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RESUMO

CARDOSO, M. L. Qualidade do leite e efeito do processamento sobre a seguranca
microbioldgica do Queijo Porungo. 2024. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia e
Monitoramento Ambiental) — Universidade Federal de S&o Carlos, campus Sorocaba,
Sorocaba, 2024.

O Porungo é um queijo artesanal tradicional produzido na regido Sudoeste do estado de
Sao Paulo. Apesar de o leite utilizado na fabricacdo ndo passar por tratamento térmico,
0 que pode representar um risco de contaminacdo por patdgenos, a massa é submetida
ao processo de filagem em &gua quente. Este estudo teve como objetivo avaliar a
qualidade do leite cru utilizado na producdo do queijo Porungo, assim como o impacto
do processamento sobre a microbiota contaminante. Foram coletadas amostras de leite
de sete vacas em uma unidade produtora de queijo Porungo, que foram analisadas
guanto a contagem de células somaticas (CCS), contagem padrdo em placas (CPP),
coliformes totais, Escherichia coli, enterobactérias, bolores e leveduras, Staphylococcus
aureus, e Streptococcus spp., aléem da determinacdo da composicdo quimica. Ao longo
de um ano, foram coletadas amostras de leite, soro-fermento, massa, queijo pos-filagem
e queijo pos-salga, sendo todas avaliadas quanto as contagens de meséfilos aerobios,
coliformes totais, coliformes termotolerantes e S. aureus. Além disso, foi avaliado o
efeito da filagem em agua aquecida a temperaturas entre 65 e 72 °C sobre a viabilidade
de Listeria innocua inoculada na massa do queijo Porungo. Trés das sete vacas
avaliadas apresentaram CCS acima de 400.000 CS/mL, com S. aureus detectado em
populacdes superiores a 3 log UFC/mL em todas as amostras de leite, indicando a
presenca de mastite subclinica em alguns animais. Todas as amostras de leite cru recém-
ordenhado apresentaram CPP inferiores a 4,5 log UFC/mL, enquanto os teores de
gordura e soélidos totais se mostraram extremamente reduzidos. As contagens de
mesofilos aerdbios e S. aureus ndo foram influenciadas pela época do ano, mas
apresentaram diferencas significativas entre as etapas de processamento do queijo.
Embora a etapa de filagem ndo tenha reduzido significativamente a populacdo
microbiana em ambos os grupos avaliados, uma reducéo significativa foi observada nos
queijos apos a salga. A populacdo de coliformes totais variou ao longo do periodo de
avaliacdo e entre as etapas analisadas, e nenhuma amostra apresentou contaminagao por

coliformes termotolerantes. A filagem reduziu a contaminagdo por L. innocua em mais



de 1 log UFC/g na massa do queijo. Portanto, conclui-se que, de modo geral, a
populacdo microbiana ndo é significativamente afetada pelo binémio tempo e
temperatura utilizado na filagem do queijo (65 °C por 2 minutos). Por outro lado, L.
innocua apresentou sensibilidade ao processo de filagem. Assim, a baixa contaminacéo
do queijo deve ser assegurada por boas praticas de ordenha combinadas com boas
préticas de fabricagéo.



ABSTRACT

CARDOSO, M. L. Quality of milk and effect of processing on the microbiological
safety of Porungo cheese. 2024. Master’s thesis (Masters in Biotechnology and
Environmental Monitoring) — Federal University of Sdo Carlos campus Sorocaba,
Sorocaba, 2024.

Porungo is a traditional artisanal cheese produced in the southwestern region of Sao
Paulo state. Although the milk used in its production is not thermally treated, which
could pose a risk of pathogen contamination, the curd undergoes a hot water stretching
process. This study aimed to evaluate the quality of the raw milk used in the production
of Porungo cheese, as well as the impact of processing on the contaminating microbiota.
Milk samples were collected from seven cows at a Porungo cheese production unit and
analyzed for somatic cell count (SCC), standard plate count (SPC), total coliforms,
Escherichia coli, enterobacteria, molds and yeasts, Staphylococcus aureus, and
Streptococcus spp., as well as chemical composition. Over the course of a year, samples
of milk, fermented-whey, curd, cheese post-stretching, and cheese post-salting were
collected and evaluated for aerobic mesophilic bacteria, total and thermotolerant
coliforms, and S. aureus counts. Additionally, the effect of stretching in hot water at
temperatures between 65 and 72 °C on the viability of Listeria innocua inoculated into
the Porungo cheese curd was evaluated. Three of the seven cows evaluated had SCC
levels above 400,000 SC/mL, with S. aureus detected at levels exceeding 3 log
CFU/mL in all milk samples, indicating the presence of subclinical mastitis in some
animals. All raw milk samples freshly collected had SPC levels below 4.5 log CFU/mL,
while fat and total solids content were extremely low. Aerobic mesophilic bacteria and
S. aureus counts were not influenced by the season but showed significant differences
among the cheese processing stages. Although the stretching stage did not significantly
reduce the microbial population in both groups evaluated, a significant reduction was
observed in the cheese after salting. The total coliform population varied throughout the
evaluation period and among the stages analyzed, with no samples showing
contamination by thermotolerant coliforms. The stretching process reduced L. innocua
contamination by more than 1 log CFU/g in the cheese curd. Therefore, it can be
concluded that, in general, the microbial population is not significantly affected by the

time-temperature combination used in the cheese stretching process (65 °C for 2 min).



On the other hand, L. innocua showed sensitivity to the stretching process. Thus, low
contamination levels in the cheese must be ensured by good milking practices combined

with good manufacturing practices.
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ARTIGO

Qualidade do leite e efeito do processamento sobre a seguranca microbiologica do

queijo Porungo
Formatado de acordo com as normas da revista International Dairy Journal
Maria Luiza Cardoso® & Natan de Jesus Pimentel-Filho?

YUniversidade Federal de Sdo Carlos campus Sorocaba. Rod. Jo&o Leme dos Santos, km
110 - SP-264, Bairro Itinga, 18052-780, Sorocaba/SP, Brasil
2Universidade Federal de Sdo Carlos campus Lagoa do Sino. Rod. Lauri Simédes de
Barros SP-189, Km 12, Bairro Aracacu, 18290-000, Buri/SP, Brasil

ABSTRACT

O Porungo é um queijo artesanal produzido no sudoeste de Sao Paulo, Brasil. Embora o
leite ndo seja tratado termicamente, a massa passa por filagem em agua quente. Este
estudo avaliou a qualidade do leite cru e o efeito do processamento na microbiota do
queijo. Amostras de leite de sete vacas foram analisadas quanto a contagem de células
somaticas (CCS), contagem padrdo (CPP), coliformes totais, E. coli, enterobactérias,
bolores e leveduras, Staphylococcus aureus e Streptococcus spp., além da composicdo
quimica. Durante um ano, amostras de leite, soro-fermento, massa, queijo pos-filagem e
pos-salga foram analisadas. Altas contagens de CCS, CPP e S. aureus indicaram mastite
subclinica. As contagens de mesofilos aerdbios e S. aureus variaram entre as etapas de
processamento, mas ndo ocorreu varia¢do entre as estacGes do ano. A filagem reduziu
significativamente L. innocua, 0 que ndo ocorreu com outros grupos microbianos
avaliados. Conclui-se que a filagem a 65 °C por 2 min ndo € suficiente para seguranca

microbiana, exigindo boas praticas de ordenha e fabricagéo.

Palavras-chave: Queijo artesanal tradicional, alimento seguro, controle microbiano.

11



1. INTRODUCAO

O queijo Porungo é um queijo artesanal tradicional do estado de S&o Paulo,
Brasil, produzido a partir de leite cru e soro-fermento. O processo de fabricacdo envolve
a coagulacdo do leite cru com enzimas coagulantes e acidificacdo promovida pelas
bactérias nativas do leite e do soro-fermento, até se obter o ponto de filagem. A
verificagdo do ponto de filagem é feita manualmente, testando a elasticidade da massa
em agua guente. Se a massa esticar sem se romper, a filagem pode ser iniciada. Apés a
filagem, o queijo é moldado manualmente em &gua quente e salgado pela imersdo em
salmoura (Silva et al., 2020; Vasek & Filho, 2019). Este queijo é classificado como um
queijo de alta umidade (de 46 a 54,9 % de umidade) e semigordo a gordo (de 25 a
59,9% de gordura) (Angatuba, 2018).

A producdo de queijo com leite cru apresenta riscos microbioldgicos devido a
possivel presenca de microrganismos patogénicos e contaminantes (Pineda, Campos,
Pimentel-Filho, Franco, & Pinto, 2021). A qualidade do leite cru é crucial, pois um leite
de alta qualidade pode garantir um produto final seguro. No entanto, fatores como
clima, ambiente, alimentacdo dos animais, condi¢bes de armazenamento e praticas de
ordenha influenciam a microbiota do leite (Doyle, Gleeson, O'Toole, & Cotter, 2017).
Os principais microrganismos de preocupacao incluem Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Brucella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes e
Campylobacter spp., que podem causar doencas graves em humanos (Claeys et al.,
2014; EFSA, 2015; Ntuli et al., 2023; Verraes et al., 2014).

A qualidade do leite é diretamente afetada pela satde do rebanho, especialmente
pela ocorréncia de mastite, uma inflamacdo da glandula mamaria. A mastite pode ser
clinica, apresentando sintomas visiveis, ou subclinica, sem sintomas aparentes (Ruegg,
2017). Microrganismos como S. aureus, Streptococcus agalactiae e E. coli estdo
frequentemente associados & mastite (Srithanasuwan, Intanon, Chaisri, &
Suriyasathaporn, 2023; Wagner & Erskine, 2013). A contagem de células somaticas
(CCS) é um indicador importante da saude do rebanho e da qualidade do leite; altos
niveis de CCS indicam inflamagdo e comprometem a qualidade do leite, aumentando os
riscos microbiologicos (Poutrel, Bareille, Lequeux, & Leboeuf, 2018).

Apesar das boas praticas de fabricacdo, os queijos artesanais de leite cru
continuam a representar risco para a saude publica. Existem registros de surtos de
toxinfeccdes alimentares associadas ao consumo de queijos artesanais (Da Silva Santos
Filho et al., 2020; Gould, Mungai, & Behravesh, 2014; Jackson, Gould, Hunter,
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Kucerova, & Jackson, 2018; Johler et al., 2015; Jones et al., 2019), destacando a
importancia de garantir a qualidade do leite e a higiene durante a producdo. O
monitoramento continuo e a implementacdo de medidas rigorosas de controle sao
essenciais para minimizar esses riscos.

O processamento do queijo, especialmente a etapa de filagem, tem um impacto
significativo na seguranca microbiolédgica do queijo (Kim, Schmidt, Phebus, & Jeon,
1998; Lehotova, Antalkova, Medved'ova, & Valik, 2021). A filagem exige uma alta
concentracdo de caseina intacta para formar, sob o calor, fibras alongadas e elasticas.
Esse processo, que normalmente ocorre em agua quente, pode reduzir a carga
microbiana, mas ndo necessariamente elimina-la (Loiola et al., 2024; Ricci et al., 2021).
Portanto, a qualidade inicial do leite e a higiene durante o processamento sdo
fundamentais para garantir um produto seguro.

Este estudo teve como objetivo avaliar qualidade do leite cru utilizado na
fabricacdo do queijo Porungo bem como o efeito do processamento na seguranga

microbioldgica do queijo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Avaliacédo da qualidade do leite cru

Em setembro de 2023, amostras de leite cru (aproximadamente 100 mL),
utilizado para a fabricacdo do queijo Porungo, foram coletadas separadamente de cada
uma das sete vacas das racas Girolanda e Jersey, em diferentes periodos de lactacéo,
utilizando frascos plasticos estéreis. Antes da coleta, cada teto foi higienizado e avaliado
pelo California Mastitis Test (CMT) para identificacdo de mastite subclinica. Para a
coleta do leite, desprezou-se 0s primeiros jatos e entdo realizou-se a amostragem, sendo
composta pela fracdo inicial da ordenha, ou seja, a amostra ndo representou o leite total
ordenhado.

As amostras de leite foram imediatamente refrigeradas, sendo parte dos volumes
acondicionados em caixas isotérmicas e enviados para um laboratério externo
credenciado pela Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL) para a determinagéo da
contagem de celulas somaticas (CCS), contagem padrdo em placas (CPP) e composi¢éo
do leite (gordura, proteina, lactose e solidos).

A outra parte dos volumes foi utilizada para enumeracdo de coliformes totais e
Escherichia coli (AOAC Official Method 991.14), Enterobacteriaceae (AOAC Official
Method 2003.01), Staphylococcus aureus (AOAC Official Method 2003.08) e bolores e
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leveduras (AOAC Official Method 2014.05), usando placas Petrifilm® (3M, Minnesota,
USA). A contagem de Streptococcus spp. foi realizada em &gar sangue (APHA, 2015).

2.2.  Efeito do processamento do queijo sobre a contaminacdo microbiana

Foram coletadas amostras de leite cru, soro-fermento, massa, queijo pos-filagem
(antes da salga) e queijo pos-salga em uma propriedade produtora de queijo Porungo no
municipio de Angatuba, Sao Paulo, Brasil, ao longo de um ano (2022/2023) obtendo-se
amostras de todas as estacbes do ano (inverno: 12/08/22 e 04/09/22; primavera:
10/10/22 e 19/11/22; verdo: 20/01/23; outono: 17/06/23). As amostras foram
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo e transportadas até o laboratério
para realizacdo das analises.

Durante as coletas das amostras, um termoémetro digital foi utilizado para
verificar as temperaturas ao longo do processo de fabricacdo do queijo.

As amostras de leite cru (RM), soro-fermento (FW), massa (C), queijo pos-
filagem (CAStr) e queijo pos-salga (CASal) foram submetidas a diluicdo seriada
utilizando-se solucdo de NaCl (0,85% m/v) e plaqueadas em &gar para contagem padréo
(PCA; Acumedia, EUA), agar Baird Parker (BP; Acumedia, EUA) e &gar Bile
Vermelho Violeta (VRBA; Himedia, EUA) para enumeragdo de mesofilos aerébios, S.
aureus e coliformes totais, respectivamente. Teste de coagulase (Coaguplasma,
Laborclin, Brasil) foi realizado em coldnias isoladas a partir do agar BP a fim de
confirmar a presenca de estafilococos coagulase positiva (S. aureus). S. aureus ATCC
25923 foi usando como controle positivo. A enumeracdo de coliformes termotolerantes
foi realizada em caldo EC contendo tubos de Durhan, a partir de col6nias crescidas em
agar VRBA (APHA, 2001).

2.3.  Efeito da etapa de filagem sobre Listeria innocua inoculada na massa de
gueijo Porungo

A massa do queijo Porungo foi produzida em uma propriedade rural produtora
de queijo Porungo no municipio de Angatuba, Sdo Paulo, Brasil, de acordo com o0s
procedimentos tradicionais empregados na producdo do queijo artesanal.
Aproximadamente 500 g da massa foram coletadas, acondicionadas em caixa isotérmica
e transportadas até o laboratorio.

Células de Listeria innocua ATCC 33090, cultivada em caldo TSB por 18 a 20 h

a 37 °C, foram coletadas por centrifugacao a 3000 g por 15 min, lavadas em solucdo de
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NaCl (0,85% m/v) e ressuspendidas em soro de leite drenado durante a produgdo do
queijo. Diluicdes seriadas foram realizadas em soro de leite e, entdo a bactéria foi
inoculada & massa do queijo para alcancar contagem inicial de, aproximadamente, 10*
UFC/g. A massa foi homogeneizada manualmente por 2 min e, entdo, amostras de 10 g
em duplicata foram retiradas para analise posterior.

O restante da massa foi fracionado em trés partes de cerca de 100 g e submetido
ao processo de filagem em uma panela de aluminio contendo agua suficiente para
submergir a massa do queijo. A agua foi aquecida até 65 °C e, entdo, a massa foi
introduzida, sendo a filagem realizada com auxilio de uma colher de poliuretano por,
aproximadamente, 2 min. Em seguida, procedeu-se com a moldagem manual.
Temperaturas da agua, da massa e do queijo recém-filado foram determinadas ao longo
do processo com uso de termdmetro.

Dos trés queijos elaborados, um foi reservado para anélise imediatamente apos a
filagem. Os outros dois queijos foram salgados em salmoura (solu¢do de NaCl a 30%
m/v) por 1 h. Em seguida, um queijo foi analisado (queijo pos-salga) e o outro queijo

foi acondicionado a 5 °C em embalagem pléstica por 30 dias.

A figura 1 apresenta o fluxograma das etapas de filagem e salga do queijo.

Figura 1. Fluxograma das etapas de filagem, moldagem e salga do queijo Porungo.
Pequenos pedacos de massa crua sao submersos em agua quente a, aproximadamente,
65 °C (1). O calor ¢é transferido para a massa que resulta em um derretimento parcial.
Com auxilio de uma colher de poliuretano, a massa € esticada promovendo a formacao
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das fibras (2 e 3). A massa ja filada é cortada (4). A moldagem do queijo € realizada
manualmente em agua quente (5, 6 e 7). Os queijos sdo salgados em salmoura (8).

Amostras de 10 g, em duplicata, de massa (C), queijo pos-filagem (CAStr),
queijo pos-salga (CASal) e queijo refrigerado por 30 dias (C30d) foram
homogeneizadas em solugdo de NaCl (0,85% m/v), submetidas a dilui¢cdo seriada e
plagueadas na superficie de agar Oxford adicionado do suplemento seletivo (Himedia,
india). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Coldnias cinzentas esverdeadas
com halo preto foram contabilizadas.

Amostras do queijo pos-filagem (CAStr), pos-salga (CASal), refrigerado por 30
dias (C30d) e da salmoura foram avaliadas quanto ao pH utilizando potenciémetro
(Jenway 3510, Reino Unido) e ao teor de cloreto de sodio (% NaCl) (Bruxelles, 1998).

O experimento foi conduzido em trés repeticdes bioldgicas.

2.4.  Delineamento experimental e analise dos dados

A avaliacdo do efeito das etapas do processamento do queijo sobre a
contaminacdo microbiana foi realizada em delineamento casualizado em blocos,
considerando-se cinco tratamentos (leite cru, soro-fermento, massa, queijo pos-filagem
e queijo pos salga) e quatro blocos (inverno: 12/08/22 e 04/09/22; primavera: 10/10/22 e
19/11/22; verdo: 20/01/23; outono: 17/06/23).

Antes de realizar a andlise, os dados das contagens microbianas foram
transformados pela funcdo logaritmo (logie) para a correcdo da escala. Graficos dos
residuos e teste de normalidade e homogeneidade de variancia foram empregados na
analise diagnostica dos ajustes. Comparacdes multiplas de médias utilizando-se o teste
de Tukey foram conduzidas nos casos em que a significancia dos efeitos de tratamentos
foi confirmada pelo teste F da ANOVA. Dados que ndo apresentaram distribuicéo
normal foram analisados por métodos nao paramétricos, como ANOVA sobre postos,
teste de Kruskal-Wallis (%) e comparacdes multiplas pelo método de Dunn, com
correcdo do erro tipo | pelo método de Sidak e Holm.

Posteriormente, o coeficiente de correlacdo de Pearson foi usado para avaliar a
possivel associacdo entre os fatores pH e NaCl e as contagens de L. innocua (logso) nos
queijos durante as etapas de poés-filagem, pos-salga e refrigeracdo por 30 dias. A

correlagéo linear foi testada estatisticamente a partir da distribuigéo t de Student.
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Todas as analises estatisticas foram realizadas com o software R. Para os testes
de hipdteses, considerou-se o nivel a de 5% de significancia (Montgomery, 2021;
Vieira, 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Qualidade do leite cru

Nas unidades produtoras de queijo Porungo localizadas na regido Sudoeste do
estado de S&o Paulo é comum a préatica da ordenha, majoritariamente mecanica, duas
vezes ao dia. A primeira ocorre por volta das 6:00 e a segunda, por volta das 15:00. A
producédo do queijo sempre ocorre no periodo da manhd, logo ap6s a ordenha, reunindo-
se 0 leite recém-ordenhado ao leite cru refrigerado obtido na tarde do dia anterior. Téo
importante quanto o imediato uso ou a refrigeracdo do leite recém-ordenhado é a
sanidade do rebanho e a adocdo das boas préaticas de ordenha para garantir um leite de
qualidade.

Para avaliar a qualidade do leite cru utilizado na producéo do queijo, amostras
de leite de sete vacas em lactacdo foram avaliadas e a tabela 1 apresenta os resultados
obtidos para as analises de CMT, CCS e CPP.

Tabela 1. CMT, CCS e CPP de leite cru recém-ordenhado em uma unidade produtora

de queijo Porungo

Vaca CMT CCS (CS/mL) CPP (UFC/mL)

01 Positivo para 3 tetos 1.037.000 8.000
02  Negativo para todos os tetos 53.000 4.000
03 Positivo para todos os tetos 1.928.000 27.000
04 Positivo para 2 tetos 481.000 4.000
05  Negativo para todos os tetos 9.000 3.000
06 Positivo para 01 teto 278.000 2.000
07 Negativo para todos os tetos 22.000 950

Legenda: CMT (California Mastitis Test); CCS (Contagem de Células Somaticas); CPP (Contagem

Padrdo em Placas).

A mastite, caracterizada pela inflamacdo da glandula maméria, provoca perdas
econdmicas significativas em funcdo da perda substancial da producdo de leite pelas

vacas doentes (Ruegg, 2017). A condicdo inflamatoria leva a reducdo da qualidade do
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leite, como mudangas na composicdo e aumento de células somaéticas, especialmente
leucdcitos, em resposta a invasdo do canal do teto e colonizagdo dos tecidos mamarios
por microrganismos (Oliver & Calvinho, 1995). A mastite possui diversas causas, entre
elas a ambiental e a contagiosa. A mastite pode ocorrer de forma clinica, quando a
modificacdo no tecido mamério é aparente ou de forma subclinica, diagnosticada
principalmente pela contagem de células somaticas no leite. Pelos resultados obtidos, é
possivel notar que apenas trés vacas apresentaram CMT negativo para todos os tetos,
indicando auséncia de mastite subclinica. Nas demais, a0 menos um teto testou positivo
no teste CMT. No momento da coleta das amostras na unidade produtora, foi possivel
acompanhar o descarte do leite proveniente dos tetos acometidos com mastite. Os
resultados obtidos para CCS estdo de acordo os dados obtidos no teste CMT, sendo
mais elevadas as contagens no leite proveniente de vacas com mais tetos testados
positivos no teste CMT (Tabela 1), confirmando o diagnéstico de mastite subclinica
para algumas vacas. A contagem das células sométicas pode aumentar devido as
infeccdes intra-mamarias, porém outros fatores podem influenciar na variacdo deste
indicador, como suscetibilidade do animal em relacdo aos demais animais do rebanho, a
ordem do parto, o periodo de lactagdo e a estacdo do ano (Schukken, Wilson, Welcome,
Garrison-Tikofsky, & Gonzalez, 2003).

A Instrucdo Normativa (IN) 76/2018 (Brasil, 2018) estabelece que nas
propriedades rurais, o leite cru refrigerado de tanque individual ou comunitario deve
apresentar médias geométricas trimestrais de CCS de no méximo 500.000 CS/mL e CPP
de no maximo 300.000 UFC/mL. Com base na legislacdo vigente, apenas os leites das
vacas 01 e 03 apresentaram CCS superior ao valor estabelecido, enquanto a CPP foi
inferior ao limite estabelecido pela legislacdo em todas as amostras de leite (Tabela 1).

A CPP quantifica o nimero de bactérias mesofilicas aerdobias e anaerdbias
facultativas que conseguem se desenvolver em um meio bacterioldgico ndo seletivo.
Um valor elevado de CPP pode resultar de uma contaminacgdo excessiva do leite ou de
uma refrigeracdo inadequada, permitindo a proliferacéo bacteriana, o que compromete a
qualidade e a seguranca do leite (Borneman & Ingham, 2014).

Fagundes, Pompeu, Corassin, & Oliveira (2011) avaliaram o leite cru
proveniente de 42 fazendas no estado de Sdo Paulo, classificadas em trés grupos em
funcdo do volume de leite ordenhado: baixa produgdo (< 400 L/dia), producédo
intermediéria (400 a 1000 L/dia) e alta producdo (> 1.000 L/dia). A média da CCS para

todas as categorias foi superior a 500.000 CS/mL, sem diferencas estatisticas entre elas.
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Em contraste, os valores médios de CPP foram superiores a 39.810 UFC/mL, com
médias mais altas nas fazendas de baixa e intermedidria producdo, diferindo
estatisticamente das fazendas de alta producdo. O leite cru de seis fazendas produtoras
de queijo Minas Artesanal do Serro, produzido no estado de Minas Gerais, foi avaliado
e a CCS variou de 10.000 a 1.390.000 CS/mL enquanto a CPP variou de 71 a 7.588.230
UFC/mL (Costa Sobrinho et al., 2012). Niveis variados de CCS e CPP no leite cru
também tém sido observados em outras partes mundo (Arsoy, 2020; D’amico &
Donnelly, 2010; Fadillah et al., 2023; Mehany, El-Shafaie, Fahim, & Sallam, 2021;
Zahumenska et al., 2024), demonstrando a relevancia deste tipo de diagnostico para
melhoria da qualidade do leite.

Com intuito de identificar o potencial agente causador da mastite subclinica
identificada através do CMT, as amostras de leite foram analisadas para seis grupos

microbianos e os resultados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Contagens de microrganismos associados a mastite em amostras de leite
recém-ordenhados (UFC/mL).

Coliformes _ Enterobact Bolorese Streptococcus
VACA ] E. coli ] S. aureus

totais eriaceae  leveduras spp.
01 <1 <1 <1 <1 2.6 x 10° <10
02 <1 <1 <1 <1 1,4 x 10° <10
03 <1 <1 <1 <1 2,9x10° <10
04 <1 <1 <1 <1 2.8x10° <10
05 <1 <1 <1 <1 1,3x 108 <10
06 <1 <1 <1 <1 9,2 x 10° <10
07 <1 <1 <1 <1 5,0 x 10° <10

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar que dentre 0s grupos
microbianos potencialmente associados a mastite avaliados neste estudo, apenas S.
aureus foi detectado, indicando ser este microrganismo o causador da inflamacéo das
glandulas mamarias. Vale ressaltar que mesmo nas amostras de leite provenientes de
vacas que testaram negativo para o CMT e apresentaram valores reduzidos de CCS, S.
aureus esteve presente em populacdo elevada (Tabela 1), indicando a possivel

colonizacdo e estabelecimento da doenga, caso ndo haja um manejo imediato dos
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animais. O isolamento recorrente de S. aureus e Streptococcus agalactiae a partir de
animais diagnosticados com mastite foi reportado por Ruegg (2017) em um trabalho
que compilou publica¢des sobre o assunto ao longo de um século.

Os metodos tradicionais para controlar essa doenca baseia-se no Plano de 5
Pontos para o Controle da Mastite Contagiosa (Neave, Dodd, Kingwill, & Westgarth,
1969), que tem sido implementado por mais de 4 décadas e inclui: (1) p6s-dipping
efetiva dos tetos ap0s a ordenha, (2) uso de antibioticoterapia nas vacas secas em todos
0s quartos mamarios ao final de cada lactacdo, (3) tratamento adequado dos casos
clinicos, (4) descarte das vacas cronicamente afetadas e (5) manutencao e higienizagao
do equipamento de ordenha para garantir um vacuo estavel na extremidade do teto.

Alteracbes importantes na composi¢do quimica do leite cru pode ser observada a

partir dos resultados das analises apresentados na tabela 3.

Tabela 3. Composicdo quimica do leite

Gordura Proteina  Lactose  Sdlidos totais Soélidos ndo
VACA (9/100g)  (g/100g)  (g/1009) (9/1009) gordurosos (g/100g)
01 0,91 3,04 4,34 9,25 8,54
02 0,88 2,84 4,62 9,31 8,43
03 1,32 3,28 4,94 10,47 9,15
04 1,96 3,49 4,43 10,83 8,87
05 1,57 2,87 4,26 9,62 8,04
06 1,20 3,00 4,70 9,87 8,67
07 1,42 2,71 4,89 9,90 8,48

De acordo com a IN 76/2018 (Brasil, 2018), o leite cru refrigerado deve
apresentar teor minimo de 3,09/100g de gordura, 2,99/100g de proteina total, 4,39/100g
de lactose, 11,49/100g de solidos totais e 8,49/100g de solidos ndo gordurosos. De
maneira geral, os leites ndo atenderam aos critérios para gordura e solidos totais, sendo
esses parametros fisico-quimicos inferiores ao exigido para todas as amostras (Tabela
3). Os valores de gordura apresentaram maior discrepancia quando comparados 0s
valores estabelecidos pela legislacdo vigente.

E importante ressaltar que de acordo com a IN 62/2011 (Brasil, 2011), o leite é
definido como o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condigdes de

higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas. Como descrito na metodologia
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de coleta do leite, as amostras ndo foram provenientes da ordenha completa das vacas, e
sim da fase inicial de ordenha, que pode representar impacto significante na composigéo
do leite.

A producéo e a composicdo do leite sdo influenciadas por diversos fatores como
a dieta (por exemplo, ingestdo de energia, relagéo entre forragem e concentrado, teor de
gordura da dieta e, em menor grau, conteldo e qualidade das proteinas), condicao
corporal, em que as reservas corporais podem ser mobilizadas para a producéo de leite
durante periodos de balango energético negativo, frequéncia de ordenha e fatores
relacionados ao animal, incluindo paridade, idade, raca e estagio de lactacdo (Cabezas-
Garcia, Gordon, Mulligan, & Ferris, 2021; Jenkins & McGuire, 2006; Komaragiri &
Erdman, 1997; O'Callaghan et al., 2018). Como mencionado, além da presenca de
mastite e elevada contaminacgdo por S. aureus, 0 baixo teor de gordura esta diretamente
associado a nutricdo animal. Segundo o produtor rural, as vacas avaliadas neste estudo
tém a dieta majoritariamente baseada em pastagens (braquiéria e volumoso) e silagem
de milho e, em menor proporcao, racdo granulada com 20% de proteina. Estudos como
o reportado por O’Callaghan et al. (2018) relatam que o leite de vacas alimentadas ao
pasto apresenta significativamente maiores concentragdes de gordura e proteinas. Tdo
logo os resultados das andlises foram obtidos, o produtor foi informado para que
buscasse assisténcia especializada em nutricdo animal para corrigir a alimentacdo do

rebanho.

3.2.  Efeito do processamento do queijo sobre a contaminagdo microbiana

O queijo Porungo é produzido tradicionalmente de forma artesanal ha mais de
um século por produtores familiares na regido Sudoeste do estado de Séo Paulo. O leite
cru é utilizado na elaboracdo dos queijos, além do coalho e do soro-fermento que
fornece boa parte das bactérias responsaveis pela fermentacdo da massa do queijo.
Como o leite ndo passa por nenhum tratamento térmico e a producdo ndo é realizada em
ambiente industrial, riscos de contaminacdo estdo presentes, embora ndo haja nenhum
relato de intoxicagéo ou infecgcdo associados a este alimento.

Embora o leite cru seja utilizado, a massa fermentada passa pela etapa de
filagem em agua quente antes de ser moldada e salgada. Ao longo de todo processo de
filagem, as temperaturas da agua, da massa e do queijo pds-filagem foram
determinadas. A temperatura da dgua durante o processo de filagem e moldagem variou

de 62 a 72 °C. Durante o processo de filagem, que durou cerca de 2 min, a massa
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alcancou 57 °C e o queijo moldado e pronto para ser imerso na salmoura apresentou
temperatura variando de 47 a 51 °C.

A analise de variancia ndo indicou diferenca estatistica entre os tempos
avaliados, portanto, ao longo do ano o nivel de contaminacao por mesofilos aerdbios em
cada etapa do processamento foi considerado o mesmo (Fc= 43,79 e P < 0,00001).
Logo, a contagem de mesdfilos aerdbios ndo € influenciada pela época do ano, mas sim
pelo tratamento (etapas do processo). O soro-fermento apresentou o maior nivel médio
de mesofilos aerobios (8,49 + 0,25 log UFC/mL), sendo significativamente diferente da
contamina¢do do leite cru e do queijo pds-salga. Porém, as contagens do grupo
microbiano na massa e no queijo pds-filagem ndo diferiram estatisticamente do soro-
fermento (Figura 2). Nestas etapas, 0s niveis de mesdéfilos continuaram elevados, porém
ocorreu uma reducdo na ultima etapa, queijo pos-salga. Este resultado ndo diverge do
esperado, visto que o soro-fermento utilizado na producdo do queijo é obtido no dia
anterior ao uso, ap6s o processo de fermentacdo da massa. Esse soro é armazenado em
garrafas plasticas e fermentado a temperatura ambiente até 0 momento do uso, no dia
seguinte. Esse processo permite a multiplicacdo das bactérias laticas responsaveis pela

fermentacdo da massa e definicdo das caracteristicas do queijo.
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Figura 2. Contagens de mesofilos aerdbios (log UFC/mL ou log UFC/g) em amostras
de leite cru (RM), soro-fermento (FW), massa (C) e queijos pés-filagem (CAStr) e pos-
salga (CASal) obtidas ao longo de um ano. Valores médios e intervalos com 95% de
confianca. CV = 8,8%. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante
pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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O leite cru apresentou uma contaminagéo diferente das demais etapas, a menor
(4,15 log UFC/mL). Assim, observa-se que as contagens obtidas para o leite cru
encontram-se abaixo do limite estabelecido pela legislacéo federal (5,48 log UFC/mL)
(Brasil, 2018).

Uma anélise comumente empregada nas inddstrias de laticinios para verificar a
potencial fermentativo do leite cru é a lactofermentacdo, que avalia o tipo de microbiota
mesofilica predominante no leite, com base no aspecto, odor e tipo de coagulo formado
(Bramley & Mckinnon, 1990). Com uma contaminacdo relativamente baixa e com
predominancia de bactérias do acido latico € possivel observar formagdo de coédgulo
gelatinoso, com caracteristica firme, brilhante, uniforme e sem bolhas ou soro. Esta
microbiota, ideal e natural do leite cru, fermenta a lactose, produz acido latico e, devido
a reducdo do pH, coagula o leite.

A massa fermentada (pré-filagem) e o queijo pos-filagem, sdo estatisticamente
semelhantes quanto ao nivel médio de contaminacdo por mesoéfilos (Figura 2). Apesar
de estatisticamente ndo haver diferenca entre as médias das contagens de mesofilos
aerobios na massa, no queijo pos-filagem e no queijo pos-salga, pode-se observar uma
tendéncia de diminuicdo de contaminacao apds o queijo passar pela salga em salmoura.

A contagem de bactérias mesofilas aerdbias é geralmente adotada para avaliar as
condicdes higiénico-sanitarias do processo de fabricacdo (Rodriguez et al. 2011). A
legislacdo brasileira ndo apresenta valores minimos ou maximos para este grupo de
microrganismos em queijos, porém, em altas contagens pode-se concluir que o produto
foi produzido com matéria-prima altamente contaminada, porém, ndo necessariamente
0S microrganismos presentes sejam prejudiciais uma vez que bactérias do acido latico
também podem se desenvolver neste meio de cultivo (Carr, Chill, & Maida, 2002).

A figura 3 apresenta as médias das contagens de S. aureus nas amostras de leite

cru, soro-fermento, massa, queijo pds-filagem e queijo po6s-salga.
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Figura 3. Contagens de Staphylococcus aureus (log UFC/mL ou log UFC/g) em
amostras de leite cru (RM), soro-fermento (FW), massa (C) e queijos pos-filagem
(CAStr) e pos-salga (CASal) obtidas ao longo de um ano. Valores médios e intervalo
com 95% de confianga. CV = 13,84%. Letras diferentes indicam diferenca
estatisticamente significante pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Assim como para a contagem de mesoéfilos aerdbios, a contaminacdo por S.
aureus ndo variou estatisticamente entre os tempos de avaliacdo, porém, apresentou
diferengas entre os tratamentos (Fc= 8,19 e P= 0,00044). A massa, que relne a mistura
do leite cru, coalho e soro-fermento, ap6s a fermentacdo mostrou-se como a etapa mais
contaminada (3,38 log UFC/qg), diferindo estatisticamente do leite, do soro e do queijo
pos-salga. Embora a anélise estatistica indique que a massa e 0 queijo pos-filagem
apresentem o mesmo nivel de contaminacdo, sugerindo que o processo de filagem néo é
eficiente para reduzir a contaminacdo por S. aureus, foi possivel observar uma reducéo
de 0,43 log UFC/g da bactéria apds a filagem. Por outro lado, comparando-se as
contagens da massa e do queijo pds-salga, uma reducdo de 0,87 log UFC/g foi
observada, diferenca estatisticamente significante (Figura 3).

S. aureus é um patdgeno oportunista, Gram-positivo, frequentemente encontrado
na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Entretanto, pode provocar doengas que
vao desde uma simples infeccdo até infeccBes graves (Lakhundi & Zhang, 2018). A
distribuicdo de S. aureus € muito ampla, visto que essa bactéria é capaz de sobreviver
em ambientes distintos e condi¢des adversas. Este microrganismo é mais prevalente em
casos de mastite bovina (Jurado, Fernandez, Rodriguez, & Garcia, 2024).

O Decreto 325/2018, legislacdo do municipio de Angatuba, S&o Paulo, Brasil,

que dispbe sobre o regulamento para a padronizacdo do queijo artesanal Porungo,
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primeira e unica legislacdo especifica para queijo Porungo existente até o presente,
classifica o produto como queijo de alta umidade (Angatuba, 2018). Para este tipo de
queijo, a Portaria 146/1996, do Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), estabelece que para o queijo ser classificado como de qualidade intermediaria,
em cinco amostras analisadas, apenas duas podem conter entre 100 e 1000 UFC/g de
estafilococos coagulase positiva (Brasil, 1996). A etapa de filagem seguida da salga
reduziu a contagem de S. aureus para 2,51 log UFC/g (Figura 3), sendo este indice
adequado ao limite estabelecido pela legislacdo vigente.

Quando comparado ao queijo Cabacinha do Vale do Jequitinhonha no estado de
Minas Gerais, Brasil, um queijo elaborado de forma semelhante ao queijo Porungo, em
um estudo realizado em trés municipios diferentes, o resultado médio obtido para a
contagem de S. aureus foi de 3,7 log UFC/g. A partir dos resultados, os autores indicam
a necessidade de regulamentacdo deste produto, para evitar potenciais riscos aos
consumidores (Da Silva Santos Filho et al., 2020). Populacéo superior a 3 log UFC/g de
S. aureus também foi encontrada por Busetta et al. (2023) ap6s o processo de filagem
do queijo Caciocavallo Podolico Lucano. Andrade et al. (2022) relataram que o
tratamento térmico a 95 °C por 3 min ndo foi suficiente para a completa inativacdo de
estafilococos coagulase positivo, sendo eficaz apenas quando o tempo de tratamento foi
de no minimo 5 min. Em um outro estudo que avaliou o efeito do processo de filagem
da massa sobre a contaminacdo microbiana, onde a temperatura media interna da massa
foi de 62,2 °C por 4,5 minutos, foi observada uma redugéo de S. aureus variando de
0,53 a 2,87 log UFC/g (Lehotova, Antalkova, Medvedova, & Valik, 2021). Como
mencionado anteriormente, a temperatura maxima alcancada no interior da massa do
queijo Porungo foi de 57 °C, o que explica a menor reducdo da bactéria no presente
estudo.

Os coliformes sdo divididos em dois grupos, os coliformes totais que inclui as
bactérias na forma de bastonetes, Gram-negativos, ndo esporulados, aerébios ou
anaerobios facultativos, fermentadores de lactose com producédo de &cido e gés de 24 a
48 h, em temperatura de 30 a 35 °C. Séo indicadores de qualidade higiénico-sanitaria.
Para os coliformes termotolerantes, a temperatura para a fermentacdo da lactose e
producdo de gas se estende até 44,5 °C. Esses sdo indicadores de contaminacdo de
origem fecal em alimentos. A bactéria E. coli pertence a essa categoria e €

mundialmente utilizada como indicadora para avaliar a contaminacdo de origem fecal
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em alimentos e &gua. A presenca de uma elevada populagdo deste grupo pode indicar a
presenca de patdgenos entéricos (Martin, Trmcic, Hsieh, Boor & Wiedmann, 2016).

A figura 4 apresenta as contagens de coliformes totais para as amostras de leite,
soro, massa, queijo pés-filagem e queijo pos salga. Diferentemente dos outros grupos
analisados (mesofilos aerdbios e S. aureus), ndo houve normalidade nos dados obtidos,
sendo necessario analisa-los a partir de métodos ndo paramétricos. A ANOVA calculada
a partir dos postos demonstra efeitos significativos tanto das etapas de processamento
quanto dos tempos de avaliacdo (data da coleta das amostras) (teste F= 5,32; P < 0,05).
O teste de Kruskal-Wallis reforca a evidéncia de que as etapas possuem niveis
diferentes de coliformes totais (x’=17.01; P=0.0019). Os grupos diferentes foram
identificados pelo teste de Dunn com correcéo de Holm e Sidak.

A etapa com maior mediana de coliformes totais foi a massa, que ndo diferiu
estatisticamente do queijo pos filagem (Figura 4). Esse resultado demonstra que a etapa
de filagem néo foi eficiente para reduzir a populacao deste grupo microbiano.

Segundo a Portaria 146/1996 do MAPA, analisando cinco amostras de queijo de
alta umidade, como o0 queijo Porungo, apenas duas amostras podem apresentar
contagens de coliformes totais entre 1000 e 5000 UFC/g, para que o produto seja
classificado como de qualidade intermediaria (Brasil, 1996). Todas as amostras
analisadas apresentaram contagens superiores ao limite estabelecido pela legislacédo
vigente. Porém, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, responsavel
pela fiscalizacdo de produtos de origem animal no ponto de venda, ndo h& pardmetros
para coliformes totais. Esses queijos, portanto, pela ANVISA estdo aptos para a
comercializacdo (Brasil, 2022).

A mesma legislacdo estabelece os mesmos critérios para os limites de coliformes
termotolerantes. Entretanto, nenhuma etapa apresentou amostras contaminadas com este

grupo microbiano.
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Figura 4. Diagramas de caixas para as contagens de coliformes totais (log UFC/mL ou
log UFC/g) em amostras de leite cru (RM), soro-fermento (FW), massa (C) e queijos
pos-filagem (CAStr) e pds-salga (CASal) obtidas ao longo de um ano. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica quanto ao valor mediano dos niveis de contaminagédo pelo
teste de Dunn (P < 0,05).

Em um estudo realizado com o queijo Caciocavallo, comumente produzido de
forma similar ao queijo Porungo, porém na regido sul da Italia a partir do leite de vaca,
0s autores reportaram aumento na populacdo de Enterobacteriaceae e coliformes totais
apos a coagulacdo do leite. O mesmo ndo foi observado para E. coli. Todavia, apés o
processo de fermentacdo da massa houve a reducédo de todos os grupos avaliados. Por
fim, a etapa de filagem, que ocorre em temperatura e tempo variando de 85 a 95 °C e de
10 a 15 min, respectivamente, foi capaz de reduzir as contagens de quase todos 0s
grupos microbianos indesejaveis até abaixo dos niveis de deteccdo (Busetta et al.,
2023). Lehotova, Antalkova, Medvedova, & Valik, (2021) reportaram reducgdo de,
aproximadamente, 3,8 log UFC/g e 2,3 log UFC/g para coliformes totais e E. coli,
respectivamente, apds o processo de filagem por 4,5 min com temperatura média interna
da massa alcancando 62,2 °C, temperatura superior a observada neste estudo. Apoés a
filagem da massa para obtencdo de queijo mucarela no estado do Tocantins, Brasil,
observou-se uma reducéo de 2,64 log UFC/g e de 2,3 log UFC/g para coliformes totais e
E. coli, respectivamente (Loiola et al., 2024). Os dados apontam para a importancia do
binbmio tempo-temperatura do processo de filagem para a eficiente reducdo da carga

microbiana indesejavel.

27



3.3. Efeito da filagem sobre Listeria innocua inoculada na massa de queijo
Porungo

Listeria monocytogenes € uma bactéria patogénica de distribuicdo ubiquitaria,
responsavel por casos e por surtos de listeriose em humanos e animais. Sdo bacilos
pequenos, anaerobios facultativos e Gram-positivos. A bactéria € sensivel a
pasteurizacdo e resiste a condices ambientais adversas como baixo pH e altas
concentracdes de NaCl (Roccourt & Buchrieser, 2007). Neste estudo, optou-se pelo uso
de L. innocua, bactéria pertencente a0 mesmo género da cepa patogénica, porém sem
risco a saude do manipulador.

O binémio tempo-temperatura da pasteurizacdo do leite a 75 °C por 15 s é
esperado resultar em mais de 10 redugdes logaritmicas da maioria dos patdgenos,
incluindo L. monocytogenes (EFSA, 2022). Portanto, quando a bactéria € detectada em
leite pasteurizado, as causas mais provaveis sdo pasteurizacdo inadequada ou
contaminacgdo pos-processamento (Ryser & Marth, 2007).

A figura 5 apresenta a média das contagens de L. innocua nas amostras de massa
(C) e dos queijos pos-filagem (CAStr), pos-salga (CASal) e refrigerado por 30 dias
(C30d).

Pela analise de variéncia dos resultados € possivel inferir que a etapa de filagem
reduziu significativamente (P < 0,05) a populacdo de L. innocua. A reducdo observada
foi de 1,4 log UFC/g. A populacdo da bactéria ndo diferiu significativamente (P > 0,05)
entre as etapas filagem, salga e refrigeracéo por 30 dias. Mesmo a bactéria apresentando
um comportamento psicrotrofico, ndo foi observado crescimento durante o tempo de

armazenamento sob refrigeracdo (Figura 5).
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Figura 5. Contagens de Listeria innocua (log UFC/g) em amostras de massa (C), queijo
pos-filagem (CAStr), pos-salga (CASal) e refrigerado por 30 dias (C30d). Valores
médios e intervalos com 95% de confianca. CV= 12,87%. Letras diferentes indicam

diferenca estatisticamente significantes pelo teste de Tukey (P < 0,05).

De acordo com a Portaria 146/1996, queijos de alta umidade como o queijo
Porungo, ndo deve conter L. monocytogenes (Brasil, 1996). Embora a etapa de filagem
tenha reduzido a contagem de Listeria no queijo, a reducdo ndo foi suficiente para
atingir os niveis estabelecidos pela legislacdo. Por outro lado, a resolu¢do mais recente
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, IN 161/2022, estabelece que o limite para
alimentos prontos para 0 consumo com as carateristicas do queijo Porungo é de 100
UFC/g (2 log UFC/g) (Brasil, 2022) porém, essa legislacdo s6 é aplicada quando o
produto encontra-se no comércio, disponivel para compra. No queijo pds-salga e no
queijo refrigerado por 30 dias, as contagens foram de 3,20 e 2,72 log UFC/g,
respectivamente (Figura 5), ambos acima dos limites estabelecidos.

Kim, Schmidt, Phebus & Jeon (1998) avaliaram diferentes tempos e
temperaturas de filagem da massa sobre a viabilidade de L. monocytogenes em queijo
mucarela. No estudo, o leite foi inoculado com o patdgeno e a massa filada a 55, 66 e 77
°C por 1, 3 e 5 min. Os autores reportaram que a filagem a 66 °C por 3 min reduziu 5
ciclos log de L. monocytogenes, porém o efetivo controle do patégeno foi alcancado
apenas quando a filagem foi realizada a 66 °C por 5 min ou a 77 °C por 1 min.

O efeito de diferentes temperaturas aplicadas durante o processo de filagem da
massa na fabricacdo do queijo Mozzarella di Bufala Campana sobre a resisténcia
térmica de L. monocytogenes Lml5 foi avaliada por Ricci et al. (2021). O estudo
revelou que o tempo necessario para reduzir 90% da populacdo do patdégeno (valor D)
foi de, aproximadamente, 7 min a 62,3 °C, 3 min a 66,4 °C e 1,4 min a 70 °C. No
presente estudo, a reducdo de L. innocua apds filagem da massa do queijo Porungo a 65
°C por, aproximadamente 2 min, foi de 96%.

Na fabricacdo do Quesillo, um queijo artesanal hondurenho feito de leite cru, a
massa fermentada passa pelas etapas de fuséo e filagem, consideradas cruciais para o
controle de patdgenos. No estudo realizado por Marquez-Gonzélez, Osorio, Moreno &
Garcia-Lira, (2022), o valor D para L. monocytogenes inoculado na massa foi de 2,32

minutos a 65 °C.
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Cabe destacar que, embora a reducdo da populacdo de Listeria tenha sido de
pouco mais que 1 log UFC/g, a inoculacdo da bactéria na massa foi na ordem de 10*
UFC/g. Essa elevada populacdo teve como objetivo possibilitar o acompanhamento do
comportamento da bactéria ao longo do processamento. Acredita-se que uma possivel
contaminagdo por L. monocytogenes ocorreria em uma populacdo bastante inferior e,
provavelmente, numa situagdo dessas, o bindmio tempo-temperatura utilizado nesta
pesquisa eliminaria o0 microrganismo.

Amostras de queijo pds-filagem, pos-salga, refrigerados por 30 dias e da
salmoura foram avaliados quanto ao pH e ao teor de NaCl e as médias dos resultados
obtidos s&o apresentados na tabela 4.

Tabela 4. Valores de pH e teor de NaCl em amostras de queijo pos-filagem, pos-salga,

refrigerado por 30 dias e da salmoura.

AMOSTRA pH %NaCl
Queijo pés-filagem 5,08 1,30
Queijo pbs-salga 5,16 2,60
Queijo refrigerado por 30 dias 5,20 2,40
Salmoura 5,63 21,67

E possivel observar que ndo ha variago significativa no pH das amostras e que a
salmoura aumentou o teor de sal do produto. Os valores de pH estdo proximos daqueles
encontrados por Silva et al. (2020), 5,42 + 0,14; por outro lado, diferem para o teor de
NaCl, uma vez que os autores relataram valores de 0,62 + 0,36 %.

De acordo com a anélise estatistica, os valores de pH e contagem de Listeria ndo
apresentam correlacdo linear significante (t= 0,13273, df= 7 e P= 0,8981) assim como
os valores de NaCl e contagem de Listeria também nédo apresentam correlacdo linear
significante (t= 1,8068, df=7 e P=0,1138).

O pH ideal para o crescimento da maioria das bactérias é proximo ao neutro e o
crescimento é prejudicado em valores de pH inferiores a 5,0. O pH e o contetido acido
influenciam o crescimento e os tipos de bactérias que sobreviverdo no queijo. Em geral,
0 pH da massa varia de 4,5 a 5,3, representando um papel significativo no controle do
crescimento microbiano no queijo. No entanto, o processo de fabricacdo do queijo
determina a composi¢do do queijo e as condi¢Ges ambientais influenciam ainda mais o

comportamento da microbiota durante o processo. Entre varios patdgenos de origem
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alimentar, L. monocytogenes, E. coli, Salmonella, S. aureus e Campylobacter spp. sdo
0S mais comuns associados a surtos de doengas transmitidas por queijo (Papademas &
Bintsis, 2017). Geralmente, as doencas de origem alimentar relacionadas com o queijo
tém sido associadas a queijos de massa mole ou a queijos produzidos a partir de leite
n&o pasteurizado (Choi, Lee, Lee, Kim, & Yoon, 2016).

Os queijos sd@o os produtos lacteos mais comumente contaminados por L.
monocytogenes, principalmente os de alta e média umidade. A presenca desta bactéria é
preocupante, pois, geralmente, sdo produtos armazenados por longos periodos sobre
refrigeracdo, permitindo o seu crescimento, além de serem consumidos sem
aquecimento prévio (Ryser & Marth, 2007).

No Brasil relata-se ampla variacdo de ocorréncia de L. monocytogenes em
queijos, em sua grande maioria Minas Frescal, ricota e coalho. Essa variacdo de
ocorréncia da bactéria em queijos pode ser explicada pelo uso de diferentes métodos
para a deteccdo da bactéria, diferencas de padrbes de qualidade dos queijos e pelo uso
de leite cru como matéria-prima.

L. monocytogenes tem sido isolada de diversos tipos tradicionais de queijos em
varios paises, em frequéncias variaveis (Pintado, Oliveira, Pampulha & Ferreira, 2005).
A bactéria foi isolada em 6,4% das amostras de queijos macios oriundas de paises da
Europa e, importante ressaltar, foi verificada maior ocorréncia nos queijos elaborados
com leite pasteurizado em comparagdo com queijos fabricados com leite cru (Rudolf &
Scherer, 2001), indicando que a contaminagdo ocorre com maior frequéncia durante o

processamento na industria.

4. CONCLUSAO

Os resultados indicaram a presenca de alta contaminacdo por S. aureus no leite
ordenhado para producdo do queijo Porungo e, consequentemente, elevada CCS. Esses
indices associados ao manejo animal, que inclui a alimentacdo e as boas préaticas de
ordenha, influenciam diretamente a qualidade e a composi¢éo do leite, sobretudo no teor
de gordura e s6lidos totais.

A populagdo microbiana de uma maneira geral ndo é afetada pela temperatura e
tempo de filagem utilizada neste trabalho. Por outro lado, utilizando-se L. innocua como
indicativo do comportamento de L. monocytogenes, importante patdgeno de origem

alimentar, reducéo superior a um ciclo log foi observada apds a filagem da massa.
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Novos trabalhos precisam ser realizados, avaliando uma variagdo em alguns
graus de temperatura e no tempo de filagem sobre redugdo da contaminagdo microbiana.
Porém, deve-se considerar que esse queijo € artesanal moldado manualmente e que
temperaturas elevadas podem impossibilitar a moldagem.

Portanto, é necessario garantir o uso de leite de boa qualidade e a adogdo das
boas préticas de fabricacdo para evitar que ocorra a contaminacéo durante o processo de

producdo do queijo Porungo.
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