este Oleo obteve-se como resultado um aumento considerado
expressivo da permeabilidade do farmaco anti-inflamatério cetorolaco de trometamol quando
usado 6leo na faixa de concentracgdo entre 7,5% e 10% obtiveram boas taxas de permeabilidade
na pele (Souza et al., 2021). Outro estudo avaliou um produto comercial em p6 contendo OE
de eucalipto, tomilho e erva-doce adicionado a alimentacdo e vacas, resultando em maior
ingestdo de matéria seca sem alterar a composicao do leite ou a capacidade de coagulagédo
sanguinea dos animais, concluindo que a mistura de OE pode ser usada para combater doencas
respiratdrias, sem prejudicar a produgdo ou composicao do leite (Giller et al., 2020).

Estudos indicam que o uso de blend de OE adicionado a alimentag&o de vacas leiteiras
causou aumento na quantidade de gordura do leite (Silva et al., 2020). Lejonklev et al. (2016)
afirmaram que o uso de OE em dieta de vacas leiteiras resultava em leite UHT com aroma e
sabor fresco, aroma de milho, bem como aroma e sabor de armazenados. H& relatos sobre
compostos organicos volateis (COV) encontrados em queijo e ricota, obtidos a partir de leite
de vacas criadas a pasto, 0 que deixa evidente que a gordura presente no queijo foi capaz de
armazenar 0os compostos organicos volateis, intensificando seu aparecimento nas analises
realizadas dentro de um ano de estudo. A vida 0til do creme pasteurizado foi aumentada no
estudo realizado por Ehsani et al. (2016), utilizando OE de Echinophora platyloba e licopeno,
sendo avaliado as caracteristicas microbianas, estabilidade lipidica e caracteristicas sensoriais
guando preservado a 4°C e 25°C por 2 semanas. Resultados de estudos microbianos e analise
quimica e avaliacdo sensoriais que mostraram aceitabilidade favoravel. Contudo, manter o
sabor dos produtos pode ser um desafio, quando os OE foram suplementados para vacas
leiteiras em maiores concentragdes (Mishra et al., 2020).

Extratos e OE sdo indicados com atividade antimicrobiana in vitro satisfatoria contra
patdgenos e microrganismos deteriorantes associados com contaminagdo do queijo (Gouveia et

al., 2017). Porém s&o necessarias investigaces no alimento devido a complexidade da matriz
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alimentar, na qual os fatores intrinsecos e extrinsecos podem interferir na atividade desses
compostos, modificar caracteristicas e aspectos sensoriais do produto de forma néo satisfatoria.

Oleos essenciais tém sido usados no tratamento de infec¢des na glandula mamaria.
Atualmente o principal meio de tratamento é o uso de antibioticos, que se ndo bem manejado
pode causar resisténcia bacteriana. Neste caso os OE de diferentes plantas como horteld,
eucalipto, orégano, entre tantas mais, entram como alternativa de tratamento (Caneschi et al,
2023).

Oleos essenciais de Lavandula angustifolia e Thymus vulgaris foram testados para
substituir antibidticos sintéticos, no tratamento de mastites causadas por Staphylococcus e
Streptococcus em vacas leiteiras demonstrando potencial de acdo equivalente ao antibidtico
sintético. O uso da solucdo na concentracdo de 10% para tratamento da mastite por via
intramamaria diminuiu a contagem microbiana, mesmo quando usado por quatro vezes
subsequentes. Neste estudo foi constatado também o potencial anti-inflamatério dos OE
(Abboud et al., 2013).

Estudos com cinamaldeido, provindo de OE, elucidaram sua acdo in vitro contra
bactérias patogénicas que podem ser encontradas em produtos lacteos (creme de leite, queijo,
entre outros), como Salmonella enterica, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens, Campylobacter jejuni, Escherichia coli entre outras (Friedman, 2017). Outros
autores estudaram o efeito antibacteriano do 6leo essencial de canela na dose de 3 pug/ml em
sinergismo com sistema peroxidase contra Salmonella e demais microrganismos presentes em
leite cru, como resultado observaram que acdo dos principios ativos combateu o0s

microrganismos (Abbes et al., 2018).

2.4 OLEOS ESSENCIAIS DE MENTA E EUCALIPTO

2.4.1 Oleo Essencial de Menta

O oleo de horteld deriva da planta Mentha piperina L. popularmente conhecida como
horteld-pimenta, pode ser usada como planta medicinal, aromatizante ou tempero em alimentos
ou logdes (Gasparin et al., 2014). As plantas aromaticas do género Mentha sdo consideradas
como as mais antigas plantas medicinais e aromaticas do mundo (Tyagi; Malik, 2011). E
considerada de consumo “seguro” pela FDA - Food and Drug Administration (Cimino, 2021).
Tem por caracteristica sua capacidade de variar sua tonalizag&o, entre incolor, amarelado ou
esverdeado, com odor proprio, penetrante e sabor ardente e canforado. Possui composi¢do

variavel entre mentol, mentona, mentofurano, cis-carano e cineol dependendo do tipo de
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extracdo utilizado para obtencdo do 6leo (Beigi et al., 2018). O aroma é dado pelo mentol, que
é um alcool monoterpénico ciclico com trés carbonos assimétricos (Lin et al., 2022). E
conhecido também por suas propriedades bactericidas (Kowalski et al., 2024), podendo agir
como analogo a antibioticos. Os &cidos graxos presentes em maior abundancia no 6leo de menta
sdo o palmitico (C16:0), o linoleico (C18:2), e o linolénico (C18:3) (Maffei; Scannerini, 1992),
que na planta servem para armamento e reserva de carbono. Os acidos graxos e a coloracdo dos
0leos podem variar de acordo com o estagio em que a planta que o deu origem foi colhida.
Folhas de menta contribuem para o equilibrio redox em células humanas por possuir
fitoquimicos, como vitaminas, fenolicos e antioxidantes terpénicos. O mix de antioxidantes
presentes pode atuar sobre o estresse oxidativo nos organismos (Riachi et al., 2015). Os

principais antioxidantes presentes no 6leo de menta estéo representados na Figura 1.

Figura 1 - Antioxidantes naturais importantes na menta. A: a-terpineno; B: &cido

rosmarinico; C: acido cafeico; D: eriocitrina; E: luteolina.
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Fonte: Riachi (2015).

2.4.2  Oleo Essencial de Eucalipto
O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e € uma arvore nativa da Australia e
da Tasmania, difundida mundialmente (Kouidhi et al., 2015). O 6leo essencial esta presente
principalmente nas folhas da planta (Barbosa, et al., 2016). Existem muitas espécies de
eucalipto descritas (mais de 600), todas ricas em compostos monoterpénicos, sendo que as

espécies com maior atividade medicinal séo as ricas em cineol (Bizzo, 2009). Além deste 1,8-
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cineol ou eucaliptol, possui outros constituintes como macrocarpais (floroglucinol-
sesquiterpenos), eucaliptina, monoterpenos (p-cimeno, o-pineno, d-limoneno, B-pineno),
fenois, acido oleanolico, flavonoides (8-desmetil-eucaliptina, 6,8-dimetilkaempferol-3,7
dimetil  éter), alcaloides, taninos, 2'6'-di-hidroxi-3'-metil-4'-metoxi-di-hidrocalcona,
fenolaldeidos terpendides e verbenona, uma cetona biciclica monoterpénica (Chandorkar,
2021).

Quanto a constituicdo dos acidos graxos presentes no 6leo de eucalipto, temos acido
linoleico (C18:2), acido palmitico (C16:0); acidos Z -vacénico (C18:1n-7), oléico (C18:1n-9),
acido miristico (C14:0), &cido estearico (C18:0), acido linolénico (C18:3), acido araquidico
(C20:0), é&cido behénico (C22:0), é&cido erucico (C22:1), acido ertcico (C22:1), é&cido
lignocérico (C24:0), C18:1/C18:2, (Ghazghazi et al., 2021). Podemos visualizar alguns

componentes do 6leo de eucalipto na Figura 2.

Figura 2 - Estruturas quimicas do 6leo essencial de eucalipto.

Cineole rich oils

1.8cinecle (-)-limonene (+)-a-terpineocl (+)-a-pinene (+)-aromadendrenec (-)-giobulol

Fonte: adaptada de Chandorkar, (2021).

O Eucalyptus spp. é usado popularmente no tratamento de inflamac6es pulmonares e
mucosidade excessiva (Dogan et al., 2017). Esta planta é muito utilizada no combate dos
sintomas da gripe, cujo uso se faz por meio de xarope, eficaz no tratamento da asma, bronquite,
sinusite e diarreia (Mota et al., 2015). O 6leo essencial do eucalipto é um agente eficaz para
infeccBes virais e bacterianas. Os OE do género Eucalyptus tem funcdo antibidtica, anti-
inflamatoria, acaricida, antifingica antioxidante (Rantzsch et al., 2009; da Silveira et al., 2021).

A planta possui capacidade de combater insetos (Danna et al., 2023) antioxidante,
herbicida e antifingica (Kouki et al., 2022). Observou-se que 0 6leo de Eucalyptus globulus
apresentou potencial de inibir o crescimento bacteriano superior quando comparado a
clorexidina em placas de agar. Demonstrou capacidade inibitoria sobre Staphylococcus aureus,
e inibicdo idéntica a da clorexidina quando aplicado aos microrganismos Escherichia coli,

Proteus vulgaris e Candida albicans. Possui atividade antimicrobiana contra diferentes
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microorganismos e parece ser uma alternativa viavel como agente germicida (Mota et al.,
2015).

3 METODOLOGIA

Os procedimentos utilizados no presente experimento foram aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa em animais da Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), sob
protocolo CEUA n° 5448251022, e no Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos — CEPSH/UDESC-CAAE: 67158823.8.0000.0118 (Anexo C).

3.1 ANIMAIS, TRATAMENTO E OBTENQAO DO LEITE

O leite de vacas Jersey leiteiras, de um rebanho comercial mantido em criacédo tipo
compost barn, localizado no municipio de Guatambu, Santa Catarina, regido sul do Brasil, foi
utilizado no presente estudo. Um total de 40 vacas em lactacéo, divididas em dois grupos de 20
vacas cada, lactacbes homogéneas quanto a producéo de leite (I) e dias em lactacdo (DEL) e
alocadas em um delineamento inteiramente casualizado. Um grupo recebeu os OE (grupo
tratado) na dose de 3,6 ml/vaca/dia, e 0 outro apenas dgua como placebo (grupo controle). O
estudo foi conduzido com 14 dias de adaptacdo, para que a acdo dos OE sobre os
microrganismos ruminais possam ser percebidos, e 17 dias de coleta de dados, para cada grupo.

Os animais receberam suplementacéo com aditivo que contém em sua composi¢édo 6leos
de menta (cristais de menta) e eucalipto, nas concentracdes minimas no produto de 87 e 126
o/kg, respectivamente. Os OE compdem um blend comercial fabricado pela empresa Biochem
Zusatzstoffe Handels-Und Produktionsges MBH, Alemanha, importado pela empresa Biochem
do Brasil Nutricdo Animal LTDA. O produto é cadastrado no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento, sob n° 245/2020/UTVDA/DREP. O produto foi diluido em agua e
incorporado ao alimento (TMR) do grupo tratado, enquanto o controle recebeu apenas adi¢do
de &gua. No total de 72 ml (3,6 ml/vaca x 20 animais GT) foram diluidos em nove litros de dgua
(indicacéo do fabricante), e despejados no vagao forrageiro com uso de regador. A alimentacéao
foi fornecida apos as ordenhas da manha e tarde.

O leite coletado a partir de uma ordenha completa, dos grupos controle e tratado foram
acondicionados nos tarros individuais com capacidade de 40 litros, para cada grupo e resfriados
a4°C (de acordo com a IN 77, 2018).

O leite oriundo dos grupos controle e tratamento, coletado em replicata, aos dias 30 e

31 de suplementacdo, foi transportado até o Laboratorio de Alimentos do Centro Universitario
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SENAI SC, campus Chapecé - UniSenai, onde passou pelo processo de pasteurizacao lenta,
com temperatura de 65°C por 30 minutos. Em seguida as amostras foram coletadas e
encaminhadas ao Laboratério de Analise de Alimentos Instituto SENAI para realizacdo das
analises preconizadas pela legislacdo de produtos de origem animal. No leite foram avaliados
0s parametros de densidade (MAPA, 2022), extrato seco desengordurado (MAPA, 2022),
extrato seco total (ISO 6731:2010-IDF21), lipidios totais (NMKL 40:2005), indice crioscopico
(ISO 5764:2009-IDF108), proteina total (ISO 8968-1:2014-1DF-20-1), acidez (AOAC 947.05,
21st ed, 2019). As andlises microbiologicas realizadas foram contagem total de enterobactérias
(AFNOR 3M 01/06- 09/97), respeitando o exigido pela instru¢cdo normativa 76 de 26 de
novembro de 2018 e 161 de 01 de julho de 2022 (Brasil 2018, Brasil 2022).

Os leites dos grupos de controle e tratado, foram avaliados segundo Ehsani et al. (2016)
guanto a substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), segundo metodologias descritas
por Giampietro et al. (2008) e de Vyncke (1970). Em que 10 ml de leite de ambos os
tratamentos foram homogeneizadas e misturados a 25 ml de solucdo de &cido tricloroacético
(7,5% TCA, 0,1% de EDTA e 0,1% de galato de propilo), homogeneizado durante 2 minutos e
filtrados em papel filtro. Em um tubo de ensaio, 5 ml do filtrado foram misturados com 5 ml de
solugcdo de TBARS 0,02 M. Os tubos foram fervidos em banho maria & 90°C durante 40 minutos
juntamente com um branco (acido 2-tiobarbiturico + &cido tricloroacético), arrefecido sob agua
corrente e levado a densidade Optica (OD) em espectrofotdmetro a 538 nm.

Para obtencdo do creme de leite, foi realizada a coleta do leite nos dias 20 e 21 do
experimento, nas ordenhas da manha e tarde. Ap0s a pasteurizacgdo lenta, o processo de desnate
foi realizado com o leite na temperatura de 40°C, em desnatadeira elétrica (Casa das
Desnatadeiras Ltda., capacidade para 50 litros de leite por hora), e posteriormente o creme
obtido foi refrigerado a 5 °C. Também retiramos amostras para realizacdo das andlises
fisico/quimicas, de acidez (AOAC 947.05, 21st ed, 2019.), lipidios totais (1SO 2450:2008-IDF
16), proteina total (ISO 8968-1:2014-1DF-20-1), residuo mineral fixo/cinzas (1AL, 42 ed.,
Brasilia: 2005) e as analises microbioldgicas de contagem de bolores e leveduras (AOAC OMA
997.02 212 ed, 2019), contagem de Staphylococcus coagulase positiva (AFNOR 3M 01/09 -
04/03 A); deteccdo de Salmonella spp. (AOAC OMA 2011.03. 212 ed, 2019), contagem total
de Escherichia coli (AOAC OMA 991.14 212 ed, 2019) e detecgdo de enterotoxinas
estafilococicas (AOAC OMA 2007.06. 212 ed, 2019), conforme requerido pela legislagédo
(BRASIL, 2022). Para conservacdo os cremes foram embalados em frascos (plastico de
polipropileno, cor leitosa e capacidade para 4 kg) e conservados em temperatura igual ou

inferior a 5°C (Portaria 146, de 07 de marc¢o de 1996), até a realizacdo da analise sensorial.
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Foram produzidos queijos coloniais maturados, classificados segundo a Portaria de n°
146/1996, Regulamento Técnico de ldentidade e Qualidade dos Produtos Lacteos (BRASIL
1996), como queijo gordo (entre 45,0 e 59,9%) e de baixa umidade (até 35,9%). Os queijos
foram elaborados seguindo metodologia de Tornambé et al. (2008) e Huanca et al. (2021) com
leite (160 litros) oriundo dos grupos controle e tratamento (80 litros de cada grupo) coletados
em replicata e encaminhados ao laticinio Casa Bianchi, Lajeado Grande, SC.

O leite para producdo dos queijos artesanais maturados foi submetido a pasteurizacao
lenta na temperatura de 65 °C por 30 minutos e posteriormente resfriado até 30 °C; entdo
adicionado 2% de cultura lactica mesofilica (Lactococcus lactis spp. Lactis e Lactococcus lactis
spp. Cremoris — Chr. Hansen). Todos os queijos foram produzidos com adic¢do de 0,40 ml de
cloreto de célcio 50% e 0,14 ml de coagulante liquido, quimosina microbiana Aspergillus niger
var. awamori (Christian Hansen), para cada litro de leite, homogeneizado e mantido em repouso
por 30 minutos para obtencdo da coalhada, e entdo cortado em cubos de 2 cm? e agitado durante
10 minutos a 42 °C para processo de dessoragem. O soro foi drenado estabelecido na IN 161
de 01 de julho de 2022 (BRASIL, 2022), e a coalhada transferida para formas de queijo (60 mm
de profundidade por 20 cm de diametro), prensada com peso de 5 kg e armazenados em camara
friaa 8 °C e umidade relativa de 80%, sendo virados ap6s 2 horas e desinformados apds 8 horas
para obtencdo de pecas de queijo com até 1 Kg. Apos o desenforme, as pecas foram colocadas
em salmoura, e permaneceram nesta por 5 horas.

O processo de maturagdo ocorreu em camara de maturagdo para queijos (SuckMilk®,
Nova Erechim, Santa Catarina) com controle de umidade e temperatura (até 14 °C) conforme
Decreto n° 362, de 21 de novembro de 2019. O processo de producdo dos queijos Coloniais esta

descrito de maneira simplificada na Figura 3.
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Figura 3 - Esquema simplificado da produgéo do queijo.

Pasteurizacio Adicdo do Adicdo de
lenta cloreto de calcio codlho,
(65°C/30min) (30°C) fermento
Aquecimento Coagulacdo por
Dessoragem 45°_ corte e 540 p
L 40 min
agitacgao
Salm
Enformagem e ‘ oura ‘ ‘ Maturaczio ‘
prensagem 5 horas

Fonte: elaborado pela autora

Os periodos de maturagdo avaliados foram de 7, 20, 45 e 60 dias, durantes 0s quais
foram realizadas as seguintes andlises (com excecdo dos 60 dias): umidade (ISO 5534:2004-
IDF 4), proteina total (ISO 8968-1:2014-IDF-20-1), residuo mineral fixo/cinzas (1AL, 42 ed.,
Brasilia: 2005, pH (IAL, 4% ed., Brasilia: 2005), lipidios totais (ISO 3433-IDF 222:2008),
textura (Analisador de Textura Brookfield CT 3 4500), cor instrumental (analisador de cor CM-
5 Konica Minolta), TBARS (Hartman, 1973), e microbiol6gicas contagem de bolores e
leveduras (AOAC OMA 997.02 21st ed, 2019), deteccdo de Salmonella spp. (AOAC OMA
2011.03. 21st ed, 2019), contagem total de Escherichia coli (AOAC OMA 991.14 21st ed,
2019), deteccdo de enterotoxinas Estafilocdcicas (AOAC OMA 2007.06. 21st ed, 2019) e
contagem de Staphylococcus coagulase positiva (AFNOR 3M 01/09 - 04/03 A).

A anélise de acidos graxos, dos queijos controle e tratado, foi realizada pelo método de
Bligh e Dyer (1959) modificado. Para isso foi utilizado 1,5 g de cada amostra de queijo, somada
a 0,5 ml de agua, 5 ml de metanol e 2,5 ml de cloroférmio. Todas as partes colocadas em tubo
de polipropileno com capacidade para 15 ml e logo agitada mecanicamente por 60 minutos. Na
sequéncia adicionou-se 2,5 ml de cloroférmio e solugdo de Na2SO4 na concentragdo de 1,5%
para promover um sistema bifasico, seguida de nova agitacao por mais 2 minutos para posterior
centrifugagéo por 15 minutos a 2.000 rpm. A solugéo obtida no final do processo contendo 0s
ésteres metilicos de acidos graxos (FAMA) segundo Hartman e Lago (1973). A esta solugédo
adicionou-se 1ml de solu¢do metandlica de KOH 0,4 M em um tubo de ensaio e agitado em

vortice por 1 minuto. As amostras foram mantidas em banho-maria por 10 minutos em ponto
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de ebulicdo. Posteriormente, foi resfriado a temperatura ambiente e 3 ml de solucdo metanodlica
de H2SO4 1 M foram adicionados e agitados em vortex e mantido em banho-maria por 10 min.
Apobs o resfriamento foi adicionado 2 ml de hexano e centrifugado a 2.000 rpm por 10 minutos.
O FAMA dissolvido em hexano foi analisado em cromatdégrafo gasoso equipado com detector
de ionizagdo de chama (FID) Thermo Scientific, modelo TRACE 1310 (EUA) e separados em
um RT 2560 (100 m x 0,25 mm x 0,20 um de filme de espessura, Restek, EUA) em coluna de
cromatografia. O géas de arraste utilizado foi o hidrogénio com fluxo constante de 1,5 ml -1. O
injetor permaneceu no modo split 20:1 e temperatura de 250°C. A temperatura no inicio da
coluna foi de 50°C, onde permaneceu por 1 minuto, aumentando para 185 °C a taxa de 15
°C/min., ap6s 195 °C com uma taxa de aumento de 0,5 °C/min. e depois com uma taxa de 15
°C/min. até atingir 230°C mantendo-se em isoterma por 6 min. O detector permaneceu a uma
temperatura de 250 °C. Os compostos FAMA foram identificados por comparacédo do tempo
de retencdo experimental com aqueles do padrdo auténtico (FAMA Mix-37, Sigma Aldrich,
St). Os resultados foram apresentados como porcentagem de cada AG identificado na fracéo
lipidica, considerando o fator equivalente de tamanho de cadeia de FAMA para FID e fator de

conversdo do éster no respectivo acido, conforme Visentin et al (2019).

3.2 AVALIACAO SENSORIAL DE LEITE, CREME DE LEITE E QUEIJO COLONIAL
PRODUZIDOS COM LEITE DE ANIMAIS COM RACAO SUPLEMENTADA

Os testes sensoriais foram realizados no Laboratorio de Anélise Sensorial da UniSenai,
Campus Chapecd, e em recinto preparado para analises sensoriais e nas dependéncias do curso
de Zootecnia da UDESC, Campus Chapecd.

Durante os testes sensoriais, 30 ml das amostras refrigeradas de leite e creme de leite (5
dias ap6s a producao) foram servidas aos provadores, de forma monadica e balanceada, em
copos plasticos codificados aleatoriamente com codigos de trés digitos. Ja o queijo colonial (20
e 45 dias apds a producado) foi fracionado em pedacos de 159 e servidos aos provadores em
pratos plasticos codificados aleatoriamente com codigos de trés digitos. Junto com cada
amostra, 0s provadores receberam as respectivas fichas de avaliacdo sensorial, conforme
detalhado no Apéndice A. Aos consumidores foram pedidos para observar, cheirar e
experimentar cada amostra, e, em seguida, realizar as seguintes etapas:

(1) Avaliacdo dos atributos de textura, acidez, sabor e avaliagdo geral em cada produto
atraves de uma escala heddnica de 9 pontos, que variou de 1 (desgostei extremamente)

a 9 (gostei extremamente) (Meilgaard, et al., 2006);
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(i)  Descricdo da intencdo de compra de cada produto, através de uma escala de 5 pontos,
que variou de 1 (certamente ndo compararia) a 5 (certamente compraria) descrita por
Dutcosky (2011);

(ili)  Descricdo das amostras atraves do teste check-all-that-apply (CATA). Para este teste,
utilizou-se diferentes atributos em funcédo das caracteristicas distintas dos produtos. Os
atributos foram extraidos de trabalhos publicados que realizaram testes descritivos para
avaliacdo de produtos similares (Manzocchi et al., 2021; Correia et al., 2020). A lista
total de atributos para cada produto esta disposta no Apéndice A.

Apos provar todas as amostras, 0s consumidores responderam sobre habitos de consumo
de leite, creme e queijos, em termos de tipo de produtos consumidos e frequéncia de consumo.
Ambos os locais possuiam luminosidade uniforme, temperatura controlada e auséncia
de odores ou outras distracdes aos avaliadores. Para a participacdo no painel da avaliacédo
sensorial, foram convidados presencialmente estudantes, professores, técnicos administrativos

e outros funcionarios dos locais de teste, de ambos 0s sexos e maiores de idade, consumidores

de lacteos, perfazendo um total de 120 provadores, que receberam e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes da realizacdo dos testes (Apéndice B). Do

total de provadores no primeiro teste sensorial dos leites, controle e tratado, dos cremes de leite

controle e tratado e dos queijos coloniais de 20 dias de maturacao, controle e tratado 37% eram
do sexo masculino e 63% do sexo feminino, e a média de idade foi de 29 + 8 anos de idade. Na
segunda parte do teste sensorial, que testou os queijos controle e tratado de 45 dias de

maturacao, 64 % dos provadores eram mulheres e 36% homens, com média de idade de 34 + 9

anos.

3.3 ANALISES ESTATISTICAS

3.3.1 Anélise estatistica TBARS e acidos graxos
Para &cidos graxos e TBARS foram realizadas analise de homogeneidade de variancia
e normalidade de residuos. Atendidas estas pressuposicdes, foram realizadas as analises de
variancia, com medidas repetidas no tempo. Foi considerado efeito significativo quando

p<0,05, pelo teste de Fisher-Snedecor.

3.3.2 Andlise estatistica do teste sensorial
A analise estatistica foi realizada em software XLSTAT (verséo para Windows 2012.5,
Adinsoft, Paris, Franca). Os dados do teste de aceitacdo e de intencdo de compra foram

analisados por andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey ao nivel de significancia de 5%.
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Os resultados destes testes foram expressos como média + desvio padrdo. A frequéncia de
citacdo dos termos de CATA foi calculada para cada amostra e entdo o teste Q de Cochran’s
foi usado para identificar quais termos de CATA foram significantes, seguido do teste de
Marascuilo para a comparacdo pareada entre os termos citados para cada amostra, ambos

considerando 5% de significancia (Honorio et al., 2021).

3.4 MICROBIOMA

3.4.1 Processamento de amostra, extracdo de DNA e Preparacdo de biblioteca e

sequenciamento de 16S rRNA

Para a caracterizacdo do microbioma dos queijos realizamos a coleta de aliquotas para
analise, preparacao das amostras, extragdo de DNA, preparo de “biblioteca” metagendmica,
sequenciamento do gene 16S rRNA, abundéancia diferencial, analises de comunidades do
microbioma e as analises de dados por bioinformatica, conforme descrito por Endres et al.
(2021).

Foram utilizadas amostras do queijo aos 7, 20, 45 e 60 dias de maturagéo, para
verificacdo da variabilidade entre o microbioma do produto durante o processo de maturagéo.
As amostras foram coletadas em duplicata de cada grupo (controle e tratado), estas foram
armazenadas em embalagens plasticas estéreis, identificadas e congeladas em freezer a— 18°C,
até a extracdo do DNA.

As amostras de queijo foram moidas individualmente em um processador. Destes, 25 ¢
foram retirados, diluidos em 225 ml de agua destilada estéril e homogeneizados em incubadora
shaker (110 rpm por 2 h em temperatura ambiente). As amostras foram filtradas com auxilio de
peneira e gaze por cima para separacdo dos sedimentos. Um total de 35 mL do filtrado foi
centrifugado a 10.000 rpm por 40 min a 4° C. O sobrenadante (30 ml) foi descartado e 3 mL de
agua destilada estéril foram adicionados ao pellet, que foi homogeneizado por vértex. Em
seguida, 1 ml desta solucéo foi adicionado a um microtubo e centrifugado a 14.000 rpm por 5
min a 4° C para formacao do pellet. Em seguida os pellets foram ressuspensos para realizar a
extracdo de DNA, utilizando-se kit Purelink Genomic DNA seguindo as instrucdes do
fabricante. O DNA foi eluido em 25 pl de 4gua deionizada pura (Milli-Q) e armazenado a - 20°
C até o momento da analise. Para geracéo das bibliotecas foi amplificado o dominio V4 do gene
16S rRNA bacteriano usando primers F515 (GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e R806
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), ambos modificados para conter uma regido adaptadora

Illumina (Caporaso et al., 2011). A amplificacdo foi realizada em uma mistura de 25 pl,
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consistindo de 12,5 ng de DNA genomico, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 uM de cada primer, 200 uM
de cada dNTP, 2 U de Platinum Taq DNA Polymerase Platinum (Invitrogen™) e tampao de
reacdo 1 X. A amplificacdo foi realizada em um BioRad MyCycler Thermocycler (BioRad,
EUA) de acordo com o seguinte programa: desnaturacéo inicial a 94 °C por 3 min., seguido por
30 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 72 °C por 30 s e um ciclo final a 72 °C por 5 min.
Os amplicons foram purificados usando esferas Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Indianapolis, Indiana, Estados Unidos da Ameérica) e os indices foram adicionados as
bibliotecas de DNA seguindo as instrucdes do fabricante (Illumina Inc., San Diego, California,
Estados Unidos da América). O sequenciamento foi conduzido em um sistema Illumina MiSeq
com um kit v2 de 500 ciclos emparelhado (Endres et al 2021).

Inicialmente realizou a analise da qualidade das reads, onde foram excluidas as
quimeras que sdo as reads de baixa qualidade. Na sequéncia realizou-se o agrupamento de
taxons, em que foi possivel gerar gréaficos de distribuicdo taxonémica com base nas Unidades
Taxondmicas Operacionais (denominadas OTU’s).

3.4.2 Andlise de Bioinformatica

Os dados das sequéncias foram processados usando o pipeline do software QIAGEN
CLC Genomics Workbench versédo 23.0.4, conforme instrugdes do fabricante. Inicialmente
realizou-se a analise da qualidade das reads usando o Fstq, nesta foram excluidas as leituras de
baixa qualidade e sequéncias quiméricas. ApoOs a etapa de trimagem e corte realizou-se o
agrupamento de taxons, onde foi possivel gerar graficos de distribuicdo taxonémica com base
nas OTU’s, utilizando um nivel de identidade de 99%. Sequéncias foram classificadas com base
no banco de dados Silva v138.

Com os dados gerados foi observada as comunidades microbianas, diversidade alfa,

diversidade Beta e abundancia diferencial das amostras.
3.4.3 Andlise estatistica microbioma

A diversidade alfa das amostras foi determinada com base na abundéncia por meio dos
indices Shannon e Chaol. Para comparagdes estatisticas dos dados foi aplicado o teste de
Kruscal-Wallis. Os indices de diversidade beta foram determinados por meio da Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) com base na dissimilaridade de Bray-Curtis e diversidade
filogenética Weighted UniFrac. A ordenacéo da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) foi
aplicada as métricas de diversidade beta. A fim de obter confianga na analise estatistica no
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agrupamento amostral observado pelo PCoA, foi realizada anélise de variancia multivariada de
permutacdo (PERMANOVA) na matriz de distancia.

4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS

Nas Tabelas 3, 4 e 5 sdo apresentados valores descritos das analises fisico-quimicas e
microbiologicas para o leite, creme de leite e queijos produzidos com leite de vacas
suplementadas ou ndo com OE. Os dados sé&o descritivos devido a realizagdo de somente duas
coletas de leite por dia de coleta (exemplo: duas amostras no dia 15 e duas no dia 16), ndo tendo
repeticdes suficientes para analise estatistica. Os valores descritivos das analises
fisico/quimicas e microbioldgicas do leite e do creme de leite estdo descritos na Tabela 4. Na
Tabela 5 pode-se observar os valores das analises fisico/quimicas dos queijos controle e tratado

e na Tabela 6 os valores das analises microbioldgicas dos queijos.
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Tabela 4 - Valores descritivos das analises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite e do

creme de leite obtidos de vacas Jersey alimentadas ou ndo com 6leos essenciais a base de

eucalipto e menta.

Andlises Controle Tratado Legislacéo
Leite, fisico-quimicas
Densidade (g/ml) 1,032 1,033 a 15°C entre 1,028 e 1,034
Extrato seco desengordurado (g/100g) 8,80 9,45 Min. 8,4g/100g
Extrato seco total (g/100g) 12,51 13,35 Min. 11,49/100g
Lipidios totais (g/100g) 3,70 3,90 Min. 3,0g/100g
indice crioscopico -530°C -523°C -0,512°C a -0,536°C
Proteina total (g/100g) 3,40 3,53 min. 2,9g/100g
Acidez (g/100ml) 0,13 0,13 0,14 e 0,18 g 4c. Lat./100 ml
Leite, anélise microbioldgica
Contagem total de Enterobactérias 1,0x10*° 1,0x10*° 10 UFC/ml
Creme de leite, fisico-quimicas
Acidez (g/100ml) 0,07 0,07 Max. 0,2 g de 4c. Lat./ 100g
Lipidios totais (g/100g) 52,66 52,68 50 % (m/m) g ./100g
Proteina total (g/100g) 2,12 2,20 1,84 a3,10*
Cinzas (mg/100 g) 0,39 0,39 0,300 mg/100 g*
Creme de leite, analises microbioldgicas
Contagem de Staphylococcus <1,0x10% <1,0x10%! 102
coagulase positiva
Contagem de bolores e leveduras 3,0x10*! <1,0x10% 10
Detecgéo de Salmonella spp. Auséncia Auséncia Ausente
Contagem Total de Escherichia coli <1,0x10* <1,0x10* 10
Detecc¢do de enterotoxinas Auséncia Auséncia Ausente

estafilococicas

Fonte da legislagdo: Instrucdo Normativa MAPA - 76, de 26/11/2018; Instrucdo Normativa MAPA - 58, de
06/11/2019; Portaria MARA 146/1996 (D.0O.U. 11/03/1996); INSTRUCAO NORMATIVA - IN N° 161, DE 1°

DE JULHO DE 2022. *Oliveira et al. (2010).

43



41

Tabela 5 - Valores descritivos das analises fisico-quimicas e microbioldgicas do Queijo

Colonial obtido a partir do leite de vacas Jersey alimentadas ou ndo com 6leos essenciais

a base de eucalipto e menta, aos 7, 20 e 45 dias de maturacéao.

Tempo de

maturagio 7 dias 20 dias 45 dias :Daquao~da:
Tratamentos Controle Tratado Controle  Tratado Controle Tratado egisiacao
Andlises Fisico-quimicas

. 35,38 -
Umidade 47,34 46,74 37,82 34,55 35,61 34,50 81.08%

. 10,97-
Proteina 19,00 18,91 23,59 23,15 25,07 23,36 27.37g/100g*
pH 5,49 5,53 571 6,08 5,78 5,74 4,95-6,95
Cinzas 3,65 4,27 4,28 5,06 4,52 5,24 0,84-4,32*
Lipideos totais 28,00 28,50 32,50 35,25 33,50 34,00 250 ¢ 44.9%
Cor instrumental

L* 74,89 75,17 90,03 90,05 90,09 90,05 n.d.

ax -0,29 -0,76 -0,55 -0,56 -0,55 -0,55 n.d.

b* 12,83 10,82 0,38 0,38 0,39 0,38 n.d.

Portaria SAR N° 32 DE 07/11/2018; * Tavares et al., 2019.

Tabela 6 - Valores descritivos das analises microbiologicas do Queijo Colonial obtido a

partir do leite de vacas Jersey alimentadas ou ndo com éleos essenciais a base de

eucalipto e menta, aos 7, 20 e 45 dias de maturagéo.

7 dias 20 dias 45 dias Padréo da
Analises Controle  Tratado  Controle  Tratado  Controle  Tratado legislagdo™
Bolores e
Leveduras 3,0x10% 1,0x10**  <1,0x10**  3,0x10* 1,0x10%2 2,5x10%! 5x103
Staphylococcus
coagulase 108
positiva <1,0x10* <1,0x10** <1,0x10"* <1,0x10** <1,0x10*' <1,0x10%
Salmonella
spp. Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia  Auséncia Ausente
Escherichia
coli <1,0x10*  <1,0x10** <1,0x10"* <1,0x10** <1,0x10*' <1,0x10* 103
Enterotoxinas
Estafilococicas  Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Ausente

*INSTRUCAO NORMATIVA - IN N° 161, DE 1° DE JULHO DE 2022.

Fonte: Elaborada pelos autores.

Os valores das anélises de oxidacéo lipidica dos queijos provenientes dos tratamentos

foram mensurados aos 7, 20 e 45 dias de maturagéo e estdo expressos na Tabela 7.
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Tabela 7 - TBARS do Queijo Colonial obtido a partir do leite de vacas Jersey alimentadas ou
ndo com 6leos essenciais a base de eucalipto e menta, aos 7, 20 e 45 dias de maturagéo.

TBARS Tratamentos P —values
Controle Tratado Trat Trat x Dia
d7 0,1235 0,1230 0,0106 0,0003
d20 0,1525 0,1625
d45 0,15854 0,13008
Média 0,1448 0,1385

Fonte: Elaborada pelos autores.
Meédias seguidas de letras distintas nas linhas se diferenciam pelo teste Fisher-Snedecor (5%).

Para avaliarmos os efeitos da utilizacdo dos OE na dieta das vacas sobre a composi¢ao
da gordura do leite, foi feita a analise dos acidos graxos dos queijos controle e tratado aos 8,

20, 45 e 60 dias de maturacao.
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Tabela 8 - Perfil de &cidos graxos do Queijo Colonial obtido a partir do leite de vacas Jersey alimentadas ou ndo com Gleos essenciais a
base de eucalipto e menta, aos 7, 20, 45 e 60 dias de maturacao.

Acidos graxos Tratamento Dia7 Dia 20 Dia 45 Dia 60 Média P-valor com P-valor OE x DIA
OE

C4:0 Controle  0,6822 05322 0,6639 06638 0,635  0,1054 0,4579
(Butyric %)

Tratado 0,773 0,6995  0,6974 0,685  0,6998
C6:0 Controle 08487 07352 08161 08234 08058  0,0652 0,3553
(Caproic %) Tratado 0,869 08835 08583 08455  0,8641
C8:0 Controle  0,7339 06884 0,72 0,7234  0,7164> 0,013 0,3654
(Caprylic %) Tratado  0,7616 0,7705 0,7585  0,7403  0,7577°
C10:0 Controle  2,3235 22938 22947 23071  2,3048  0,0918 0,732
(Capric %) Tratado  2,3364 23915 2,3841 2,344 2,364
C12:0 Controle 32349 32128 32734 31992 32301  0,3633 0,5915
(Lauric %) Tratado 31937 32196 31739 32113  3,1996
C14:0 Controle 11,3354 114253 11,3741 114075 11,3856° 0,017 0,9475
(Myristic %) Tratado 11,4407 116136 11,5412 115696 11,5413
Cc14:1 Controle  0,6664 06721 06978 06526 06722  0,0018 0,0477
(Myristoleic %) Tratado 06535 06651  0,6474° 0,6355  0,6504
C15:0 Controle 10117 10062 1,0389 10079 10162  0,0989 0,466
(Pentadecanoic %) Tratado 09754 10025 09936 10066  0,9946
C16:0 Controle 38,8453 30,0837 38,9532 39,1671% 30,0124 0,3008 0,014
(Palmitic %) Tratado 38,9404 39,1808 39,0668 38,4594° 38,9119
C16:1 Controle  1,2270° 12243* 1,2875% 122012 12397  <0,0001 0,0164
(Palmitoleic %) Tratado  0,9954° 1,0045° 0,9867° 0,9788° 0,914

Continua...
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Acidos graxos

C17:0
(Heptadecanoic %)

C17:1
(cis-10-Heptadecenoic %)

C18:0
(Stearic %)

C18:1n0t
(Elaidic %)

C18:1n9c
(Oleic %)

C18:2n6c
(Linoleic %)

C20:0
(Arachidic %)

C18:3n6
(Linolenic %)

C20:1n9
(cis-11-Eicosenoic %)

C18:3n3
(a-Linolenic %)

C21:0
(Henicosanoic %)

Tratamento Dia7

Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle

Tratado

0,4800°
0,50682
0,1593
0,1254
13,2662
13,6508
2,7165
2,7703
18,3271
17,8971
2,6243
2,6126
0,1933
0,2009
0,024
0,0283
0,0467
0,0487
0,2851
0,2887
0,4581
0,4547

Dia 20

0,4824°
0,49742
0,155
0,1401
13,4209
13,4373
2,6643
2,6367
18,294
17,7004
2,6095
2,6257
0,1869
0,1957
0,0261
0,027
0,0492
0,0495
0,2835
0,2902
0,4366
0,4314

Dia 45

0,4971
0,5026
0,1657
0,1408
13,7374
13,5376
2,6416
2,834
18,4527
17,7782
2,515
2,5764
0,1963
0,1975
0,0256
0,0266
0,0479
0,0478
0,2684
0,2804
0,4303
0,4348

Dia 60

0,4784°
0,50262
0,1488
0,1401
13,1545P
14,1747
2,7507
2,9748
18,1669
17,7146
2,62332
2,5027°
0,1895
0,203
0,0249
0,0292
0,0491
0,0492
0,29532
0,2624°
0,4388
0,4458

Média

0,4845
0,5017
0,1572%
0,1366°
13,3848
13,7001
2,6933°
2,8040%
18,3102%
17,7726"
2,5931
2,5794
0,1915°
0,1993%
0,0252°
0,02802
0,0482
0,0488
0,2831
0,2804
0,4409
0,4417

P-valor com
OE

<0,0001

0,0003

0,002

0,0127

0,0004

0,4544

0,0072

0,0041

0,6386

0,212

0,8461

P-valor OE x DIA

0,0013

0,1115

0,001

0,1011

0,7662

0,0314

0,3242

0,2705

0,9208

0,0002

0,6016

Continua...
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Acidos graxos Tratamento Dia7 Dia 20 Dia 45 Dia 60 Média P-valor com P-valor OE x DIA
OE

C20:2 Controle 00296 00325 0033 00322 00318 0,0316 0,11

(cis-11,14-Eicosadienoic %) .40 00329 00341 00325 00329 003312

C22:0 Controle 00748 00769 00749 00768  0,0758° 0,039 0,9051

(Behenic %) Tratado ~ 00781 00784 00774 00804  0,0786°

C20:3n6 (cis-8,11,14- Controle  0,0942° 0,0945° 0,0985  0,0938" 00952  <0,0001 0,0002

Eicosatrienoic %) Tratado  0,0993% 0,1001° 0,1004  0,1058% 0,104

C22:1n9 Controle ~ 0,008 00082 00085 00078 00081 02961 0,3301

(Erucic %) Tratado 00079 00086 00071 00072  0,0077

C20:3n3 (cis-11,14,1- Controle 0,033 00037 0003 00033 00034 07195 0,74

Eicosatrienoic %) Tratado 00034 00035 00035 00035  0,0035

C20:4n6 Controle  0,0269° 0,0277° 0,0264° 00293 00276  <0,0001 0,0217

(Arachidonic %) Tratado 002972 003122 0,0310° 00308  0,0307

C22:2 Controle 00111 0,0101° 00083 00117° 00103  0,0224 <0,0001

(cis-13,16-Docosadienoic %) .40 00106  0,0114* 0,0103°  00071° 0,008

C24:0 Controle 00384 00396 00385 00397  0,0391° <0,0001 0,273

(Lignoceric %) Tratado 00421 00423 00425 00435  0,0426°

C20:5n3 cis-5,8,11,14,17-  Controle 00214 00219 00239 00219 00223 0,0178 0,3885

Eicosapentaenoic % Tratado 00205 00205 00196 00201  0,0202°

C24:1n9 Controle 0,049 0005 00053 00046  0,0049° <0,0001 0,1571

(Nervonic %) Tratado 00054 00061 0006 00054  0,00572

SFA Controle 73,7239 73,8182 74,3101 73,8635 73,9290° 0,0301 0,7335
Tratado 74,3699 74,6443 74471 74,4997 74,4963

Continua...
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Acidos graxos

UFA

MUFA

PUFA

UFA/SFA

2 w6

w3

w6/w3

Tratamento

Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle
Tratado
Controle

Tratado

Dia7

26,276
25,63
23,156
22,5039
3,12
3,1261
0,3564
0,3446
2,7695
2,77
0,3098
0,3126
8,9446
8,8613

Dia 20

26,1817
25,3556
23,0721
22,2111
3,1096
3,1444
0,3547
0,3397
2,7579
2,7846
0,3091
0,3142
8,9226
8,8622

Dia 45

25,6898
25,5289
22,6868
22,4482
3,003
3,0807
0,3458
0,3428
2,6656
2,7344
0,296
0,3035
9,0052
9,0092

Dia 60

26,1365
25,5002
23,0007
22,5057
3,13572
2,9945P
0,3538

0,3423

2,7713

2,6686

0,3205%
0,2860°
8,6447°
9,33102

Média

26,07102
25,5037°
22,97892
22,4173°
3,0921
3,0864
0,35272
0,3424°
2,7411
2,7394
0,3089
0,3041
8,8793
9,016

P-valor com
OE

0,0301

0,0389

0,7695

0,0294

0,9253

0,2843

0,0991

P-valor OE x DIA

0,7335

0,8025

0,0158

0,7387

0,0521

0,0215

0,0167

Meédias seguidas de letras distintas nas linhas se diferenciam pelo teste Fisher-Snedecor (5%).
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4.2 RESULTADOS MICROBIOMA

A composicdo microbiana do queijo foi investigada por meio do sequenciamento da
regido hipervariavel V4 do gene 16S rRNA. Um total de 4.561 OTU’s foram obtidas para as 8
amostras, sendo 4 amostras de queijo produzidos atraves do leite do grupo controle e 4 amostras
produzidas a partir do leite do grupo tratamento. As curvas de rarefacdo mostraram saturacao
para ambos os tipos de amostras, indicando cobertura de sequenciamento suficiente para
estimar a composicgéo e diversidade microbiana.

Ao avaliar a abundancia relativa ao nivel de significancia de 5% n&o foi observado
diferenca entre o grupo tratado e controle. O filo de maior abundancia nas amostras foram
Firmicutis (Figura 4). A classes abundante em ambas as amostras foram Bacilli. No nivel de
ordem, Lactobacillales e Staphylococcales foram observados em maior abundancia. As
familias mais abundantes nas amostras de leite sem OE e com OE foram Streptococcaceae e
Staphylococcaceae. Os géneros mais abundantes foram Lactococcus, Streptococcus e

Staphylococcus spp. Figura 4).

Figura 4 - Representacdo da abundancia relativa de taxons bacterianos com base no
sequenciamento do gene 16S rRNA no nivel de género em amostras de queijo produzido com
leite do grupo controle e tratado. As barras verticais indicam a abundancia relativa média de
sequéncias bacterianas nas amostras A (Filo) e B (Género). As strings que nao puderam ser

atribuidas sdo coloridas em laranja e rotuladas como “desconhecidas”.
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Lactococcus foi 0 género mais frequente nas amostras de leite controle e tratado, assim
como o Staphylococcus spp. O género Streptococcus foi observado somente nas amostras de
queijo produzido com leite controle.

Em relacdo as espécies, apenas algumas foram identificadas no presente estudo. Isso
porque o sequenciamento parcial do gene 16S rRNA n&o possui resolucdo suficiente para
identificar um grande nimero de espécies (Johnson et al., 2019). A partir de amostras de leite
controle e tratado foi possivel identificar Staphylococcus equorum, Streptococcus salivarius e

Lactococcus lactis.
4.2.1 Alpha Diversidade

Os dados de diversidade alfa foram estimados usando os indices Chaol e Shannon (Figura
5). Em relacdo a diversidade do queijo colonial, ndo foram observadas diferencas entre as

amostras de queijo controle e tratado (p > 0,05).

Figura 5 - Métricas de diversidade alfa com amostras de leite controle e tratado. Riqueza

medida pelo indice Chaol (A), pelo indice Shannon (B).
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Fonte: Elaborado pelos autores
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4.2.2 Beta Diversidade

A diversidade beta avalia a diversidade de OTU’s entre diferentes amostras. Com base
na abundancia relativa de OTU’s sequenciadas, o PCoA foi usado para analisar diferengas na
composicdo de comunidades microbianas das amostras de leite tratado e controle usando o
método Bray-Curtis e UniFrac ponderado (Figura 6).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencgas significativas na composigéo
microbiana entre o grupo controle e o tratado com OE, com valores de p de 0,22 para Bray-
Curtis e 0,11 para UniFrac. Além disso, o periodo de maturacdo ndo apresentou diferencas

significativas.

Figura 6- Métricas de diversidade beta com amostras de leite controle e tratado. Bray-Curtis
(A), pelo Unifrac (B).
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4.2.3 Abundancia diferencial

Em relagéo a abundancia diferencial foi observado menor abundancia nas amostras de

queijo produzido com leite tratado (Figura 7).
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Figura 7- Log2 fold-change: propor¢do de abundancia diferencial ano nivel de familia em
amostras de queijo produzidas com leite controle (azul) em comparagdo com queijos
produzidos com leite tratado adicionado de 0leos essenciais (laranja).
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Figura 8- Log2 fold-change: proporcéo de abundancia diferencial ano nivel de Género em
amostras de queijo produzidas com leite controle (azul) em comparag¢ao com queijos
produzidos com leite tratado adicionado de 6leos essenciais (laranja).
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4.3 RESULTADOS ANALISES SENSORIAIS
4.3.1 Leite

Os participantes do teste foram caracterizados em relacdo aos habitos e frequéncia de
consumo de leite, sendo que a maioria declarou consumir a versao integral (78%) e mais de
uma vez por semana (65%), mostrando que € um produto de alta frequéncia de consumo.

Em termos hedonicos, ndo foram observadas diferencas na aceitagdo das amostras
controle e tratada em relacdo a textura (7,1 + 1,6 vs. 7,4 £ 1,6) e acidez (6,6 + 2,2 vs. 7,0 £ 2,1).
Por outro lado, na aceitacdo do sabor (6,6 + 1,8 vs. 7,4 = 1,5) e na avaliacao geral (6,9 £ 1,7 vs.
7,4 £1,7), aamostra tratada foi melhor avaliada (P <0,05). Apesar destas diferencas, a intencao
de compra dos produtos oriundos de leite controle e tratado, em relagdo a textura (24 vs. 39),
sabor (37 vs. 35), acidez (22 vs. 17) e avaliacdo geral (17 vs. 9) P = 0,081) demonstrando
diferenca na margem significativa para intencdo de compra.

Os resultados do Teste CATA do leite (Tabela 9) mostrou que as amostras de controle
e tratado foram descritas de forma semelhante para a maioria dos termos, sendo percebidos
(maiores % de citacdo) como produtos com sabor de leite vendido em supermercado, leite cru
e gosto doce (> 23% de citacdo para todos os termos e produtos). Apesar da semelhanca em
relagcdo aos termos mais citados, o leite dos animais que receberam os OE foi mais percebido
como doce (40 vs. 25% das respostas, P = 0,004). Além disso, observou-se diferenca na citacdo
do termo aguado (P = 0,040) e uma diferenca marginal na citacéo do atributo opaco (P = 0,071),
sendo o produto de animais que receberam os OE percebido como mais opaco e menos aguado
do que o controle.

Os resultados dos testes CATA para o leite e creme de leite estdo expressos na Tabela 9

a sequir.
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Tabela 9 - Teste CATA para leite e creme de leite

Atributos Leite Creme de leite
p- p-

Controle  Tratado  valores Controle Tratado valores
Sabor de ervas 0,035 0,014 0,257 0,021 0,014 0,655
Doce 0,2462 0,401° 0,004 0,261 0,232 0,505
Sabor 4 pasto/campo 0,120 0,077 0,201 0,028 0,042 0527
Sabor estranho 0,141 0085 0144 0077 0070 0819
Brilhante 0,106 0,134 0,346 0,085 0,092 0,782
Leite cru 0,275 0,239 0,435 0,303 0,254 0,307
Gorduroso 0,134 0,085 0,178 0,324 0,338 0,773
Gosto amargo 0,035 0,021 0,480 0,021 0,014 0,655
Curral/silagem 0,028 0,021 0,705 0,007 0 0,317
Acido 0,014 0,028 0,414 0,014 0,021 0,655
Rancoso 0,042 0,021 0,317 0,035 0,007 0102
Neutro 0,134 0,204 0,123 0,099 0,120 0,513
Leite vendido em supermercado 0,268 0,324 0,317 n.d. n.d. n.d.
Opaco 0,063 0,113 0,071 n.d. n.d. n.d.
Aguado 0,190? 0,106 0,040 n.d. n.d. n.d.
Amarelo n.d. n.d. nd. 0049 0035 0564
Manteiga n.d. n.d. n.d. 0,197 0,176 0,590
Homogéneo n.d. n.d. n.d. 0,190 0,225 0369
Cremoso n.d. n.d. n.d. 0,394 0493 0075
Creme de leite vendido supermercado n.d. n.d. nd.  04190° 03172 0,005

n.d. = ndo determinado.

4.3.2 Creme de leite

A avaliacdo dos habitos dos participantes do teste em relagdo ao consumo de creme de
leite mostrou que 0s mesmos, em sua maioria, consomem o produto na verséo integral (84%) e
que tém uma frequéncia de consumo variada entre mais de uma vez por semana (11%), uma
vez por semana (39%), uma vez ao més (38%) e raramente (12%).

A avaliacdo hedonica das amostras de creme de leite por estes provadores mostrou que,
em termos de textura, as amostras com OE foram preferidas (7,4 £ 1,4) em relagdo a amostra
sem OE (6,7 = 1,9) (P<0,05). Para os demais parametros heddnicos, por outro lado, 0s
resultados foram similares (P>0,05), com pontuacGes para amostra tratada e controle,
respectivamente, de 7,4 + 1,5e 7,1 £ 1,7 para sabor, de 6,9 + 2,1 e 6,7 £ 2,1 para acidez e de
74+14e7]1+16. Similarmente, ndo foram observadas diferencas na intencdo de compra
das amostras (limite de corte > 0,05), sendo que 35% dos consumidores responderam que
“certamente comprariam” e menos de 14% responderam que “provavelmente ou n&o

comprariam’ as amostras, indicando um adequado nivel de aceita¢do dos produtos.

55



53

Os resultados do teste CATA (Tabela 8) mostram que os produtos foram descritos de
forma similar, sem diferenca de citacdo para quase todos os atributos avaliados. Os cremes de
leite foram majoritariamente associados com os atributos leite cru (citado por > 25% dos
participantes), gorduroso (citado por mais de 32% dos participantes) e cremoso (citando por
39% dos participantes para amostra sem O.E e por 49% dos participantes para amostra com
OE), sendo este dltimo atributo marginalmente significativo (P = 0,075). Além disso,
surpreendentemente, o creme de leite oriundo destes animais foi mais percebido como similar

ao creme de leite comercial (P =0,005).
4.3.3 Queijo colonial

A avaliacdo sensorial do Queijo Colonial ocorreu apds 20 e aos 45 dias de maturacao.
A avaliacdo da percepc¢do e habitos de consumo de queijo pelos provadores participantes do
teste mostraram que a maioria prefere semi-gordos (74%), de textura que varia entre semi-
macia (42%), firme (31%) ou macia (27%), com sabor levemente marcante (61%) e do tipo
colonial (67%). Além disso, 70% dos provadores da pesquisa declararam consumir queijo mais
de uma vez por semana (70%), sendo, portanto, um produto de consumo habitual.

A avaliacdo da aceitacdo dos produtos em termos de textura (controle 8 e tratado 7,9,
sabor (controle 7,6 e tratado 7,6), acidez (controle 6,8 e tratado 7,0) e avali¢do geral (controle
7,7 e tratado 7,7) ndo mostrou diferengas estatisticas entre as amostras controle e tratada no
mesmo tempo de maturacdo e nem em relacdo a mesma amostra avaliada em diferentes tempos
de maturacdo. Similarmente, ndo foram observadas diferencas na intencdo de compra entre as
amostras apos 20 e 45 dias de maturacéo (ponto de corte >0,05), sendo que >57% (controle) e
>57% (tratado) dos provadores declararam que certamente ou provavelmente comprariam 0s
produtos nos diferentes tempos, respectivamente.

Na Tabela 10 podemos observar o resultado do teste CATA para 0s queijos com 20 e

45 dias de maturacéo.
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Tabela 10 - Teste de Cochran para cada atributo (TESTE CATA) — Dias 20 e 45 de

maturagao
Atributos 20 dias de maturacéo 45 dias de maturagao
controle  Tratado  p-valores Controle Tratado p-valores
Queijo fresco 0.362 0.397 0,466 0.342 0.316 0,631
Fermentado 0.121 0.106 0,655 0.140 0.114 0,467
Gorduroso 0.064 0.099 0,225 0.0792 0.149° 0,021
Gosto amargo 0.092 0.142 0,127 0.123 0.184 0,178
Curral/silagem 0.021 0.014 0,655 0.009 0 0,317
Acido 0.234 0.241 0,873 0.228 0.211 0,732
Rancoso 0.007 0.007 1,000 0.044 0.009 0,102
Maturado 0.106 0.121 0,683 0.237 0.254 0,655
Sabor de ervas 0.007 0.007 1,000 0.018 0.053 0,157
Picante 0.092 0.057 0,197 0.0442 0.105° 0,035
Queijo colonial comum 0.404 0.383 0,680 0.421 0.368 0,330
Sabor a pasto/campo 0.064 0.021 0,058 0.044 0.044 1,000
Amarelo 0.0718 0.128° 0,046 0.035 0.053 0,414
Homogéneo 0.184 0.177 0,819 0.333 0.351 0,715
Cremoso 0.440 0.376 0,170 0.421 0.474 0,317

Fonte: Elaborado pelos autores

A avaliacdo das respostas no teste CATA das amostras de queios produzidas com leite
de animais com e sem suplementacdo com OE ap6s 20 e 45 dias de maturacdo mostrou que 0s
produtos foram percebidos como similares em relagdo a maioria dos atributos avaliados. Além
disso, observa-se que eles foram percebidos (maiores % de citacdo) como produtos com sabor
de queijo fresco, queijo colonial comum e queijo cremoso (citados por mais de 36% dos
participantes para ambos os produtos) apés 20 dias de maturacdo. Ap6s 45 dias de maturacéo,
além destes atributos observados na avaliagdo com 20 dias, 0s queijos também passaram a ser
reconhecidos como homogéneos (> 33% das citacbes) e queijo maturado (> 23% das citacoes),
novamente sem diferenca significativa entre os produtos. Apesar da semelhanca em relacdo aos
termos mais citados, o queijo de 20 dias de maturacdo produzido a partir do leite dos animais
que receberam os OE foi percebido como mais amarelo (13 vs. 7% das respostas, p=0,046). Ja
para as amostras com 45 dias de maturagédo, observou-se que o queijo do leite dos animais que
receberam os OE foi mais descrito pelo atributo gorduroso (15 vs. 8%, p=0,021) e picante (10
vs. 4%, p=0,035), ainda que a citacdo dos 2 atributos tenha sido relativamente baixa (< 15%
dos participantes).

Vale ressaltar que termos que denotariam transferéncia de sabor estranho para o produto
em funcdo da adicdo de Oleo de eucalipto na ragdo (sabor & pasto/ campo, sabor estranho,
curral/silagem, sabor de ervas) foram citados por menos de 5% dos participantes e sem

diferenca entre as amostras, comprovando que os aromas/sabores do Oleo ndo foram
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transferidos de forma perceptivel diretamente para a gordura do leite. Por outro lado, a maior
citacdo dos atributos picante e gorduroso ap0s 45 dias de maturacéo talvez sugira que, ao longo
da maturacdo, as diferencas geradas pela alimentacdo do rebanho se tornem mais perceptiveis,

sem, contudo, afetar a aceitacdo do queijo produzido.

5 DISCUSSAO

As analises fisico-quimicas e microbiologicas foram realizadas anteriormente a
realizacdo das analises sensoriais. Os parametros de densidade, extrato seco desengordurado,
extrato seco total, lipidios totais, indice crioscdpico, proteina total e acidez avaliados no leite
ficaram dentro do proposto pela legislagéo IN 76 de 2018 e pelo Decreto 2.197 de 2022 tanto
para o leite controle quanto para o tratamento, seguindo os valores estabelecidos pela legislacéo
brasileira em vigor, assim como valores dos testes microbioldgicos de contagem de
enterobactérias. Os grupos (controle e tratado) aparentemente ndo variaram entre si e nem em
relacdo aos valores da legislacéo.

A densidade dos leites controle e tratamento aparentemente nao se mostraram diferentes
entre si. A utilizacdo dos OE na dieta de vacas leiteiras ndo acarretou mudancas aparentes na
densidade do leite produzido pelos animais. Estudos com OE com principio ativo carvacrol,
encontrado no orégano; o cinamaldeido, encontrado na canela; e o eugenol, encontrado no
cravo, oleoresina de pimenta também ndo mostraram mudancas na densidade do leite ap6s a
adicdo dos OE na dieta das vacas (Campanha et al., 2023). De acordo com a Instrucdo
Normativa 76 de 2019, a densidade do leite integral deve estar dentro de 1,028 a 1,034 g/cms.
Desse modo, na andlise da densidade encontrada no estudo em questdo ficou dentro dos
parametros da legislagéo, tanto para o leite controle (1,032 g/cm?3) quanto para o tratamento
(1,033 g/cm?d) (Tabela 4).

Os valores de extrato seco desengordurado (ESD) ndo diferiram entre si, demonstrando
que a adicdo dos OE de eucalipto e menta na dieta das vacas ndo modificou os valores do ESD.
O leite controle apresentou o valor de ESD de 8,80% e o leite com OE de 9,45% ficando dentro
dos parédmetros estabelecidos pela legislacdo IN 76 de 2018. O teor de ESD no leite estd
relacionado com a dieta, as variagdes nos alimentos volumosos e concentrados, em fungéo das
estacdes do ano, podem acarretar mudancas nos parametros de ESD do leite (Campanha et al.,
2023).

Os solidos totais dos leites controle e tratado ndo diferiram entre o leite controle

(12,51%) e o tratado (13,35%), demonstrando que a adi¢do dos OE na dieta das vacas ndo
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modificou os valores dos so6lidos totais, e tanto e grupo controle quanto o tratado ficaram dentro
dos parametros da legislacéo (IN 76 de 2018, Brasil, 2018). O mesmo ocorreu com os teores de
lipideos e indice crioscopico.

Quanto aos teores de proteinas dos leites controle e tratado ndo variaram aparentemente
entre si, e se mantiveram dentro dos pardmetros da legislacéo, a qual exige 0 minimo de 2,9
9/100 ml de proteina no leite (IN 76 de 2018). Estudos anteriores com OE de orégano, pimenta,
cravo, canela e orégano obtiveram resultados estatisticamente semelhantes, demonstrando que
estes 6leos ndo trouxeram mudancas a proteina do leite (Campanha et al., 2023).

Os parametros de acidez, lipideos totais, proteina total e cinzas avaliados no creme de
leite ficaram dentro do proposto pela legislagéo IN 76 de 2018 e decreto 2.197 de 2022 tanto
para creme de leite controle quanto para o tratado, seguindo os valores estabelecidos pela
legislacdo brasileira em vigor. Os valores dos testes microbioldgicos de contagem de
Staphylococcus coagulase positiva, contagem de bolores e leveduras, deteccdo de Salmonella
spp., deteccdo de enterotoxinas estafilococicas tanto do controle quanto do tratado também
ficaram dentro do estabelecido pela legislacéo.

Os parametros fisico/quimicos umidade, lipideos totais, proteina total cinzas e
microbioldgicos contagem de Staphylococcus coagulase positiva, contagem de bolores e
leveduras, deteccdo de Salmonella spp. e deteccdo de Enterotoxinas Estafilocdcicas dos queijos
controle e tratado aos 7, 20 e 45 dias de maturacao, ficaram dentro do proposto pela legislacdo
brasileira em vigor. Os valores dos grupos ndo variaram entre si, com isso podemos afirmar que
0 uso do 6leo essencial ndo alterou a composicdo do queijo, ndo influenciou na cascata de
formag&o do coalho e nem modificou o padréo de crescimento dos fermentos l4cteos utilizados
na fabricacdo dos queijos Coloniais.

N&o existe uma regulacdo nacional para o queijo colonial que dé caracteristicas de
qualidade e identidade causando variacGes de acordo com a regido em que sdo produzidos
(Lucas et al., 2013). No estado de Santa Catarina, onde o estudo foi realizado, existe uma lei
estadual, Lei N° 17.486, de 16 de janeiro de 2018 que caracteriza parcialmente o queijo tipo
colonial produzido e comercializado no estado. Apesar disso, dados fisicos e quimicos,
juntamente com as caracteristicas sensoriais e de aceitagdo, sdo de importancia para
caracterizacdo, definicdo e compreensdo do mercado consumidor deste tipo de queijo
(Steinbach et al., 2021).

Segundo a Portaria n. 146/1996 sobre o Regulamento Técnico de Identidade e
Qualidade, a classificagdo dos queijos se da de acordo com os padrdes de umidade em: queijos

de baixa umidade (até 35,9%), queijos de média umidade (entre 36,0 e 45,9%), queijos de alta
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umidade (46,0 e 54,9%) e queijos de muito alta umidade (n&o inferior a 55,0%). Os teores de
umidade encontrados nos queijos coloniais controle e tratado, fabricados e analisados na
pesquisa ficaram entre 34,50% e 47,34%, adequando-se como queijos de baixa, média e alta
umidade, considerando-se que foram analisados queijos em varios periodos de maturacéo. O
teor de umidade pode ser influenciado pelo periodo de maturacao e pela formagédo da casca a
depender do tipo de queijo (Silveira Janior, 2012).

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade classifica os queijos de acordo com
0 conteudo de matéria gorda no extrato seco, em porcentagem (Portaria 146, de 1996). Os
queijos podem ser classificados como desnatados (menos de 10,0% de gordura), magros (entre
10,0 e 24,9%), semi-gordos (entre 25,0% e 44,9%), gordos (entre 45,0 e 59,9%), e extra gordo
(minimo de 60%). Portanto, considerando os percentuais de lipidios encontrados nesse estudo,
0s queijos podem ser classificados como queijos magros e semi-gordos, pois apresentaram
valores entre 14,77% e 32,28%.

O queijo colonial tem uma grande variabilidade em sua composi¢do em razéo da ampla
gama de valores de padrdes fisico-quimicos. A importancia socioecondmica somada a outros
fatores pode influenciar a qualidade nutricional desse alimento (Silveira Janior, 2012). Em
decorréncia da procura e do consumo do queijo colonial, houve a criagdo de uma legislacéo que
visa, por meio do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade, estabelecer os requisitos
minimos que este deve apresentar para ser consumido (Araujo et al., 2020). A mensuracao do
pH ¢é interessante, pois determina se esta ocorrendo deterioracdo dos queijos (Cecchi, 2003),
corroborando para determinar o tempo para consumo sem riscos para a saude.

O teor de umidade dos queijos estd intimamente relacionado com o tempo de
maturacdo, a pressao da prensagem e ao tipo de salga aplicado (Ortigosa, 2021). Quanto menor
0 tempo de maturacdo, mais Umidos sdo 0s queijos e quanto mais tempo 0s queijos sdo mantidos
em maturacdo, menor sera sua umidade, quanto menor a umidade mais 0s constituintes do
queijo se mantém concentrados (Silveira Junior et al., 2012) assim, 0 maior tempo de maturagéo
causa a concentracao de aromas e sabores dos queijos. O queijo colonial apresenta teor médio
de umidade de 46,5%, sendo classificado como um queijo de alta umidade (Roldan et al., 2023).
Resultado semelhante foi encontrado em estudos com queijo colonial, em que todas as amostras
encontradas eram de alta umidade (Medeiros Carvalho et al., 2015). Os queijos coloniais sdo
caracterizados por alta umidade principalmente pelo fato de serem comercializados com curto
periodo de maturag&o, ndo tendo tempo para diminuir a umidade.

Quanto a gordura, as amostras variaram no queijo controle entre 28% aos 7 dias de

maturacao e 33,50% aos 45 dias de maturacao e no queijo tratado entre 28,50% aos 7 dias de
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maturagdo e 34% aos 45 dias de maturagdo. Estudos anteriores com queijos coloniais
encontraram valores méximos de gordura de 47,8% e média de 32,2% (extrato seco), podendo
ser estes queijos classificados como gordo e semi-gordo. As varia¢fes nos teores de gordura
devem-se a realizacdo de desnate parcial em algumas propriedades (de Medeiros Carvalho et
al., 2015). O valor protéico dos queijos manteve-se entre 18,91 e 23,36 % para o queijo tratado
e entre 19 e 25,07% para o queijo controle. As proteinas presentes no leite sdo de alto valor
bioldgico, que é traduzido na quantidade e qualidade de aminoacidos essenciais, além da alta
digestibilidade presente no queijo (Moretto, 2008).

Na determinag&o da cor, o pardmetro L* indica a luminosidade e se refere a capacidade
do objeto em refletir ou transmitir luz, variando numa escala de zero a 100. Quanto maior o0
valor de L*, mais claro o objeto. O parametro a* refere-se a contribuicéo das cores verde (-) /
vermelho (+) e o pardmetro b* as cores: azul (-) /amarelo (+). Em geral, as amostras
apresentaram alta luminosidade (L*), com a predominancia da componente amarela (b*) sobre
a componente verde (a*), cuja contribui¢do na cor foi muito pequena com valores muito baixos,
indicando a cor branca amarelada, caracteristica do queijo colonial (Vieira, 2013). Os valores
de L* variaram de 74,89 a 90,09 no queijo controle e 75,17 a 90,05 no queijo tratado, de a*
variaram de - 0,29 a - 0,55 no queijo controle e 0,55 a 0,76 no queijo tratado e os de b* variaram
de 0,38 a 12,83 no queijo controle e 0,38 a 10,83 no queijo tratado. VValores semelhantes de L*
foram encontrados em queijos fabricados em nossa regido (Brandielli, 2016; Castilho, 2019).
Em outros estudos com queijos Coloniais a Luminosidade (L*), o vermelho (a*) e o amarelo
(b*) variaram de 83,03 a 8,21, — 3,63 a 2,38 e 24,85 a 34,01, respectivamente. Os valores de
vermelho ficaram altos em fungdo da adi¢cdo de urucum na formulacdo dos queijos desta
pesquisa (Steinbach et al., 2021).

Quanto aos valores de pH dos queijos, expressos em g de acido latico/100g de amostra,
0 Grupo Controle aos 7 dias de maturacdo ficou em 5,49, aos 20 dias de maturacdo 5,71 e aos
45 dias de maturacdo 5,87 e tratamento aos 7 dias de maturagéo 5,53, aos 20 dias de maturagéo
em 6,08 e aos 45 dias de maturacdo 5,74, ficando durante todo o periodo de maturacdo dentro
do exigido pela legislacdo (IN 76, de 2019). Estudos com queijos coloniais com e sem lactose
mostraram uma diminuicdo gradual no pH ao longo do processo de maturacdo, porém sem
influenciar significativamente ao longo do processo (Khiaosa-ard; Zebeli, 2013). Embora sem
analise estatistica, podemos considerar que frente as demais analises realizadas, o pH ndo tenha
interferido diretamente sobre as demais caracteristicas mensuradas no presente projeto

(composicgéo, oxidacdo lipidica, perfil de AG ou microbiologia).
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Através da analise estatistica dos queijos coloniais percebeu-se que a adi¢do dos OE na
alimentacdo das vacas levou a uma protecdo da oxidacg&o lipidica aos 45 dias de maturacdo. Nos
demais dias avaliados ndo houve diferenca. Houve interacdo tratamento x dia. Neste estudo, foi
realizada a adicdo de 3,6 ml de um blend de OE comercial contendo mentol e eucaliptol como
0s principais compostos ativos (213 mg) na alimentacdo das vacas. Embora esse blend de OE,
em particular ndo tenha sido estudado antes, varios outros estudos abordaram os efeitos de
outros OE isolados ou da mistura desses agentes em ensaios de alimentacdo, com resultados
altamente variaveis e dependendo da preparacdo estudada e do desenho do estudo (Khiaosa-
ard; Zebeli, 2013). Os resultados mostram que aos 45 dias de maturacdo, o queijo do Grupo
Tratado apresentou menores valores de peroxidacao lipidica quando comparado ao Grupo
Controle. Porém, na média os tratamentos ndo diferiram entre si. Este resultado sugere que com
0 passar do tempo de maturacdo, ha indicios de que os OE podem proteger esses produtos desta
oxidagao.

Valores obtidos nos testes microbioldgicos dos queijos controle e tratamento seguem 0s
valores propostos pela legislacdo, permanecendo em condicdes de consumo até os 45 dias do
processo de maturacdo. Aos 60 dias, os valores de bolores e leveduras superaram os valores
estabelecidos na IN 161 (Brasil, 2022), portanto ficaram inaptos para consumo (De Bairros,
2016), o que também justifica a ndo realizacdo da analise sensorial neste prazo de maturacao.

A suplementacdo de blend OE teve efeito no perfil de acidos graxos da gordura do leite.
Embora ndo tenha alterado o percentual de gordura, alterou o perfil de grande parte dos acidos
graxos de encontrados nos queijos do grupo tratado em comparacdo com o controle, com
destague ao aumento dos AG saturados para o Grupo Tratado, em combinacdo com a
diminuicdo dos AG insaturados, monoinsaturados e poliinsaturados (p < 0,05). Os acidos
graxos que sofreram modificacGes em funcdo do tratamento x dia foram C14:1, C16:0, C16:1,
C17:0, C18:0, C18:2n6c, C18:3n3, C20:3n6, C20:4n6, C22:2, PUFA, 3 w3 e w6/w3. Os acidos
graxos que sofreram acdo do tratamento foram C8:0, C14:0, C17:1, C18:1n9t, C18:1n9c,
C20:0, C18:3n6, C20:2, C22:0, C24:0, C20:5n3, C24:1n9, SFA, UFA, MUFA, UFA/SFA, ou
seja, principalmente os &cidos graxos de cadeia longa e poliinsaturados, com a adi¢éo dos OE,
houve uma diminuigdo na concentragdo destes acidos graxos nos queijos tratados. Apesar do
o0leo essencial de menta conterem os acidos graxos palmitato (16:0), o linoleato (18:2), e 0
linolenato (18:3) e o 6leo de eucalipto conter os OE acido linoleico (C18:2), acido palmitico
(C16:0); acidos Z -vacénico (C18:1n-7) + oleico (C18:1n-9), acido miristico (C14:0), acido
estedrico (C18:0), acido linolénico (C18:3), acido araquidico (C20:0), acido behénico (C22:0),
acido erucico (C22:1), acido erucico (C22:1), acido lignocérico (C24:0), C18:1/C18:2, > SFAs,
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> MUFA, Y AUFs, >, AGMI/Y. AGPI (Maffei e Scannerini, 1992; Ghazghazi et al., 2021), ndo
observamos varia¢des para mais nas concentragdes destes &cidos graxos nos queijos a partir do
leite de vacas que receberam a adi¢do dos OE, o que nos elucida que os 6leos ndo passaram
para o leite das vacas.

Os OE atuavam sobre toda cadeia de acidos graxos do leite, ou seja, dos de cadeia curta,
média e longa. Supdem-se que as modificacbes na composi¢do da gordura do leite, detectada a
partir da analise dos acidos graxos ocorreu ou pela acdo dos 6leos sobre 0s microrganismos
ruminais, ou pela absorcéao direta dos 6leos pelo organismo dos animais, sendo utilizados para
as demais funcgdes organicas, sendo necessarias mais pesquisas para elucidar como ocorreu este
processo.

Adicionar OE na dieta de vacas de leite pode ter efeitos no perfil de acidos graxos do
leite. Estudos testando a adicdo de dleo de girassol, em diferentes niveis, na alimentacédo de
vacas com dieta base de capim-elefante. Como resposta concluiram que a adi¢do de 6leo de
girassol até 3,7% causou melhorias nas qualidades nutricionais da gordura do leite, sem
comprometer o desempenho produtivo dos animais (Ribeiro et al., 2014). Além disso, pesquisas
anteriores indicaram que a adicdo de 6leo de canola na racdo de vacas pode alterar o perfil dos
acidos graxos do leite, tornando-o mais saudavel (Oliveira et al., 2021). Todavia, a mudanga
global destacada quanto a proporcdo de AG saturados, insaturados, mono e poliinsaturados
indica que estes efeitos foram observados na pesquisa com os OE de eucalipto e menta,
indicando que a suplementacdo dos animais com os EO acarretou sutil modificacdo no padrédo
dos acidos graxos do leite, sem causar alteracBes nas caracteristicas de aroma e sabor dos
queijos.

O estudo demonstrou que os OE ndo apenas reduziram a contagem total de bactérias,
mas também alteraram a composicao da microbiota, favorecendo a presenca de bactérias acido-
lacticas especificas que contribuem para a seguranca e qualidade sensorial do queijo.

O filo de maior abundéancia nas amostras foi Firmicutis, A classe foi Bacilli; no nivel de
ordem, Lactobacillales e Staphylococcales e, as familias mais abundantes nas amostras de leite
sem OE e com OE foram Streptococcacea e Staphylococcaceae. Os géneros mais abundantes
foram Lactococcus, Streptococcus e Staphylococcus.

A presenca predominante de Firmicutes nas amostras de queijo é corroborada por
diversos estudos que investigaram a composi¢cdo microbiana de diferentes tipos de queijo.
Firmicutes € um filo amplamente reconhecido por seu papel significativo na fermentacéo de
produtos lacteos. Este filo inclui muitos géneros de bactérias acido-lacticas, como Lactococcus,

Lactobacillus, Streptococcus, e Enterococcus, que sdo essenciais para a producao e maturacéo
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de queijos. Quigley et al. (2012) estudaram o microbioma de diferentes queijos artesanais
irlandeses e observaram que Firmicutes era o filo predominante, com Lactobacillus e
Streptococcus sendo 0s géneros mais comuns. Este estudo ressaltou a importancia dessas
bactérias na definicdo das caracteristicas organolépticas dos queijos, como textura e sabor,
através da producéo de &cido lactico e outros compostos metabdlicos.

Outro estudo conduzido por Wolfe et al. (2014) analisou a ecologia microbiana de
queijos em maturacdo e encontrou que Firmicutes constituia a maior parte da comunidade
bacteriana. Eles observaram que, além das bactérias acido-lacticas, outros membros de
Firmicutes, como Staphylococcus e Bacillus, também desempenhavam um papel crucial na
maturacdo do queijo, influenciando a formacg&o da crosta e a maturacdo interna.  Além disso,
um estudo realizado por Alessandria et al. (2010) sobre queijos italianos tipicos, como Grana
Padano e Parmigiano Reggiano, revelou que os Firmicutes eram dominantes nas diferentes
fases de producdo e maturacdo. Este estudo destacou que a dinamica da comunidade
microbiana, especialmente a dominancia de Firmicutes, ¢ fundamental para a seguranca
microbioldgica e qualidade sensorial dos queijos, estes resultados evidenciam que Firmucutes
domina a microbiota central de queijos.

Pesquisas com queijos artesanais da regido sudeste do Brasil identificaram
microrganismos pertencentes a quatro filos microbianos, filo Acinetobacter, filo Bacteroidetes,
filo Firmicutes e filo Proteobacteria e 109 géneros. Deste montante, 31 géneros tiveram
destaque, entre eles 9 géneros considerados naturais as amostras lacteas, e 22 patogénicos ou
prejudiciais a tecnologia do leite (Remor et al., 2021). Pesquisadores de queijos na regido
sudoeste do Brasil encontraram resultados semelhantes, em geral, Lactococcus lactis foi a
espécie mais abundante, independente das caracteristicas da amostra de queijo. (Nero et al.,
2021).

O género Streptococcus foi observado somente nas amostras de queijo produzido com
leite controle, e esta auséncia do género Streptococcus em queijos produzidos com leite tratado
com OE é um achado significativo, pois sugere que esses compostos podem influenciar a
composi¢do microbiana do queijo. Varios estudos tém investigado o impacto dos OEsobre a
microbiota de produtos lacteos, demonstrando que esses compostos naturais possuem
propriedades antimicrobianas que podem alterar a comunidade microbiana do leite e,
consequentemente, do queijo.

Os OE sdo conhecidos por suas propriedades antimicrobianas, antiflngicas e
antioxidantes. Eles contém compostos bioativos como terpenos, fenois e aldeidos, que sao

eficazes contra uma ampla gama de microrganismos. Na producéo de queijos, a adi¢do de OE
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ao leite pode inibir o crescimento de bactérias indesejaveis e moldar a microbiota de maturagéo.
Farag et al. (1989) conduziram um estudo sobre os efeitos de varios OE (como tomilho, cravo
e canela) no leite e encontraram uma reducao significativa nas populagdes de Streptococcus e
outros géneros bacterianos.

De Souza et al. (2016) investigaram o uso de OE de orégano e alecrim no leite para a
producdo de queijo minas frescal. Eles observaram uma reducdo notdvel na populagdo de
Streptococcus spp. e outras bactérias patogénicas. O tratamento com OE também promoveu um
ambiente favoravel para bactérias benéficas, como Lactobacillus, que séo essenciais para a
fermentacdo e desenvolvimento de sabor no queijo.

Pesavento et al. (2009) exploraram o uso de 6leo essencial de alecrim em queijos de
leite de cabra e observaram uma diminuicdo significativa nas contagens de Streptococcus spp.,
enquanto outros géneros, como Lactococcus e Enterococcus, permanecem relativamente
inalterados. Este estudo sugeriu que os Gleos essenciais podem ser usados para direcionar a
composi¢do microbiana sem comprometer a qualidade do produto final. Os OE, devido as suas
propriedades antimicrobianas, tém o potencial de modificar a microbiota do leite e do queijo,
reduzindo a presenca de géneros bacterianos indesejaveis como Streptococcus e favorecendo
microrganismos benéficos que contribuem para a qualidade sensorial e seguranga do produto
final. Esses achados sdo importantes para a industria de laticinios, pois oferecem alternativas
naturais para o controle microbiano durante a producéo de queijo.

Os indices de diversidade alfa, como Chaol e Shannon, sdo amplamente utilizados para
avaliar a riqueza e a diversidade de espécies em amostras microbiologicas. No contexto da
producdo de queijo, a diversidade microbiana é um fator crucial que influencia a seguranca, a
qualidade sensorial e as propriedades funcionais do produto. A auséncia de diferencas
significativas na diversidade alfa entre as amostras de queijo colonial com e sem OE sugere que
a adicdo de OE ndo alterou significativamente a riqueza e a uniformidade das comunidades
microbianas presentes no queijo.

Parvez et al. (2022) investigaram a diversidade microbiana de queijos artesanais usando
sequenciamento de alta resolugéo e analises de diversidade alfa, incluindo os indices Shannon
e Chaol. Eles observaram que fatores como o tipo de leite e as condigfes de maturagdo
influenciavam a diversidade microbiana, mas intervencGes especificas, como a adicdo de
conservantes naturais, ndo resultaram em diferencas significativas na diversidade alfa. Este
achado é consistente com os resultados observados em queijos coloniais tratados com OE,
sugerindo que esses compostos ndo afetam drasticamente a diversidade alfa. Cocolin et al.

(2020) analisaram a microbiota de queijos produzidos com diferentes tratamentos
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antimicrobianos naturais, incluindo OE. Eles também usaram indices de diversidade alfa, e
encontraram que, embora a composi¢do microbiana especifica variasse, a diversidade alfa ndo
apresentava diferencas significativas entre os tratamentos. Isso apoia a ideia de que a adi¢do de
OE pode alterar a composi¢do microbiana sem impactar a diversidade global.

De Filippis et al. (2021) relataram em seu estudo que intervencdes naturais, como a
adicdo de OE, podem influenciar a abundancia relativa de certos géneros bacterianos, mas néo
necessariamente afetam a diversidade alfa. Este resultado esta alinhado com as observacgdes de
queijos coloniais com e sem OE. Os dados disponiveis indicam que a adi¢do de EO ao leite
utilizado para a produgéo de queijos coloniais ndo altera significativamente a diversidade alfa
da microbiota presente, conforme evidenciado pelos indices Chaol e Shannon. Estudos
recentes corroboram que, embora OE possam modificar a composicdo microbiana, a
diversidade alfa permanece relativamente estavel, garantindo que as caracteristicas sensoriais e
a seguranca dos queijos ndo sejam comprometidas.

A beta diversidade é uma medida crucial para avaliar as diferencas na composicao
microbiana entre diferentes amostras ou grupos. indices como Bray-Curtis e UniFrac so
comumente utilizados para quantificar essas diferencas. No presente estudo, ndo foram
observadas diferencas significativas na composicdo microbiana entre o grupo controle e o
tratado com OE, com valores de p de 0,22 para Bray-Curtis e 0,11 para UniFrac. Além disso,
o0 periodo de maturacdo ndo apresentou diferencas significativas.

Endres et al. (2021) investigaram a beta diversidade de queijos produzidos com leite
pasteurizado e a adicdo de culturas starter, observando que essas praticas influenciam
significativamente a composi¢do microbiana. O estudo utilizou andlises de beta diversidade,
incluindo Bray-Curtis e UniFrac, e encontrou diferencas claras entre queijos produzidos com
diferentes tratamentos. No entanto, é importante notar que essas diferencas podem ser mais
evidentes em sistemas altamente controlados ou com intervencdes especificas, como a
pasteurizacao e culturas starter, que moldam a microbiota do produto final. Neste estudo o leite
utilizado ndo foi pasteurizado, este pode ser o motivo pelo qual ndo foi possivel verificar
diferenca significativa na diversidade beta. Duarte et al. (2020) analisaram a beta diversidade
de queijos artesanais e industriais. Eles encontraram que a pasteurizacdo e a adi¢do de culturas
starter alteraram significativamente a composi¢cdo microbiana, com queijos artesanais
mostrando uma maior variabilidade microbiologica em comparagdo com os industriais.

De Filippis et al. (2021) conduziram um estudo sobre a maturagéo de queijos e seu
impacto na beta diversidade. Eles observaram que o tempo de maturacdo e as condigdes

ambientais influenciam a composi¢do microbiana, mas intervengfes como a adigdo de
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antimicrobianos naturais ndo resultaram em diferencas significativas na beta diversidade. Esses
achados estdo alinhados com o presente resultado, indicando que a adi¢cdo de OE pode néo
impactar significativamente a composicdo microbiana ao longo do tempo de maturagéo.

A anélise de abundancia diferencial é uma abordagem critica para entender como
tratamentos especificos influenciam a composi¢do microbiana de produtos alimentares como o
queijo. A menor abundéncia observada em amostras de queijo produzidas com leite tratado com
OE pode ser atribuida a acdo antimicrobiana dos OE, que sdo conhecidos por suas propriedades
inibitdrias contra uma ampla gama de microrganismos.

Garcia-Cayuela et al. (2020) conduziram um estudo sobre o impacto de diferentes
compostos antimicrobianos naturais, incluindo OE, na microbiota de queijos. Eles observaram
que a aplicacdo de OE resultou em uma reducdo significativa na abundancia de varias bactérias
patogénicas e deteriorantes, sem comprometer a qualidade sensorial do queijo. Esse resultado
estd alinhado com os achados deste trabalho, sugerindo uma acdo seletiva dos OE sobre a
microbiota do queijo. He et al. (2022) verificaram em seu estudo que OE de plantas, como o
6leo de tomilho e orégano, reduziram significativamente a abundancia de bactérias indesejadas,
incluindo espécies de Staphylococcus e Escherichia coli, enquanto mantinham ou aumentavam
a presenca de bactérias benéficas como Lactobacillus. Este estudo corrobora a hip6tese de que
os OE possuem um efeito antimicrobiano especifico, modulando a composi¢ao microbiana de
forma benéfica.

Almeida et al. (2022) investigaram a aplicacdo de OE em queijos artesanais, para avaliar
0 seu impacto na abundancia diferencial de microrganismos usaram sequenciamento de nova
geracdo e relataram uma reducdo significativa na abundancia de Pseudomonas e
Enterobacteriaceae em queijos tratados com OE. A acao antimicrobiana dos OE foi atribuida
a presenca de compostos bioativos que interferem na integridade das membranas celulares
bacterianas.

Além disso, outros estudos avaliaram a acgdo bactericida e bacteriostatica in vitro dos
OE de Eucalyptus globulus L. (Eucalipto), Eugenia uniflora (Pitanga) e Mentha piperita
(Menta ) frente as cepas de Streptococcus mutans, S. mitis e S. salivarius. Todos os OE
apresentam atividade bacteriostatica sobre as linhagens bacterianas estudadas, com excecéo do
oleo essencial de Eugenia uniflora L., que na concentracdo estudada ndo apresentou atividade
bacteriostatica sobre S. mutans (Alves et al., 2010).

A aplicagéo de OE no leite utilizado para a producdo de queijos pode resultar em uma
abundéancia diferencial significativa de microrganismos, geralmente reduzindo a presenca de

bactérias patogénicas e deteriorantes. A acdo antimicrobiana dos OE, que se manifesta atraves
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da perturbacgdo das membranas celulares e inibi¢do de processos metabdlicos criticos, explica a
menor abundancia observada em amostras de queijo produzidas com leite tratado. Esses
resultados refor¢cam o potencial dos OE como agentes antimicrobianos naturais na producao de
queijos.

Quanto as analises sensoriais, com base no teste CATA, os testes com leite pasteurizado
refrigerado obtido a partir de animais que receberam a suplementacdo de OE de eucalipto e
menta, do creme de leite pasteurizado obtido a partir de leite de vacas suplementadas ou néo
com OE e dos queijos coloniais artesanais maturados (20 e 45 dias de maturacdo) feitos com
leite de vacas suplementadas ou ndo com OE de hortel& e eucalipto, ndo tiveram mudancas nas
caracteristicas de aroma e sabor quando comparados com o grupo controle. Ndo foram
observadas varia¢6es quanto a preferéncia de compra, menos ainda sobre a detec¢édo de sabores
ou aromas caracteristicos dos OE nas amostras.

Essas diferencas possivelmente explicam por que o leite dos animais submetidos a
adicdo dos OE teve maior aceitagdo sensorial em termos de sabor e aceitacdo global. Vale
ressaltar que termos que denotam transferéncia de sabor estranho para o produto em funcédo da
adicdo de oleo de eucalipto e menta na racdo (sabor a pasto/ campo, sabor estranho,
curral/silagem, sabor de ervas) foram citados por menos de 15% dos participantes e sem
diferenca entre as amostras (entre os leites), por menos de 8% para o creme de leite e por menos
de 5% dos participantes para os queijos, comprovando que os aromas/sabores do 6leo ndo foram
transferidos diretamente para a gordura do leite e/ou ndo foram percebidos sensorialmente.
Todavia, a maior citacdo dos atributos picante e gorduroso para o queijo Colonial do Grupo
Tratado, apds 45 dias de maturacdo talvez sugira que, ao longo da maturacdo, as diferencas
geradas pela alimentagdo do rebanho, ou pelo perfil de AG ou pela peroxidacdo lipidica se
tornem mais perceptiveis, sem, contudo, afetar a aceitacdo do queijo produzido.

Como apenas a diferenca de citacdo de poucos atributos foi significativa entre as
amostras, a construcdo de um mapa de distribuicdo das amostras em relacdo aos diferentes
termos (Figura CATA) foi desnecesséria.

Em contrapartida ao presente experimento, em uma analise sensorial realizada com leite
de vacas suplementadas com mistura de OE a base de extrato de pimenta com capsaicina,
carvacrol, cinamaldeido e eugenol, no momento da prova, uma amostra de leite com o OE foi
oferecida aos provadores juntamente com duas amostras de leite controle, e como resultado,
59% dos provadores detectaram a amostra diferente. O leite de vacas que OE teve composic¢ao
semelhante ao leite controle. Os autores sugerem que avaliadores treinados para testes

sensoriais detectaram atributos sensoriais diferiram no leite de vacas alimentadas com terpenos,
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e neste caso o OE resultou em leite com aroma mais fresco e menor aroma e sabor, quando
armazenados, do que o controle (Lejonklev et al., 2016). Neste trabalho, os provadores nédo
eram treinados, o que pode ter influenciado na ndo deteccdo dos OE nas amostras. Porém, a
metodologia empregada no trabalho, a CATA, sdo justamente projetadas para avaliadores nao
treinados, sem a necessidade de treinamento extensivo. Ainda, esta metodologia representa uma
perspectiva do consumidor final, muito importante para produtos consumiveis como lacteos,
coleta uma diversidade de opinides, além de ser mais simples comparadas as com avaliadores

treinados.

6 CONCLUSAO

Apobs realizadas as analises sobre qualidade fisico/quimica, microbioldgica e sensorial
do leite, creme de leite e queijos tipo colonial além do microbioma dos queijos coloniais obtidos
ou ndo a partir da adicdo de OE de eucalipto e menta na dieta de vacas leiteiras, podemos afirmar
que a adicdo dos OE de eucalipto e menta na dose utilizada na pesquisa ndo acarreta mudancas
nas caracteristicas organolépticas do leite e derivados. Apesar de alterar o perfil da maior parte
dos &cidos graxos, as mudancas causadas nos queijos nao alteraram o padrao de consumo dos
mesmos, 0 que comprova que os aromas/sabores do 6leo ndo foram transferidos diretamente
para a gordura do leite e/ou ndo foram percebidos sensorialmente. O potencial efeito
antimicrobiano dos OE de menta e eucalipto permitiram uma maior seguranca alimentar aos
consumidores de derivados lacteos oriundos de leite de vacas que receberam a suplementacéo,

pois a presenca de microrganismos patogénicos no grupo tratado foi menor.
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APENDICE A - QUESTIONARIO CATA PARA LEITE

Codizo da amostra:
1° Pas:0) Vncé esta recebendo uma amostra de leite. Observe e experimente 8 amostra. Dé uma nota para cada
atributo listado abaizo:

a Gostel exiremaments [Textara:

] Crostei muito Sgbor._

7 Croztel moderadamente 'iﬂ;m:
g Crostei ligeiramante

3 a0 gostei nem desgostel

4 Diaagoste] lizeiramante

3 Diesgosztel modaradamente

2 Diasgostel muito

1 Dlesgoste] extremamenta

2® Passo) Vinwré compraria este produto? Marque om *x” na opcdo que reprezenta sua intencio de compra:

0] Sim, certameante COMPrari
0] Zim, provavelmente compraria
i) Talvez sim, tzlvez ndo

i} Provavelmente nio comypraria
0] Cartamente ndo compraria

3* Passo) Marqus com um “x” 25 palavras gue voce associa a aste produto:

{_ ) Gosto zmargo {_ ) Sabor a pasto/campo

{ ) Leite cru L ) Sabor esiranho

{_ ) Laite vendido em supsrmercado L ) Adstringents (amarra a boca)
L ) Dace L ) Aguada

) Sabor de ervas L ) Cremoso

[ }t?pa.cn {_ ) Brilhante

) Acido L ) Outros:

L ) Homoggénso

L ) Gorduroso

L ) Curral/zilagem

L yMeutro

LEITEIDEAL:

Marque com um “X” todas as caracteristicas gue vocé acha importante encontrar em um “leite integral™:
L ) Hamegrnen L ) Mizrnse.

& ) Bancosn, (Zardu velaal ) CIRste STLACEn

L ) Brilhamte ) Gioomos,

& ) Saber ds lafe & ) Dmce

) Lianida ) Adstinzents (amana.a boca)
L ) Aguada ) Coandorosn,

) Crsmmnsn. L ) Outros:

) fgida,

=} Qpace

FERFIL DEMOGRAFICO E CONSIMO:
Cépero: { ) Femimine ( ) Masculing { ) Prefiro ndo declarar - Idade: anas

Frequéncia que consome leite:
{_J+lxnazemana{ ) lxnzsemana{ )lzmés | )raramente

Tipo de leite que mais consome (marque 1 opcae em cada linka):
Teor Gordura: ) Intesral ) Semi desnatado ) Desnatado

88



APENDICE B - QUESTIONARIO CATA PARA CREME DE LEITE

Cdadizo da smoztra:
Passe) Vood estd recebendn uma amostra de ereme de ledie. Ohserve & experiments a ansosira. [ umia nota pars cada atribute lisia

[T

9 Canated exiremamente l'exuira
P Ciosied muiio 1T
s MR s Acider
Crinsded mosderadamante Avalisglio geral
O Lrosied llgeiraneenie
A Mo goated nem desgosted
i Desgostel ligeiraments
L1 Dreegoitel mnderslamnente
4 Dhesgosiel musn
1 Dhresgastel exmremmaments

Pagsa) Vood comprana este produte? Marge: wn M na opglo que represenda sua insesgin g comgpira

[ S, cestamenie COMpTaria
[ Sim, provavelmente conprasia
[ Talvez sim, talver niio

[ Provavelmente mio Confirana
[ Certamente mlo CONPIATIE

Pazso) Margue com um “x"” as palavras gue vood associa a este prodito:

i Homosgdeeo i J5abor estranis
[ e i b Bnlsamie

i lxabor de lee £ i Manieiga

i Jdabar de ervas i lrordurasis

§ oo anmargo {0 b Mewino

i i wralElagem i U remosn

[ ¥ s i lilkairns

i b Rongoso {gordara velha)
i Jhabor o pastocasnpo

i hAmmareln
{ 1Crme de leive vesdide em supermercado
CREWE DEFEITE IDEAT -

argue com we “X" tedas 85 carscceristcas que voof ache importante encomirar sm wm “creme de leice™:

i b Homiogd s i i Vasonsis

i Rangoso (gordara velha) £ nosin dmargs

(b BEnasmie £ hlnenns

i i Sabor de lese [ e

i Liquada [ hAdsinmgenie |amnarra & boca)
{ hAgusda { dmordurnss

i B remiosd i )ikdirins

i iAcudn

0 hipacs

EERFII DEMOGRAFICO E CONELAO:

Género: [ ) Feminine () Rlasculie | ) Prefiro mfo declarer

Tdade: FESTH
Fregufucis gqus conzome crepe de ledpe:
i) Hla na semana {1 1x ma setmama [ 1l mnids | ) raramenie

Tipo de crepss de ket goe maiz consomas (margee 1 opclio em cada linha):

L. Tear Gordura: { ) Inzegral { ) Gourmet {} Desmaiads
1. Texiura: [ pCnnsishende [ ) Fiomeee [ ) Levemsenie comsisicnie

1. Bahares- i b Mabaral i Ji(hatro



APENDICE C - QUESTIONARIO CATA PARA QUEIJO COLONIAL

Codigo da amestra:

1* Passo) Vice esta recebendo uma amostra de queije colonial Observe & experimente 2 2mostra. Dé wma nota pamz

cada atributo listado abagmo:
9 (rostei exfremamente Texiara-
g ':t'IDEIZELn‘_'IIJHD i]:ﬂd;—
7 Gosted moderadaments Avaliago zeral:
& Crosted ligsiramente
3 Hio gosted ner desgostad
4 Deazostel ligeiramente
3 Diesposte] moderadaments
2 Diezgosted murto
1 Dieagoatel extremamente

2* Passo) Voog comprariz este produto? Margue um 57 o2 opgdo que representz sua imten;o de compra:

[} Sim, Certaments COMpPTaria
] Sm, provavelments compraria
(3 Tzlvez sim, t2lvez nio

(3 Provavelmente nio compraria
] Certaments B30 comprana

3* Pazso) Marque com um %" as palavras que vocs associa 2 exfe produto:
{ ) Homogénso { 7 Fenuentado

) Cheetje fresco {0 Amarela

{ ) Sabaorde ervaz {1 Cremoso

{ ) Gosto amarzo {7 Acida

{ ) Piczne { 1 Gordarozo

{ ) Cuetjo colontal comum { ) Bancoso {pordura velha)
{7 Zabor 2 pasto/campo {7 Cetros:

{3 Curral'silagsm

{ ) Matarade

{ ) Sabor estranho

LEITE IDEAL:

largue com wm “X” todas as caracteristicas que vocé acha importante encontrar em um “queijo ideal™:

PERFIL DEMOGRAFICO E CONSUMO:
Genero: | ) Femining | ) Masculing
Idade: anas

Frequéncia que consome queijo:

{ ) Homogéneo ¢ Viscoso

{ ) Bancoso {gardura velha) { ) Gozto amarze

{ ) Brilhante {0 Grumo:

{ ) Ezbor de leite { 1 Doce

{ 7 Liguido () Ad:Tingente {amamz a boca)
{ ) Aguado { ) Gorduorozo

{0 Cremnzo {0 Cutros:

{0 Acudo

[ ) Opace

{ ) Prefiro née declarar

{ J+lznazsmana | ) lxpazemana( Jlames { ) raraments

Tipo de queijo que mais consome {marque 1 opcio em cads linka):

1. Teor Gordura: i 3 Gordo i) Istermediario

1 Textura: { ) Fiome {7 Semi macio

3. Sabor: {0 Suave { ) Levemente marcamts
4. Tipo: { ) Colomial { ) hInzsarela

e T T

) Magro

1 Macio

i Marcamte
1Ene
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APENDICE D - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a) esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de mestrado intitulada Composicdo e
qualidade do leite e aspectos tecnoldgicos relacionados a derivados lacteos em Santa Catarina, que fara avaliacéo,
tendo como objetivo produzir queijos coloniais e creme de leite a partir de leite de vacas alimentadas ou ndo com
oleos essenciais e, ainda, submetidos a diferentes processamentos, para caracterizacdo de sua composigdo e
microbioma: - Produzir cremes de leite advindos de vacas tratadas ou ndo com 6leos essenciais, para detectar ou
ndo sua presenca nesse produto com alta concentragdo de gordura e para nortear a analise sensorial dos queijos;

- Elaborar queijos tipo colonial com leite pasteurizado, advindos de vacas tratadas ou ndo com dleos
essenciais;

- Avaliar se a adicdo ou ndo de 6leos essenciais (a base de eucalipto e menta) altera a composicéo e/ou
caracteristicas organolépticas dos queijos;

- Analisar se os tratamentos alteram o microbioma dos queijos coloniais, bem como descrevé-los para este
tipo de produto tradicional de Santa Catarina. Serdo previamente marcados a data e horario para as avaliacdes,
utilizando questionario. Estas medidas seréo realizadas no SENAI Chapec6 e também nas dependéncias da UDESC
CEO. N&o é obrigatorio responder a todas as perguntas.

O(a) Senhor(a) e seu/sua acompanhante ndo terdo despesas e nem serdo remunerados pela participacdo na
pesquisa. Todas as despesas decorrentes de sua participacao serdo ressarcidas. Em caso de danos, decorrentes da
pesquisa ser& garantida a indenizag&o.

Os riscos destes procedimentos serdo minimos por envolver a ingestdo de derivados lacteos, bem como a
forma de minimiza-los caso ocorram).

A sua identidade sera preservada pois cada individuo sera identificado por um ndmero.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo serdo elucidar se o uso de 6leos essenciais de menta e
eucalipto na suplementagdo de vacas leiteiras, causa alguma alteragdo nas caracteristicas sensoriais dos derivados
lacteos.

As pessoas que estardo acompanhando o0s procedimentos Serdo 0S PESQUISAUONES ........cevevveriereerieseereenneas ,
profissdo  estudante  dO  CUISO,,uuyisissrsssssssssssssssssnsssnssnnsnss SO0 SUPErvisdo  do  professor

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

Solicitamos a sua autorizacdo para o uso de seus dados para a producéo de artigos técnicos e cientificos. A
sua privacidade serd 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 participante da pesquisa.

NOME DO PESQUISADOR RESPONSAVEL PARA CONTATO:
NUMERO DO TELEFONE:

ENDERECO:

ASSINATURA DO PESQUISADOR:

Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos — CEPSH/UDESC

Av. Madre Benvenuta, 2007 — Itacorubi — Florianépolis — SC -88035-901

Fone/Fax: (48) 3664-8084 / (48) 3664-7881 - E-mail: cep.udesc@gmail.com

CONEP- Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa

SRTV 701, ViaW 5 Norte — lote D - Edificio PO 700, 3° andar — Asa Norte - Brasilia-DF - 70719-040
Fone: (61) 3315-5878/ 5879 — E-mail: conep@saude.gov.br

TERMO DE CONSENTIMENTO
Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da pesquisa e, que recebi de forma clara e
objetiva todas as explicaces pertinentes ao projeto e, que todos os dados a meu respeito serdo sigilosos. Eu
compreendo que neste estudo, as medi¢des 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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ANEXO A - LEI N° 18.250, DE 10 DE NOVEMBRO DE 2021
Procedéncia: Dep. Jodo Amin
Natureza: PL./0251.7/2021
DOE: 21.644, de 11/11/21
Fonte: ALESC/GCAN.

DispGe sobre os requisitos exigidos para elaboragdo do Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Queijo Colonial Artesanal de Leite Cru e adota outras
providéncias.

O PRESIDENTE DA ASSEMBLEIA LEGISLATIVA, NO EXERCICIO DO
CARGO DE GOVERNADOR DO ESTADO DE SANTA CATARINA,

Faco saber a todos os habitantes deste Estado que a Assembleia Legislativa decreta
e eu sanciono a seguinte Lei:

Art. 1° Esta Lei dispde sobre os requisitos exigidos para elabora¢do do Regulamento
Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo Colonial Artesanal de Leite Cru, de que trata o
art. 4° da Lei n® 17.486, de 16 de janeiro de 2018.

Paréagrafo Unico. Para os fins desta Lei, considera-se:

I — Queijo Colonial Artesanal: aquele elaborado por métodos tradicionais, com
vinculag&o territorial, obtido por coagulacdo do leite cru, fresco ou ndo, integral ou parcialmente
desnatado, por meio de coalho ou outras enzimas coagulantes, complementada ou nao pela
adicdo de fermento l&cteo especifico e/ou alimento/substancia alimenticia;

Il — Métodos tradicionais: técnicas consolidadas de producdo com conhecimento
eficiente construido a partir da pratica cotidiana, envolvendo todo o processo de obtencdo da
matéria-prima, producdo e comercializacdo, excluindo a utilizacdo de processamentos de alta
tecnologia e o uso de aditivos e/ou coadjuvantes de tecnologia de fabricagdo com origem e/ou
obtencdo ndo naturais; e

Il — vinculacdo territorial: relaciona-se aos fatores edafocliméaticos de uma
determinada regido geografica somados a microbiota enddgena e a intervencdo humana no
processo tecnoldgico que serdo responsaveis por expressar as caracteristicas globais do queijo
artesanal.

Art. 2° O Queijo Colonial Artesanal podera ter as seguintes denominacgdes de venda:
| — Queijo Colonial Artesanal: quando for produzido pelo método tradicional,

Il — Queijo Colonial Artesanal Amanteigado: quando for produzido com leite
integral e seu processo tecnoldgico resultar em uma consisténcia com caracteristica
amanteigada;

Il — Queijo Colonial Artesanal com (especificado o alimento e/ou
condimento/tempero adicionado): quando for produzido adicionado de um alimento e/ou
condimento/tempero;

IV — Queijo Colonial Artesanal com Mofo (especificado o tipo de mofo utilizado:
azul, branco ou outro): quando for produzido utilizando-se mofo;
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V — Queijo Colonial Artesanal ao Vinho (quando se tratar de outra bebida, a mesma
devera ser especificada): quando for produzido utilizando-se bebida durante o processo de
fabricacgéo; e

VI — Queijo Colonial Artesanal Defumado: quando o queijo for defumado.

Paragrafo unico. O Queijo Colonial Artesanal elaborado a partir de leite de espécies
ndo bovinas ou a partir de leite de mais de uma espécie devera conter, junto a denominacéo de
venda, as espécies de animais cujos leites foram utilizados.

Art. 3° No painel principal do rotulo do Queijo Colonial Artesanal devera conter a
informacdo da regido ou microrregido produtora, ou o Municipio de origem, bem como a de
que ¢ elaborado com leite cru.

Art. 4° O Queijo Colonial Artesanal teré a seguinte composic¢éo:

| — ingredientes obrigatdrios:

a) leite cru;

b) coalho/coagulante; e

c)sal; e

Il — ingredientes opcionais:

a) fermento lacteo (bactérias, leveduras e fungos filamentosos);

b) vinho ou outra bebida permitida;

c) corante obtido de forma natural;

d) tempero/condimento;

e) alimento (inteiro ou em pedaco); e

f) outras substancias alimenticias naturais.

Art. 5° O Queijo Colonial Artesanal devera apresentar as seguintes caracteristicas:
| — consisténcia macia, firme ou dura e textura elastica, amanteigada ou quebradica;

Il — cor amarelo palha a amarelo ouro, sabor ligeiramente acido ou amendoado e
odor l4cteo;

I11 — formato redondo, quadrado ou retangular;

IV — peso variavel de 0,4 kg a 8 kg; e

V — cor e textura do ingrediente opcional utilizado.

Art. 6° O Queijo Colonial Artesanal devera preencher os seguintes requisitos:
| — fisico-quimicos:

a) quanto a gordura: semigordo, gordo ou extragordo; e

b) quanto a umidade: baixa, média ou alta; e

Il — microbioldgicos: 0 Queijo Colonial Artesanal devera atender aos critérios
microbioldgicos estabelecidos por legislacdo vigente, de acordo com o teor de umidade a que
0 produto corresponder.
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Paragrafo unico. Os padrdes microbioldgicos utilizados para o queijo colonial serdo
os estabelecidos pela Unido que sejam mais compativeis para o atendimento da producéo de
queijo a partir de leite cru.

Art. 7° O processo de elaboracdo de Queijo Colonial Artesanal podera apresentar as
seguintes caracteristicas distintas:

| — utilizacdo de leite cru, sendo permitida a juncdo de leite de duas ordenhas
sequenciais;

I1 — desnate do leite opcional de uma das ordenhas quando houver juncéo de leite de
duas ordenhas;

Il — salga no leite, na massa ou na superficie do queijo (salga a seco ou em
salmoura);

IV — massa crua ou semicozida;
V — prensagem manual ou mecanizada;

VI - maturagdo em temperatura ambiente ou em temperaturas de
refrigeracdo/climatizacdo (minima de 5 °C) em um periodo minimo de 5 (cinco) dias e
suficiente para garantia da inocuidade microbioldgica prevista no art. 6°, I1;

V11 — utilizac&o opcional de utensilios de madeira durante o processo de fabricacéo
e maturacéo; e

VIII — tratamento opcional da casca com corante obtido de forma natural ou com
substancia alimenticia.

Aurt. 8° Os produtores de Queijo Colonial Artesanal, de forma individual ou coletiva,
deverdo comprovar, por meio de andlises microbioldgicas laboratoriais, o atendimento aos
parametros microbiolGgicos existentes estabelecendo o periodo de maturagao necessario para o
tipo de queijo elaborado com objetivo de atender o estabelecido no art. 6°, II.

Paragrafo unico. O produtor de Queijo Colonial Artesanal deverd implantar controle
de rastreabilidade, especialmente no processo de maturacdo dos queijos, e assegurar a
realizacdo do periodo de maturacdo estabelecido para garantir a comercializacdo de produtos
indcuos para a saude do consumidor.

Art. 9° O Queijo Colonial Artesanal podera ser comercializado em temperatura
ambiente ou em temperaturas de refrigeracdo a critério do produtor e de acordo com as
caracteristicas do produto.

Art. 10. O Queijo Colonial Artesanal podera ser acondicionado em embalagem
plastica, em peliculas de uso alimenticio, em papel manteiga ou em outro tipo de embalagem
aprovada para uso em alimentos.

8 1° O Queijo Colonial Artesanal podera ser armazenado e comercializado sem
embalagem, desde que transportado em embalagem que assegure sua protecdo, seguranca e
integridade até o ponto de comercializacéo.

8 2° No caso previsto no § 1° sera necessaria a identificacdo na peca, com marcagao
em relevo ou utilizagdo de material atoxico, das seguintes informac¢6es minimas:

| — denominacéo de venda;
Il — estabelecimento produtor; e
Il — data de fabricacao.
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8 3° O produtor também devera disponibilizar, nos postos de venda ou junto ao
queijo, material informativo com as demais informacdes obrigatdrias para o consumidor.

Art. 11. O leite utilizado na elaboracéo do Queijo Colonial Artesanal devera cumprir
0s requisitos de qualidade estabelecidos por legislacdes especificas vigentes, especialmente no
que se refere a contagem de células sométicas (CCS).

Art. 12. O leite antes de ser utilizado na elaboracdo do Queijo Colonial Artesanal
devera ser submetido ao processo de filtragdo manual ou mecanizada.

Art. 13. Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade do Queijo Colonial
Artesanal com critérios mais especificos e regionais poderdo ser elaborados e estabelecidos
mediante a realizacdo de estudos, desde que haja participacdo e anuéncia dos produtores
envolvidos ou de seus representantes.

Art. 14. A elaboracdo do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do Queijo
Colonial Artesanal contara com a participacdo de uma equipe multidisciplinar composta por
produtores envolvidos ou seus representantes, pesquisadores e profissionais especializados no
tema.

Art. 15. Até a elaboracdo do Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
Queijo Colonial Artesanal, fica autorizada a comercializacdo dos queijos coloniais artesanais
que sejam inspecionados pelos servicos de inspecdo municipal, estadual ou federal que atendam
ao disposto nesta Lei.

Art. 16. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacao.
Floriandpolis, 10 de novembro de 2021.

MAURO DE NADAL
Presidente da Assembleia Legislativa, no exercicio do cargo de Governador do
Estado
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ANEXO B - LEI N° 13.860, DE 18 DE JULHO DE 2019

Dispde sobre a elaboracdo e a
comercializacdo de queijos artesanais e da
outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA Faco saber que o Congresso Nacional decreta e
eu sanciono a seguinte Lei:

Art. 1° Considera-se queijo artesanal aquele elaborado por métodos tradicionais, com
vinculacdo e valorizacao territorial, regional ou cultural, conforme protocolo de elaboragédo
especifico estabelecido para cada tipo e variedade, e com emprego de boas praticas
agropecuarias e de fabricacao.

§ 1° Para os fins desta Lei, produtor de queijos artesanais ou queijeiro artesanal é aquele
que preserva a cultura regional na elaboracdo de queijos, emprega técnicas tradicionais e
observa protocolo de elaboracdo especifico para cada tipo e variedade.

8 3° Néo se consideram queijos artesanais, para os efeitos desta Lei, aqueles feitos em
indUstrias de laticinios, mesmo que em seu registro no 6rgdo competente 0s responsaveis
tenham obtido autorizacao para inserir nos rotulos os termos ‘artesanal’ ou ‘tradicional’.

Art. 2°0 queijeiro artesanal é responsavel pela identidade, pela qualidade e pela
seguranca sanitaria do queijo por ele produzido e deve cumprir 0s requisitos sanitarios
estabelecidos pelo poder publico.

Paragrafo unico. O tempo de cura do queijo feito a partir de leite cru é definido com base
no processo tecnoldgico de producdo de cada variedade de queijo, de acordo com suas
caracteristicas.

Art. 3° E permitida a comercializacdo do queijo artesanal em todo o territério nacional,
desde que cumpridas as exigéncias desta Lei.

Paragrafo Unico. Para efeito de comércio internacional, deverdo ser atendidos também os
requisitos sanitarios especificos do pais importador.

Art. 4° Compete ao poder publico federal:

| - estabelecer protocolo de elaboracdo para cada tipo e variedade de queijo artesanal e
definir as caracteristicas de identidade e de qualidade do produto;

Art. 6° A elaboracdo de queijos artesanais a partir de leite cru fica restrita a queijaria
situada em estabelecimento rural certificado como livre de tuberculose e brucelose, de acordo
com as normas do Programa Nacional de Controle e Erradicacao da Brucelose e da Tuberculose
Animal (PNCEBT), ou controlado para brucelose e tuberculose por 6rgdo estadual de defesa
sanitaria animal, no prazo de até 3 (trés) anos a partir da publicacdo desta Lei, sem prejuizo das
demais obrigages previstas em legislacéo especifica.

Art. 7° S8o requisitos para o reconhecimento de estabelecimento rural produtor de leite
para a elaboracao de queijo artesanal, nos termos do regulamento:

| - participar de programa de controle de mastite com realizacdo de exames para detecgédo
de mastite clinica e subclinica, inclusive analise periodica do leite da propriedade;

Il - implantar programa de boas praticas agropecudrias na producéo leiteira;
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I11 - controlar e monitorar a potabilidade da agua utilizada nas atividades relacionadas a
ordenha; e

IV - implementar a rastreabilidade de produtos.

Art. 8° Sao requisitos para o reconhecimento de queijaria produtora de queijo artesanal,
nos termos do regulamento:

| - implantar programa de boas praticas de fabricacdo, a fim de garantir a qualidade
sanitéria e a conformidade dos produtos alimenticios com os regulamentos técnicos, inclusive
0 monitoramento da saude dos manipuladores de queijo e do transporte do produto até o
entreposto, caso a queijaria estiver a ele vinculada;

Il - controlar e monitorar a potabilidade da agua utilizada nos processos de elaboracéo do
queijo artesanal; e

I11 - implementar a rastreabilidade de produtos.

Art. 9° A fiscalizagdo dos estabelecimentos rurais produtores de queijo artesanal e dos
produtos neles elaborados devera ser realizada por 6rgaos de defesa sanitaria animal e de
vigilancia sanitaria federais, estaduais ou municipais, concorrente ou suplementarmente,
respeitadas as devidas competéncias.

Art. 10. O poder publico iré atestar e monitorar a conformidade do estabelecimento rural
e da queijaria artesanal com o estabelecido nesta Lei, sem cobranca de taxas.

Paragrafo Unico. O érgdo ou a entidade responsavel pelo atestado e monitoramento da
conformidade referida no caput deste artigo devera:

| - manter atualizada a relagédo de estabelecimentos rurais e queijeiros artesanais sob sua
supervisao;

Art. 11. Os procedimentos e processos de controle de boas praticas, fiscalizacdo e
rastreabilidade serdo simplificados no caso de pequenos produtores, conforme o regulamento.

Art. 12. Competira as entidades de defesa sanitaria e de assisténcia técnica e extensdo
rural orientar o queijeiro artesanal na implantacdo dos programas de boas préaticas agropecuarias
de producéo leiteira e de fabricacdo do queijo artesanal.

Art. 13. Esta Lei entra em vigor na data de sua publicacao.
Brasilia, 18 de julho de 2019; 198° da Independéncia e 131° da Republica.

JAIR MESSIAS BOLSONARO

Luiz Pontel de Souza

Tereza Cristina Corréa da Costa Dias
Onyx Lorenzoni
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ANEXO C - CERTIFICADO DE APROVACAO NO CEUA

u UDESC LAGES Universidade do &acbueﬁarta(.ataru
UNIVERSIDADE Comissdo de Etica no
m oo estapo pe | CEMTRO DE CIENCIAS Uso de Animais

SANTA CATARINA | AGROVETERINARIAS

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Predig3o & monitoramento da composicao e qualidade do leite, com validagdo
de anélises em tempo real, e avaliacdo dos aspectos tecnolégicos de derivados lacteos em Santa Catarina. ",
protocolada sob o CEUA n® 5448251022 (o po1639), s0b a responsabilidade de Ana Luiza Bachmann Schogor - que
envolve a producao, manutencao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro
de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CEUA/UDESC) na reuniao de 28/10/2022.

We certify that the proposal *Prediction and monitoring of milk composition and guality, with validation of real time
analysis, and evaluation of technological aspects of dairy products in S5anta Catarina®, utilizing 40 Bovines (40
females), protocol number CEUA 5448251022 (o omez), under the responsibility of Ana Luiza Bachmann Schogor -
which involves the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum
Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of
October 8, 2008, Decree 6839 of July 15, 20089, as well as with the rules issued by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the University of
Santa Catarina State (CEUA/UDESC) in the meeting of 10/28/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 01/2022 a 09/2024  Area: Zootecnia

Origem: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais
Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 2 a 10 anos N: 40
Linhagem: Holandés, Jersey Peso: 350 a 700 kg
Lages, 11 de setembro de 2023
y N
Fete Gt o 0.
Lwil -
ll! WIE
José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estado de Santa Catarina

A, Luis de Camies, 2090 - Centro Agroveterindrio - Bairmo Conta Dinbeiro Leges/SC CEP: BES20-000 - tel: 55 (49) 32899129
Horario de atendimento: 28 a 69 das Bh &5 18h - e-mall: cebeaifcav udesc. br
CEUA N 5448351022

95

98



ANEXO D - CERTIFICADO DE APROVACAO NO CEUA — EMENDA.

l.‘ UDESC LAGES Universidade do Estado de Santa Cataring

UNIVERSIDADE | -EMTRO DE CIENCIAS Comissdo de Etica no

0O ESTADO DE i
. SANTA CaTamne | AGROVETERINARIAS

CERTIFICADO : EMENDA vzop272023

Uso de Animais

Certificamos que a EMENDA (versao de 20/02/2023) da proposta intitulada "Predicde e monitoramento da composigao
e gualidade do leite, com validagdo de analises em tempo real, e avaliacdo dos aspectos tecnoldgicos de derivados
lacteos em Santa Catarina. *, CEUA n® 5448251022 o 060362, s0b a responsabilidade de Ana Luiza Bachmann
Schogor - que envolve a producio, manutengde efou utilizagdo de animais pertencentes ac filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com os preceitos vigentes
para sua apresentacao, bem como com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle da Experimentacéo
Animal (CONCEA), sendo assim APROVADO pela Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade do Estade de

Santa Catarina (CEUA/UDESC) em 24/0272023.

Término previsto: 09/2024

Origam: Animais provenientes de estabelecimentos comerciais

Cuantidad
Espécie: Bovinos sexo: Fémeas idade: 2 a 10 anos e 40
mantida:
Linhagem: Holandés, Jersey Peso: 350 a 700 kg
ANIMAIS UTILIZADOS
Quantidade Quantidade
Aprovada Utilizada
Bovinos Fémeas 80 0

Lages, 24 de fevereiro de 2023

Fote Guda g

José Cristani Pedro Volkmer de Castilhos
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais  Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade do Estado de Santa Catarina Universidade do Estade de Santa Catarina

B, Luis de Camies, 2080 - Centro Agroveterindrio - Bairro Conta Dinbeiro Leges/SC CEP: BESZ0-000 - tel: 55 (49) 32899129

Horaro de atendimenty: 29 & 68 das Bh & 18h - e-mail: cetea@cav udesc br
CEUA N 344251022 60362
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