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Onde vocé vé

Onde vocé vé um obstdculo,
alguém vé o término da viagem
e 0 outro vé uma chance de crescer.

Onde vocé vé um motivo pra se irritar,
Alguém vé a tragédia total
E o outro Vé uma prova para sua paciéncid.

Onde vocé vé a morte,
Alguém vé o fim

E o0 outro vé o comego de uma nova etapa...

Onde vocé vé a fortuna,
Alguém vé a riqueza material
E o0 outro pode encontrar por trds de tudo,
a dor e a miséria total.

Onde vocé vé a teimosia,
Alguém vé a ignordncia,

Um outro compreende as limitagées do companheiro,
percebendo que cada qual caminha em seu proprio passo.
E que é inutil querer apressar o passo do
outro, a ndo ser que ele deseje isso.

Cada qual vé o que quer, pode ou consegue enxergar.

Porque eu sou do tamanho do que vejo.
E ndo do tamanho da minha altura

Fernando Pessoa
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EFEITO DOS NIVEIS DE CELULAS SOMATICAS NO LEITE SOBRE O
RENDIMENTO E A QUALIDADE DO QUEIJO MUSSARELA

Karyne Oliveira Coelho
Orientador: prof. Dr. Albenones José de Mesquita

RESUMO

A mastite sub-clinica € uma reacao inflamatéria da glandula mamaria que cursa
com o0 aumento da contagem de células somaticas (CCS) no leite. Leite com alta
CCS apresenta alteracfes na composicao que influenciam a qualidade dos produ-
tos lacteos. A realizacdo do presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do
nivel de células somaticas (CCS) no leite sobre o rendimento e as caracteristicas
microbiolégicas e fisico-quimicas do queijo mussarela. Foram selecionadas vacas
com contagem de células somaticas (CCS) <200mil células/mL; CCS >200 a
<400mil células/mL; CCS >400mil células/mL a <750mil células/mL e CCS
>750mil células/mL e que ndo receberam tratamento com antimicrobianos nos
dias que antecederam a obtencéo do leite utilizado no processamento do queijo
mussarela, na Planta de Laticinios do Centro de Treinamento da Agéncia Rural.
Foram avaliadas as composi¢cOes dos leites, soros e queijos. Os queijos foram
avaliados apos 1, 15 e 30 dias de armazenamento a 7°C, por meio das analises
de pH, acidez, umidade, proteina total e solluvel, gordura, extrato seco total,
desengordurado, contagem de bactérias acido lacticas, de coliformes totais, fecais
e de microrganismos psicrotréficos. O experimento completo foi repetido quatro
vezes e 0 delineamento experimental foi em blocos aleatorios. Os resultados
foram inicialmente avaliados para a normalidade dos residuos, por meio do teste
de tukey, e a homogeneidade das variancias pelo teste F, adotando-se, [1=0,05. O
leite com elevada CCS apresentou concentracdo menor de proteina e maior de
nitrogénio nao protéico. Observou-se perda de proteina e gordura para o soro. O
gueijo elaborado a partir do leite com alta CCS, >750 mil céls./mL, apresentou
menor teor de proteina, maior umidade e menor rendimento industrial. Observou-
se menor crescimento das bactérias acido lacticas durante o periodo de
armazenamento para o queijo produzido com CCS superior a 750 mil céls./mL.

Em relacdo a protedlise foi constatada o aumento do indice de extensdo e
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profundidade nos queijos mussarela elaborados com leite contendo niveis de
CCS superiores a 400 mil céls./mL. Considerando o0s quatros tratamentos
avaliados, pode-se afirmar que para obter queijos mussarela com qualidade
satisfatoria é necessario a utilizacdo de um leite com CCS inferior a 400 mil
céls./mL

Palavras-chave : mastite bovina, qualidade do leite, protedlise do queijo
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EFFECT OF SOMATIC CELL COUNT ON QUALITY IN MOZZAREL LA CHEESE

Author: Karyne Oliveira Coelho

Adviser: PhD. Albenones José de mesquita

SUMMARY

The subclinical mastitis is a mammary gland inflammatory reaction that is
characterized by increased levels of somatic cells in the milk. The milk with higher
somatic cell counting (SCC) shows alteration in the composition that alters the
quality of the milk products. This study aimed to evaluate the effects of the SCC in
the milk products in relation to the microbiologic and the physical-chemistry
features of the mozzarella cheese. It was chosen cattle with SCC <200.000
cells/mL; SCC >200 a <400.000 cells/mL; SCC >400.000 cells/mL to <750.000
cells/mL and SCC >750.000 cells/mL. The animals did not receive antimicrobial
treatment before and on the day of the milk collection. The mozzarella cheese
preparation were realized at Planta de Laticinios do Centro de Treinamento da
Agéncia Rural. It was analyzed the milk sub products compositions. The cheese
were evaluated after 1, 15 and 30 days of maturation or storage at 7<C for the pH,
acidity, humidity, total and soluble protein, fat, total dry extract, defatted, milk acid
bacteria count, total and fecal coliforms and psicotrofics microorganism. The
experiment was repeated four times in order to demonstrate reproducibility. The
results were homogenous for the residues (turkey test) and the variances were
compared using a F test, adopting [0=0,05. The milk with high SCC showed low
concentration of protein and the higher nitrogen levels. There was loosing of
protein and fat to serum. The cheese elaborated from milk with higher SCC
(>750.000cells/mL) showed lower protein level, more humidity and less industrial
income and presented lower growth of lactic acid bacteria during the maturation
time. Mozzarella cheese prepared with milk containing SCC around 400.000
cells/mL presented increased proteolysis. The results showed here demonstrated
that in order to get a good quality mozzarella cheese is necessary the utilization of
the milk with somatic cell counts bellow 400.000 cells /mL.

Key-words: mastitis, quality milk, proteolysis



CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

O leite € um dos alimentos de maior importancia para 0 homem, princi-
palmente, devido a sua condicdo de mamifero, e por representar a Unica esperan-
¢a de vida do recém-nascido. Isto se deve a sua composi¢cao nutricional, rico em
proteinas, lipideos, vitaminas e micro-minerais, classifica-se entre os alimentos
essenciais e mais frageis da nossa alimentacéo, ou seja, 0s principais consumido-

res sdo representados por criancas, mulheres e idosos (DURR, 2004).

Além das caracteristicas intrinsecas do produto, o leite tem desempe-
nhado uma papel importantissimo no sistema agro-industrial do pais. A atividade é
praticada em todo o territério nacional em mais de um milhdo de propriedades ru-
rais e, somente no setor primario, gera trés milhdes de empregos o que agrega
mais de seis bilhndes ao valor da producdo agropecuaria nacional (VILELA et al.,
2002). No cenario mundial o pais ocupa o 6°lugar n o ranking com uma producao
meédia de 26 bilhdes de litros ao ano (IBGE, 2007).

Apesar dos beneficios sociais e econémicos, ressalta-se que o leite €
considerado uma alimento altamente perecivel, tendo suas caracteristicas fisicas,
quimicas e microbiologicas facilmente alteradas pela agdo de microrganismos,
pela sanidade e nutricdo dos rebanhos e a manipulacdo a que € submetido nas
fases de obtenc&o, armazenamento e transporte (SANTOS & FONSECA, 2007).
Portanto, torna-se necessario a adocéo de praticas de produ¢do, armazenamento,
transporte e processamento adequadas, para que se possa usufruir dos seus
beneficios, nutricionais e os relacionados a bem estar, pois o leite e os derivados
sdo tidos como alimentos que auxiliam na prevencdo de doencas, como a

osteoporose, a obesidade e a arteriosclerose.

Visando a consolidagdo da cadeia produtiva, pesquisadores, industria e
0 governo se uniram e criaram o Programa Nacional de Melhoria da Qualidade do
Leite-PNMQL. Dentre as mudangas implementadas ressalta-se a publicacdo da
Portaria n° 56 de 7 de dezembro de 1999, substituida pela Instrucdo Normativa

(IN) 51, assinada pelo entdo ministro da Agricultura Pecuaria e Abastecimento



(MAPA), Pratini de Moraes. A Normativa estabelece novos padrdes para a produ-
¢cado do leite cru, incluindo pela primeira vez a contagem de células somaticas
(CCS) e a contagem bacteriana total (CBT) como parametros para se avaliar a
qualidade do leite produzido no Brasil (BRASIL, 2002).

A IN 51 entrou em vigor em julho de 2005 nos Estados do Sul, Sudeste
e Centro-Oeste e em julho de 2007 nas regides Norte e Nordeste. Para a CCS,
nas regides Sul, Sudeste e Centro-oeste, em leite cru refrigerado, a referida nor-
mativa prevé 1.000.000 céls./mL, estando previsto também uma reducédo gradativa
para 750.000 céls./mL em 2008; padréo utilizado nos Estados Unidos. A partir de
julho de 2011, prevé a diminuicdo para 400.000 céls./mL; padrao utilizado na Uni-
ao Européia (BRASIL, 2002).

As células somaticas sdo células de defesa, principalmente, leucécitos
gue migram do sangue para o interior da glandula mamaria, com o objetivo de
combater os agentes estranhos. Contudo, uma pequena parte é composta por cé-
lulas epiteliais, provenientes do processo natural de descamacéo do tecido secre-
tor (MACHADO et al., 2000; BUENO et al., 2005). Consequentemente, a CCS do
leite de uma vaca indica, de maneira quantitativa, o grau de infeccdo da glandula
mamaria, enquanto que a CCS do leite do tanque o grau de infec¢cdo média de
mastite do rebanho (MACHADO et al., 2000).

Além do aumento da CCS, o processo patolégico da mastite cursa com
alteragbes na composicdo do leite, as quais interferem negativamente sobre a
manufatura e a qualidade dos queijos. Os principais problemas relacionam-se a
composicao fisico-quimica da secrecéo lactea (BUENO et al., 2005), incluindo a
diminuicdo da caseina como porcentagem da proteina total (AUDISTIS &
HUBBLE, 1998), aumento dos acidos graxos livres de cadeia curta (RANDOLPH &
ERWIN , 1975), alteragbes na concentracdo de minerais (SANTOS & FONSECA,
2007) e aumento da atividade proteolitica (URECH et al., 1999) e lipolitica
(SANTOS et al., 2003a e 2003b) do leite cru e pasteurizado.



AUDISTIS & HUBBLE (1998) relataram que o efeito da mastite sobre a
concentracao total da proteina do leite € variavel. Porém, os autores destacaram
gue ocorre reducdo das fracdes sintetizadas na glandula mamaria, 3-caseina, a-
lactoalbumina e B-lactoglobulina e aumento da albumina sérica e das imunoglobu-
linas. Em relagéo a gordura do leite BUENO et al. (2005) ressaltaram que, o per-
centual do componente reduz como resultado da infeccdo do Ubere, no entanto,
guando a producéo de leite é reduzida em maior propor¢gdo que a sintese, o teor
de gordura aumenta, proporcionalmente. ASBY et al. (1977) analisando a conta-
gem de células somaticas e a composicao do leite de 445 rebanhos, por um peri-
odo de dois anos, encontraram que apenas 4% da variagdo de gordura ocorrida
naquele periodo foi devido as variacbes na contagem de células somaticas.
BUENO et al. (2005) ndo encontraram correlagdo entre o aumento da CCS e o
percentual de gordura em amostras de leite procedentes de rebanhos leiteiros do
Estado de Goiés.

Quanto a protedlise do leite, em primeiro momento ocorre as expensas
dos microrganismos psicrotroficos, pois, estes produzem proteases termoestaveis
responsaveis por significativos prejuizos a cadeia lactea (SANTOS & FONSECA,
2007). A atividade proteolitica também pode ser procedente de enzimas origina-
rias das células sométicas (URECH et al., 1999; SANTOS et al., 2003b). No leite
normal a principal enzima responsavel pela atividade proteolitica é a plasmina en-
contrada, juntamente, com 0 seu precursor inativo o plasminogénio. Observa-se
em leite oriundo de quartos mamarios com mastite subclinica, que a producéo de
plasmina e plasminogénio aumentam 20% e 30%, respectivamente, sendo que a
acao dos ativadores de plasminogénio € superior ao do leite normal. Essas modifi-
caclOes enziméticas determinam uma maior atividade proteolitica nos leite e em
seus derivados (URECH et al., 1999; ALBENZIO et al., 2004).

A atividade lipolitica do leite é causada principalmente pela acdo das li-
pases lipoprotéica do leite (LLP), assim como de outras enzimas lipoliticas, tais
como: as lipases de células sométicas, dos microrganismos e de outras esterases.

Ainda que a concentracdo de LLP no leite seja suficiente para causar altos niveis



de lipdlise, os trigliceridios do leite sdo protegidos da acdo enzimatica devido a
presenca de uma membrana de constituicdo fosfolipidica que reveste os globulos
de gordura do leite (SAEMAN et al.,1988). No entanto, durante a resposta imune
na glandula mamaria em caso de mastite, observa-se danos na membrana de
gordura em decorréncia da fagocitose leucocitaria sobre os globulos da molécula,
levando a exposicdo do conteudo dos trigliceridios e a consequiente degradacéo
pela LLP (AZZARA & DIMICK,1985).

Paralelo as alteracdes no teor de gordura e na atividade lipolitica do lei-
te, RANDOLPH & ERWIN (1975) relataram também alteracdo no perfil do compo-
nente lipidico do leite, resultante da diminuicdo na concentracdo de acidos graxos
de cadeia longa e aumento de acidos graxos livres de cadeia curta. Os autores
ressaltaram que tais mudancas na constituicdo da gordura do leite alteram sua
gualidade, sendo que os &cidos graxos livres e de baixo peso molecular, princi-
palmente, o butirico, o caprilico e o caproéico, podem conferir ao leite e seus deri-

vados um sabor desagradavel.

A infeccdo da glandula mamaria resulta numa menor sintese da lactose
devido a reducéo do fluxo sanguineo e consequente diminuicdo do seu precursor,
a glicose, proveniente do sangue (MACHADO et al., 2000), da utilizacdo da lacto-
se pelos patégenos intramamarios (AULDIST et al., 1995) e pela perda de lactose
da glandula para a corrente sanglinea, devido ao aumento da permeabilidade da
membrana vascular, que separa o leite do sangue, levando a excre¢cdo da mesma
pela urina (SHUSTER et al., 1991).

Considerando o exposto, observa-se que diversas alteracfes sédo pos-
siveis de ocorrer na composicao do leite, e que o comportamento dos soélidos to-
tais podera variar para cima ou para baixo. PHILPOT & NICKERSON (1991) des-
creveram que os percentuais de sélidos totais diminuem entre 3 a 12% com o au-
mento da CCS, resultados similares aos encontrados por MACHADO et al. (2000)
e BUENO et al. (2005).



As alteracdes na composicao do leite devido aumento da CCS também
interferem na manufatura dos queijos em fungdo do aumento do tempo de coagu-
lacdo (SRINIVASAN & LUCEY, 2002) e da diminuicdo da firmeza do coagulo
(COONEY et al., 2000), da perda de componentes sdlidos do leite para o soro
(MAZAL et al., 2007) do aumento da umidade (COONEY et al., 2000), da diminui-
¢ao no rendimento (KLEI et al., 1998), do decréscimo da firmeza do produto final
(COONEY et al., 2000; ALBENZIO et al., 2004), além de alteracdes relacionadas
as caracteristicas sensorias (ALBENZIO et al., 2004), fatores estes, potencialmen-
te capazes de inviabilizar a producdo e a comercializacdo do queijos (AUDIST &
HUBLLE, 1998; LE ROUX, et al., 2003; MAZAL et al., 2007).

Diante do exposto, torna-se imperativo a elaboracdo de estudos que es-
tabelecam o efeito do nivel CCS no leite sobre o processamento do leite e de seus
derivados, uma vez que, as a¢des do programa de melhoria de qualidade do leite
devem ser respaldadas por resultados seguros que déem sustentagdo as politicas

publicas dos 6rgéos oficiais de fiscalizacao e regulamentacgéao.
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CAPITULO 2 — EFEITO DOS NIVEIS DE CELULAS SOMATICAS SOBRE O
RENDIMENTO E A COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO QUEIJO MUSSARELA

RESUMO

A mussarela é o queijo de maior producdo nacional e consumo. Varios fatores
podem interferir em sua qualidade, entre eles, o aumento da contagem de células
somaéticas no leite (CCS). O presente estudo foi proposto com objetivo de avaliar o
efeito do nivel de células somaticas no leite sobre o rendimento e a composicao
do queijo mussarela. Foram selecionadas vacas com contagem de células
somaticas <200mil células/mL; CCS >200 a <400mil células/mL; CCS >400mil
células/mL a <750mil células/mL e CCS >750mil células/mL e que ndo receberam
tratamento com antimicrobianos nos dias que antecederam a obtencédo do leite
utilizado no processamento do queijos mussarela, na Planta de Laticinios do
Centro de Treinamento da Agéncia Rural. Avaliaram-se as composi¢cdes dos
leites, soros e queijos. Os queijos foram avaliados apés 1, 15 e 30 dias de
maturacdo, por meio das andlises de pH, acidez, umidade, proteina, gordura,
extrato seco total e desengordurado. O experimento completo foi repetido quatro
vezes e 0 delineamento experimental em blocos aleatérios. Os resultados foram
inicialmente avaliados para a normalidade dos residuos, por meio do teste de
tukey, e a homogeneidade das variancias pelo teste F, adotando-se, [1=0,05. O
leite com alta CCS > 750 mil céls./mL apresentou menor teor de proteina e maior
de nitrogénio ndo protéico e gordura. Os queijos elaborados a partir do leite com
alta CCS, >750 mil céls./mL, apresentaram menor teor de proteina, maior umidade
e menor rendimento industrial. Portanto, observa-se que a elevacdo da CCS do
leite cursa com alteracdes na qualidade do queijo mussarela, o que reflete em sua
composicao nutricional e até microbiolégica, pois ocorre um incremento na

atividade de agua, fator intrinseco indispensavel para o crescimento microbiano.

Palavras-chave: qualidade do leite, mastite sub-clinica, composicdo do queijo
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2.1 INTRODUCAO

A contagem de células somaticas CCS do leite constitui um parametro
mundialmente utilizado para se avaliar a sanidade da glandula mamaria e a quali-
dade do leite cru (O'BRIEN et al., 2001). Para toda cadeia lactea possui alta
relevancia, estando relacionada a ocorréncia de mastite sub-clinica e sinalizando
perdas significativas na producdo e na qualidade do leite e de seus derivados
(SANTOS & FONSECA, 2007).

O aumento na CCS tém sido associado a alteracdes nas caracteristicas
fisico-quimicas do leite (MACHADO et al, 2000a e 2000b). Nesse caso, observa-
se diminuicdo da concentragdo de caseina, gordura, calcio, foésforo e lactose
(MACHADO et al., 2000b), aumento dos &cidos graxos livres de cadeia curta
(RANDOLPH & ERWIN, 1975) e incremento na atividade proteolitica e lipolitica do
leite mastistico (LE ROUX et al., 2003; SANTOS et al.,, 2003a; MAZZAL, et al.,
2007).

KELLY & MCSWEENEY (2002) estudaram o efeito da mastite sobre as
caracteristicas de producéo de queijo cheddar, e relataram que o aumento da lac-
toferrina, lactoperoxidase e plasmina, enzimas antimicrobianas, pode inibir a mul-
tiplicagdo dos microrganismos utilizados na cultura lactea. Os autores observaram
ainda, por meio de microscopia confocal, que a matriz protéica do gel formado é
extremamente fragil, o que possibilita a perda de caseina, gordura e solidos totais

para o soro, reduzindo assim a firmeza da coalhada.

Diversos pesquisadores tém relatado que as modificacdes no leite devi-
do a ocorréncia de mastite podem determinar o menor rendimento de fabricacéo e
defeitos de textura, itens potencialmente capazes de inviabilizar a producéo e a
comercializagdo do produto (POLITIS & NGKWAI-HANG, 1988; COONEY et al.,
2000; SRINIVASAN & LUCEY, 2002; MAZAL et al., 2007), pois no processamento
do derivado ocorre aumento do tempo de coagulagéo, diminuicdo da firmeza do
coagulo e perda de componentes sélidos do leite para o soro (AUDIST & HUBLLE,
1998; COONEY et al., 2000; SRINIVASAN & LUCEY, 2002; MAZAL et al., 2007).
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POLITIS & NGKWAI-HANG (1988) observaram que um aumento de
CCS de 100 mil céls./mL para 900 mil céls./mL foi associado a um decréscimo de
11% no rendimento do queijo cheddar. KLEI et al. (1998) pesquisaram o efeito da
CCS sobre o rendimento do queijo cottagge e observaram uma reducao de 4,34%
naqueles produzido com CCS superior a 800 mil céls./mL. Por sua vez, MATIOLI,
et al. (2000) empregando amostras de leite com nivel de CCS <200 mil céls./mL,
200 a 600 mil céls./mL ou =600 mil céls./mL para a fabricacdo de minas frescal,
encontraram um decréscimo de 9,8% nas producdes de queijo cujo leite apresen-
tava CCS =600 mil céls./mL.

O presente estudo foi proposto com objetivo de avaliar o efeito dos
niveis de células soméaticas no leite sobre o rendimento e a composicéo fisico-
guimica do queijo mussarela.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Obtencao do leite

O leite utilizado no presente experimento foi obtido na unidade de pro-
ducédo do Departamento de Producdo Animal da Escola Veterinaria da Universi-
dade Federal de Goias (DPA/EV/UFG). O plantel era constituido de 45 vacas em
lactacdo com producdo média de 640L/dia.

Foram selecionadas 30 vacas que se encontravam em estagio de lac-
tacdo superior a 10 dias e que nao tinham recebido tratamento com antimicrobia-
nos, nos dias anteriores que antecederam a coleta do leite utilizado. Para a sele-
¢ado dos animais, procedeu-se na ordenha da manhé a colheita das amostras de
leite de cada vaca em lactacdo, apds homogeneizacao do leite por no minimo 10
segundos no baldo medidor. Em seguida fez-se a colheita de 40mL de leite em
frascos contendo uma pastilha conservante Bronopol” (D & F Control Systems,

Dublin, USA). Procedeu-se a homogeneizagao visando a dissolucdo da pastilha e
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o acondicionamento em condi¢fes de refrigeracdo a fim de transportar para o La-
boratério de Qualidade do Leite (LQL) da EV/UFG para a realizacdo da contagem

de células somaticas (CCS) e determinacdo da composicao do leite.

Em funcéo dos resultados apresentados para a CCS, do volume de leite
produzido e dos teores de proteina total e gordura, as vacas foram distribuidas em
grupos visando a obtencédo de leite com baixa CCS (<200 mil céls./mL), com nivel
médio (>200 a <400 mil céls./mL), intermediario (>400 mil céls./mL a <750 mil
céls./mL) e alto (>CCS 750 mil céls./mL).

O leite necessario a realizacdo do experimento, foi obtido por ordenha
individual dos animais, utilizou-se um total de 30 vacas, trés dias ap0s as andlises
laboratoriais, sendo que cada grupo foi ordenhado separadamente. O leite de ca-
da grupo de vacas foi colhido, na ordenha da manh&, em gal6es de polipropileno
higienizados, com capacidade para 50 litros, os quais foram acondicionados em

camara fria a 5°C até o momento de sua utilizagao.

2.2.2 Fabricacao dos queijos mussarela

O conteudo total do leite dos galbes foi vertido em tanque de fabricacéo
e submetido a pasteurizagcéo lenta a 65°C por 30 minutos. Apos este procedimen-
to, foi vertido em tanque de coagulagéo onde se realizou o0 acerto da temperatura
para 35C. A seguir féz-se a adicdo da cultura lactica mesofilica “composta de
multiplas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp.
cremoris” (1mL/10L) e do Cloreto de célcio 50% (40mL/100L). Esperou-se 30
minutos, e adicionou-se o coalho, conforme recomendacdes do fabricante
(25mL/100L). Ap6s 40 minutos, fez-se o teste para avaliar o ponto da massa,
realizando um corte na superficie da coalhada para verificar se a mesma
apresentava-se seca e macia. Em seguida, fez-se o corte da massa em cubos de
cerca de 1cm de aresta deixando-a em repouso por cinco minutos. Iniciou-se uma

agitacdo lenta e continua, primeira mexedura, utilizando liras manuais, por cerca
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de 20 minutos. Logo ap0s sob aquecimento a 44°C fez-se a 22 mexedura. Apos
essa etapa a massa foi deixada em repouso, procedendo-se a dessora e 0 corte
em blocos menores. Transcorrido o tempo minimo de espera de fermentacéo da
massa, ou seja, 12h, procedeu-se o0 teste para averiguar o ponto de filagem,
utilizando uma porcéo da massa a qual foi colocada em agua a temperatura 75°-
80°C. Quando esticava sem arrebentar, procedia-se a filagem, realizada da se-
guinte forma: a massa foi cortada em tiras de cerca de 7cm de espessura, e filada
em agua a 80°C, obedecendo uma relacdo agua de filagem:massa de 3:1. Em se-
guida foi moldada, enformada em formas plasticas retangulares de 0,5kg e imer-
sas em agua a 10°C por 4h. Seguiu-se a salga em salmoura, contendo 20% de
sal, a 10-12°C por um periodo de 6h. A secagem da superficie foi realizada em
camara-fria a 10-12°C com umidade relativa do ar de aproximadamente 70% du-
rante 12h, seguindo-se a embalagem em plastico termo recolhivel e estocagem

em camara fria a 4-7°C por 30 dias.

2.2.3 Procedimentos de amostragem e andlises realiz  adas

Foram colhidas assepticamente amostras de leite cru dos galdes, desti-
nados a realizagdo das analises microbiolégicas por meio da contagem bacteriana
total (CBT) e fisico-quimicas por meio da realizacdo da CCS, gordura, proteina,

lactose, solidos totais, pH, acidez e crioscopia (BRASIL, 2003a e b).

Ap0Os pasteurizacao do leite, foram colhidas amostras para avaliar o per-
fil enzimatico por meio da pesquisa das enzimas fosfatase alcalina e peroxidase
(BRASIL, 2003b). Aléem disto, foram colhidas amostras do soro para analise do
percentual de caseina, gordura e solidos totais (BRASIL, 2003b; SILVA,1995).

Realizou-se também a amostragem do produto final por meio da colhei-
ta de trés amostras por lote, 24 horas ap0s a fabricacao, e nos dias 15° e 30° de

armazenamento/maturacdo. Foram realizadas as seguintes analises: determina-
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cao da acidez, pH, proteina, gordura, umidade, extrato seco total e desengordura-
do (AOAC, 1995, BRASIL, 2003b).

2.2.4 Procedimentos analiticos

Todas as analises foram realizadas em triplicata, conforme

procedimento descrito.

Acidez titulavel do leite e queijo: A acidez foi determinada por meio da titulacdo
das amostras com solu¢do de hidroxido de sodio (NaOH) N/9 (solugdo Dornic),
tendo como indicador solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1,0%. Os resultados

foram expressos em graus Dornic (D) (BRASIL, 2003b).

Caseina do soro: O método utilizado para analise de caseina nas amostras de
soro foi o formol, modificado por SILVA (1995).

Contagem bacteriana total do leite:  para realizacdo da (CBT) as amostras foram
colhidas em frascos esterilizados com capacidade de 40mL, contendo o
conservante bacteriostatico Azidiol, e enviadas ao laboratério sob condi¢cdes de
refrigeracdo. A CBT foi realizada em equipamento Bactoscan FC" (Foss Electric

A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio analitico baseia-se na citometria de fluxo.

Contagens de células somaticas do leite:  utilizou-se o equipamento Fossomatic
500 Basic” (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark) cujo principio analitico baseia-se

na citometria de fluxo.

Composicao do leite: os teores de gordura, proteina, lactose e solidos totais
foram determinados utilizando o equipamento Milkoscan 4000” (Foss Electric A/S.
Hillerod, Denmark), cujo principio analitico baseia-se na absor¢éo diferencial de

ondas infravermelhas pelos componentes do leite.
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Crioscopia do leite: realizada empregando-se o crioscopio eletrénico ITR modelo
MK 540, sendo o resultado expresso em graus Horvet (°H) (BRASIL, 2003b).

Densidade do leite a 15°C: determinado em acordo com a metodologia prevista
em BRASIL (2003b).

Extrato seco total (EST) do queijo: determinado em acordo com a AOAC,
metodologia 925.23 sendo a umidade calculada pela equacéo: U(%)=100% -
EST(%).

Fosfatase alcalina do leite pasteurizado: pesquisada empregando-se a
metodologia descrita em BRASIL (2003b).

Gordura do queijo: utilizou-se o método modificado do acido butirométrico Van-
Gulik, descrito por BRASIL, (2003b), sendo o teor de gordura no extrato seco

(L0 X %G)

(G.E.S.) calculado segundo a equacgao: GES =
%EST

Nitrogénio Total (NT) do queijo: empregou-se o metodo de Kjeldahl, conforme
AOAC 991.20, sendo a proteina total calculada por meio da multiplicacdo da por-

centagem de NT por 6,38.

Peroxidase do leite pasteurizado:  utilizou-se a metodologia descrita em BRASIL
(2003Db)

pH do leite e queijo: determinado utilizando-se um potenciometro HANNA,

modelo HI 8314, provido de eletrodo de insercéo previamente calibrado.

Uréia: determinada utilizando-se o equipamento Chemspeck 150" da Bentley
Instruments, por meio de um método enzimatico e espectrofotométrico (BENTLEY,
2000). Essa analise foi realizada na Clinica do Leite, ESALQ/USP.
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2.2.5 Rendimento dos queijos
O rendimento de cada queijo foi calculado de duas maneiras:

a) o volume em litros de leite necessério para a elaboracdo de um quilo de queijo
(L/kg). Neste caso, dividiu-se o volume de leite utilizado pela soma da massa dos
gueijos obtidos; b) a massa em gramas de soélidos totais de queijo por litro de leite
(g ST/L). FURTADO (1973); FURTADO (2005) e SABOYA et al. (1998). Para tanto

empregou-se a equagao:

RigST/L)=Px5Tx1
1vr
Onde: R = rendimento;
P = quilos de queijos obtidos;
ST = percentagem de extrato seco dos queijos;
V = volume de leite utilizado.

2.2.6 Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental em parcelas subdivididas,
sendo que o0s niveis de células somaticas foram considerados como parcela
principal, enquanto que o tempo de armazenamento e as respectivas interagoes
como sub-parcela. O experimento foi repetido quatros vezes em intervalos de 70
dias.

Os resultados da composicao fisico-quimica, de rendimento e de recu-
peracdo de componentes do leite no soro e no queijo, dos quatro tratamentos, fo-
ram avaliados estatisticamente por meio da analise de variancia. Os resultados
foram inicialmente averiguados para a normalidade dos residuos, por meio do tes-
te de tukey, e a homogeneidade das variancias pelo teste F, adotando-se, [1=0,05.
Os resultados de CCS e CBT foram transformados em logaritmo natural, pois ndo
possuem distribuicdo normal. Os calculos foram realizados com o auxilio Software

livre R, versado 2.4.1.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das médias e do desvio padrdo das analises de CBT, pro-
teina, gordura, lactose, sdlidos totais, acidez, pH, crioscopia e densidade do leite
utilizado para produgédo dos queijos, em cada repeticdo, sdo apresentados na Ta-
bela 1.

Tabela 1- Indicadores da qualidade do leite associados a diferentes niveis células

somaticas. Goiania, GO, 2007

Parametros avalia- Niveis de CCS
dos Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4

ccst (log cél/mL) 4,94 +0,18 5,46 +0,10 574+ 0,11 6,27+0,12
CBT? (log UFC/mL) 5,10 + 0,41° 493+213% 5,35 + 0,44% 5,19 + 0,36%
Proteina (%) 316+003*  338+0,03°  317+006% 242 +0,04°
Gordura (%) 3,1+0,20? 3,14 +0,19° 3,00 £ 0,117 3,51+ 0,36b
Lactose (%) 4,53 +0,092 4,43 +0,132 4,40 + 0,082 4,36 + 0,092
Sdlidos totais (%) 11,62 +0,37°2 12,42 +1,18° 11,91 +0,54% 11,78 +0,31%
Uréia (mg/dL) 16,85 +1,13% 16,72 +2,13% 17,25 + 2,032 24,85+ 7,13 b
Acidez (D9 18,42 +0,17% 18,91+ 0,43% 18,39 + 0,252 18,37 + 4,562
pH 6,10 + 0,432 6,18 +0,52° 6,67 +0,12° 6,74 +0,55%
Crioscopia (H) 0,532 +0,002% 0,531 +0,002% 0,530+ 0,002% 0,530 +0,002%

Densidade (g/cm®) 1,029 + 0,001 ° 1,029 + 0,001° 1,030 + 0,002% 1,030 + 0,001°

Valores com mesma letra na linha ndo diferiram significativamente entre si (p < 0,05); 'ccs: con-
tagem de Células Somaticas; “CBT: Contagem bacteriana Total; Nivel 1: Leite com CCS baixa
(=200.000 cél/mL) ; Nivel 2: Leite com CCS média (>200 000 cél/mL <400.000 cél/mL) ; Nivel 3:
Leite com CCS intermediaria (>400 000 cél/mL < 750.000 cél/mL ); Nivel 4: Leite com CCS alta
(>750 000 cél/mL)

Analisando os dados contidos na Tabela 1 observa-se que o nivel de
CCS nao influenciou os teores de lactose, sélidos totais, bem como o pH, acidez,
crioscopia e a densidade do leite (p>0,05). Nao obstante, ocorreu diminuicdo dos
teor de proteina e 0 aumento nos teores de gordura e uréia (p<0,05) para o leite

com CCS superior a 750 mil céls./mL.

Em vacas com mastite observa-se uma lesao do epitélio glandular o que
pode levar a uma diminuicdo dos componentes sintetizados no interior da glandu-
la, especialmente, a caseina (PEREIRA et al.,1999), o que explica esta diminuicdo
no percentual de proteina e gordura do leite com alta CCS. No entanto, quando a

diminuicdo da producdo ocorre de maneira mais acentuada que a sintese, o teor
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de gordura sofre um aumento proporcional (MACHADO et al, 2000a), o que pode

ter ocorrido no presente estudo.

Em relacdo a uréia, uma possivel explicacdo para o resultado obtido
(Tabela 1), seja 0 aumento da atividade proteolitica do leite, a qual pode levar a
guebra das cadeias polipeptidicas das proteinas resultando na liberacdo de nitro-
génio ureico, além, do aumento da permeabilidade vascular o que predispde a
passagem das moléculas de uréia do sangue para o leite (SANTOS & FONSECA,
2007). Também, pode-se considerar a nutricao, ja que os animais recebiam dietas

diferentes, no que concerne, as doses de concentrado.

Resultados de trabalhos realizados no Brasil enfocando a relacdo entre
a quantidade de células sométicas e a concentracdo de proteina no leite sdo con-
traditorios. PEREIRA et al. (1999) observaram que o teor de proteina era maior em
amostras de leite proveniente de tanques com CCS superior a 283 mil céls. mL,
enquanto MACHADO et al. (2000a) observaram que a partir de 500 mil céls./mL
ocorria reducdo do teor proteina, dados similares aos obtidos por BUENO et al.
(2005). No que concerne a gordura também observa-se efeito variavel. Assim,
PEREIRA et al. (1999) descreveram que o teor de lipideo aumenta em decorréncia
da mastite. J& BUENO et al. (2005) descreveram que ndo houve diferenca
significativa do percentual de gordura com o aumento da CCS, em amostras de

leite de tanques em rebanhos do Estado de Goias.

Em relacdo a lactose e aos sélidos totais BRITO & DIAS (1998) descre-
veram que a reducao no teor de lactose pode variar entre 5% a 20%. Resultados
superiores aos descritos por SILVA et al. (2000) observaram uma diminui¢cado de
4,68% para 4,49% em amostras de leite de vacas com CCS de 283 mil céls./mL.
Esses resultados sdo semelhantes aos observados por BUENO et al. (2005).
MACHADO et al. (2000b) verificaram que em amostras de leite colhidas em tan-
gues de expansdo, com CCS inferior a 500 mil céls./mL, o teor médio de solidos
totais correspondia a 12,37%. Porém SILVA et al. (2000) ndo constataram diferen-

¢a na concentragdo de solidos totais devido ao aumento da CCS.
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Relativamente & CBT, observa-se, na Tabela 1, que houve discreto au-
mento no leite com alta CCS, no entanto ndo foi significativo (p>0,05). SANTOS &
FONSECA (2007) relataram que geralmente o aumento na CCS néo tem relacdo
direta com a CBT, excetuando nas infecgfes onde o agente etiolégico da mastite
seja o0 Streptococcus agalactiae ou o S.dysgalactiae. No entanto, RYSANEC et al.
(2007) avaliando 298 rebanhos estabeleceram que valores superiores a 400 mil
céls./mL correlacionam-se com a qualidade higiénico-sanitaria, ou seja, com a

CBT. Os autores encontraram uma correlacdo de 0,63 entre a CCS e a CBT.

Na Tabela 2 podem ser visualizados os resultados das médias e do
desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos do soro oriundo da producgdo dos
lotes de queijo mussarela elaborados com leite contendo diferentes niveis de
CCs.

Tabela 2- Parametros fisico-quimicos do soro obtido na producédo dos lotes de
queijo mussarela associados com o leite contendo diferentes niveis de

contagem de células sométicas. Goiania, GO, 2007

Parametro s ava- Niveis de CCS

liados Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
Caseina (%) 0,11 +£ 0,072 0,10 + 0, 06® 0,13 %0, 122 0,190, 15°
Gordura (%) 0,42 +0,03% 0,46 + 0,03% 0,41 + 0,04% 0,98 + 0,39°
Soélidos totais (%) 6,2 +0,43% 6,71 +0,73% 7,2 + 0,40% 7,1 +0,33°

Valores com mesma letra na linha néo diferiram significativamente entre si (p < 0,05); Nivel 1: Soro
do Leite com CCS baixa (<200.000 cél/mL) ; Nivel 2: Soro do Leite com CCS média (>200 000
cél/mL <400.000 cél/mL) ;Nivel 3: Soro do Leite com CCS intermediaria (>400 000 cél/mL <
750.000 cél/mL ); Nivel 4: Soro do Leite com CCS alta (>750 000 cél/mL)

Considerando a analise dos resultados fisico-quimicos das amostras de
soro, Tabela 2, nota-se que houve uma maior perda de caseina e gordura do leite
para o soro nas amostras com CCS superior a 750 mil céls./mL. Resultados simila-
res foram encontrados por GRANDISSON & FORD, (1986); BARBANO et al.
(1991); KLEI et al. (1998); MATIOLI et al., (2000) e COONEY et al. (2000).

A perda de gordura do leite para o soro pode ocorrer por diversos fato-
res, ou seja, tempo e temperatura de pasteurizacao, teor de proteina, acidez, pH e
temperatura do leite no momento de adicdo do coalho (SABOYA et al.,, 1998;
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FURTADO, 2005). Considerando que neste estudo os fatores citados tiveram com-
portamento semelhante nos tratamentos avaliados, torna-se imperativo tecer algu-

mas consideracdes sobre a apresentacdo destes resultados.

Nesse sentido, pode-se observar que o teor de gordura no leite com
CCS superior a 750 mil céls./mL é superior ao dos outros tratamentos (Tabela 1)
assim como o grau de protedlise e lipolise no leite com alta CCS, resultados seme-
Ihantes aos obtidos por COONEY et al. (2000); SANTOS et al. (2003a) e MAZAL
et al. (2007).

No que se refere ao aumento da protedlise, varios autores apontam que
o0 aumento da CCS relaciona-se a uma maior sintese de plasmina e do seu precur-
sor inativo plasminogénio, enzima que hidrolisa a proteina do leite em pequenas
moléculas de peptideos e uréia. Soma-se a isto a capacidade de producédo de
substancias ativadoras do plasminogénio pelos leucécitos, o que aumenta o grau
proteolitico. Tais aspectos também sdo ressaltados por VERDI & BARBANO
(1991); LE ROUX et al. (1995); O'BRIEN et al. (2001) e MAZAL et al. (2007). Além
do aumento das enzimas proteoliticas no leite com alta CCS, COONEY et al.
(2000) verificaram também a inibicdo da cultura "starter" devido a acdo das enzi-
mas originarias da CCS, ou seja, 0 processo de coagulacdo da caseina se torna
irregular favorecendo a perda de finos protéicos para o soro (SRINIVASAN &
LUCEY, 2002).

Na Tabela 3 estdo distribuidos os resultados médios para pH, acidez,
gordura livre, gordura na base seca, umidade e proteina apresentados pelos quei-
jos elaborados com diferentes niveis de CCS, ao longo de 30 dias de armazena-

mento.
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Tabela 3- Parametros fisico-quimicos dos queijos elaborados com leite contendo
diferentes niveis de células somaticas, nos dias um, 15 e 30 de armaze-
namento a 7°C. Goiania, GO, 2007

Grupos DIA1 DIA 15 DIA 30 CV% Regresséo
pH
Nivel 1% 5,54 +0,10 5,52 +£0,12 5,58 £ 0,10
Nivel 2° 5,54 + 0,08 5,56 + 0,07 5,62 0,12
Nivel 3¢ 5,53 £ 0,06 5,58 + 0,06 5,59 +£0,16 6.53 NS
Nivel 4° 557 +0,11 5,61 +0,13 5,62 + 0,10
Acidez
Nivel 1 15,54 + 2,10 14,84 + 1,97 14,14 £ 2,18
Nivel 2 15,32+ 1,93 14,98 + 2,10 14,74 + 2,35 12.37 NS
Nivel 3 15,44 + 2,27 14,38 £ 2,25 14,42 + 2,67 ’
Nivel 4 15,99+ 1,78 14,93 + 2,65 14,79 + 2,98
Gordura livre (%)
Nivel 1 2,94 +0,10 2,98 £ 0,13 3,10+£0,11
Nivel 2 2,54 + 0,08 2,77 £0,18 2,94 + 0,08 9.84 NS
Nivel 3 2,89 + 0,06 2,83 £ 0,06 2,99 £ 0,16 '
Nivel 4 2,77+0,11 2,97 +£0,21 2,98 + 0,37
Gordura na base seca (%)
Nivel 1 51,54 + 3,38 52,99 + 2,98 52,91 + 2,37
Nivel 2 52,21 £5,08 51,14 £ 2,77 50,71 + 3,82 25 59 NS
Nivel 3 52,13 + 2,06 52,83 + 2,86 51,03 + 4,76 ’
Nivel 4 50,47 £ 3,91 4953 +4,11 49,95 +2,41
Umidade (%)
Nivel 1 48,54 £ 3,18 49,99 + 2,83 47,91 + 2,37
Nivel 2 49,13 + 2,76 47,83 + 2,36 49,03 + 4,36 39 98 Linear*
Nivel 3 50,11 £5,48 48,14 + 2,17 49,71 +£ 3,12 ’
Nivel 4 55,47 £ 3,11 55,83 +4,83 57,95+2,61
Proteina (%)
Nivel 1 22,33+ 3,10 22,18 £ 3,85 22,85+ 2,88
Nivel 2 21,91 +£2,78 21,98 £ 2,47 21,84 +1,12 .
Nivel 3 20,96 + 3,06 21,35+ 3,26 20,85 + 2,56 38,75 Linear*
Nivel 4 16,12+ 1,11 15,72 + 1,93 17,01 + 2,87

Nivel 1: leite com CCS baixa (<200.000 céls./mL); Nivel 2: leite com CCS média (>200 000
céls./mL <400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com CCS intermediaria (>400 000 céls./mL < 750.000
céls./mL ); Nivel 4: leite com CCS alta (>750 000 céls./mL); NS: ndo significativo para p < 0,05,
teste de tukey 5%. *Efeito linear para o tempo de armazenamento. **Efeito linear para os niveis de

CcCs.

Considerando os limites estabelecidos para o queijo mussarela contido

no regulamento técnico de identidade e qualidade do produto, os lotes de queijos

do presente estudo apresentam-se em acordo com a legislacdo vigente, no que

concerne ao teor de umidade que deve ser no maximo de 60% e gordura minimo
35% (BRASIL, 1996).
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Os percentuais de gordura, gordura na base seca (GBS), pH e a acidez
ndo apresentaram diferenca (p>0,05) para os tratamentos avaliados (Tabela 3), ou
seja, os niveis de células somaticas, periodo de maturacao e interacdes entre as
variaveis. Ndo obstante, a CCS influenciou o teor de proteina e a umidade
(p<0,05), sendo que no queijo com CCS superior a 750 mil cels./mL, houve um
aumento da umidade e uma diminuicdo da proteina comparados aos demais tra-

tamento, como pode ser visto na Figura 1.

60 + .
Umidade*
50 +
y =1,981x + 45,86
R? = 0,6501
40
> Proteina*
30 +
20 +
y =-1,958x + 25,225
R?=0,7787
10 T T 1
1 2 3 4

Niveis de CCS

Figura 1*- Efeito dos niveis de células soméaticas Nivel 1: leite com CCS baixa
(=200.000 céls./mL); Nivel 2: leite com CCS média (>200 000 céls./mL
<400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com CCS intermediaria (>400.000
céls./mL < 750.000 céls./mL); Nivel 4: leite com CCS alta (>750.000
céls./mL); sobre a umidade e a proteina do queijo mussarela. Goiania.
GO, 2007. *Grafico elaborado com as médias dos niveis de CCS avali-

ados no experimento.

No que concerne ao teor de umidade, aproximadamente, 65% das alte-
racdes ocorridas devem-se ao aumento da CCS, como pode ser observado na

Figura 1, onde o coeficiente de determinac&o foi de R? =0,65. Em relacdo a protei-
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na a CCS teve efeito mais significativo, ou seja, 78% com R? =0,78, tal fato ilustra

a importancia da qualidade da matéria prima sobre a manufatura da mussarela.

Essas alteracdes, provavelmente, devem-se a redugdo da sintese de
proteina e a atividade proteolitica do leite (SANTOS et al., 2003b; MAZAL et al.,
2007). No leite normal a principal enzima responsavel pela atividade proteolitica €
a plasmina encontrada juntamente com 0 seu precursor inativo o plasminogénio.
No leite oriundo de quartos mamarios com mastite subclinica, a producdo de
plasmina e plasminogénio aumentam predispondo a protedlise (URECH et al.,
1999; ALBENZIO et al., 2004; LEITNER et al., 2005). O interessante € que a
atividade proteolitica ndo sofre influéncia do processo de pasteurizacdo, ou seja,
mesmo apos o tratamento térmico, observa-se a atividade da enzima (ALBENZIO
et al., 2004). No leite mastistico as enzimas antimicrobianas, catepsina e plasmi-
na, aumentam demasiadamente influenciando no processo de coagulacao e, con-
sequentemente, na perda de componentes para o soro, o que refletira na compo-
sicdo do produto final, diminuindo o teor de proteina como observado no presente

estudo.

Em 1988 POLITIS & NG-KWAI-HANG relataram que o queijo cheddar
produzido com matéria prima contendo niveis de CCS >600 mil céls./mL, apresen-
tou teores inferiores de gordura, proteina, sélidos totais e sélidos ndo gordurosos.
J4 COONEY et al. (2000) associam o aumento da CCS a diminui¢do dos sélidos
totais e da proteina no queijo tipo suico. BARBANO et al. (1991) além de
destacarem a diminuicdo da gordura, indicam o aumento da umidade dos lotes de
gueijos cheddar produzidos com CCS superior a 100 mil céls./mL, contagem oito
vezes menor que a observada no presente estudo. Por sua vez MAZAL et al.
(2007) ao estudarem o efeito da CCS sobre a producdo de queijo prato também
observaram que o0s queijos elaborados com leite contendo CCS alta (>600 mil

céls./mL) apresentam maior umidade e menor teor de proteina.

A qualidade do queijo produzido com leite de outras espécies, também

apresenta alteracdes em decorréncia do aumento da CCS. Assim sendo, JAEGGI
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et al. (2003) verificaram diminuicdo no teor de gordura e o aumento no teor de
agua em queijos produzidos com leite de ovino contendo niveis de CCS superior a
1 milh&o de céls./mL, resultados similares aos encontrados por REVILLA et al.
(2007).

Na Tabela 4 pode-se observar a influéncia da CCS sobre o rendimento
industrial e o rendimento corrigido dos queijos elaborados com leite contendo dife-

rentes niveis de CCS.

Tabela 4- Rendimentos de queijos elaborados com leite contendo diferentes niveis

contagem de células somaticas, Goiania, GO, 2007

Contagem de Células Somaticas
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
Rendimento * 9,6 +1,28% 9,8+1,52% 10,3+1,87% 11,7+1,16°"
Rendimento ajustado ? 8,9+1,09° 91+1,17° 96+152° 138+277°"
Yitros de leite/kg de queijo; “litros de leite/kg de extrato seco de queijo; valores com mesma letra na
linha ndo diferiram significativamente entre si (p < 0,05); Nivel 1: leite com CCS baixa (<200.000
céls./mL); Nivel 2: leite com CCS média (>200 000 céls./mL <400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com
CCS intermediéaria (>400 000 céls./mL < 750.000 céls./mL ); Nivel 4: leite com CCS alta (>750 000
céls./mL).

Parametros avaliados

Os valores de rendimento (litros de leite/kg de queijo) e rendimento a-
justado (litros de leite/kg de extrato seco de queijo) para os diferentes tratamentos
ndo diferiram estatisticamente entre si (p <0,05), a exce¢do do tratamento 4. Ob-
serva-se na Tabela 4 os queijos elaborados com leite contendo CCS inferior a 750
mil céls./mL apresentaram melhor rendimento industrial, ndo obstante torna-se

necessario discutir alguns aspectos pertinentes a apresentacéo destes resultados.

No primeiro momento observa-se que o rendimento queijeiro depende
da composicao do leite e da incorporacdo e/ou passagem dos componentes soli-
dos da matéria prima para o queijo no processo de coagulacdo, especialmente,
proteina e gordura (LUCEY & KELLY, 1994). No entanto, essa passagem em ca-
sos de mastite tornar-se dificultada (BARBANO et al., 1991). Outros fatores tam-
bém devem ser considerados, nos casos de leite com alta CCS, ou seja, a dificul-

dade de acidificacdo da massa e a perda de nutrientes para o soro na 12 e 22 me-
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xedura, fatores estes que associados ou ndo podem contribuir para diminuicdo do
rendimento (BARBANO et al., 1991)

Ainda no que concerne aos fatores que afetam o rendimento queijeiro,
€ salutar mencionar o teor de umidade. Quanto maior o teor de 4gua no queijo,
melhor sera o rendimento. Entretanto, este aumento € desfavoravel para o setor
devido as alteracdes que ocorrem no produto final, especialmente, no que concer-
ne a aceleracdo do processo de maturagcédo, que cursa com a diminui¢cdo da con-
sisténcia do queijo (BARBANO et al., 1991). Assim sendo, procura-se manter o
teor de umidade compativel com as caracteristicas funcionais e sensoriais deseja-
das. Desse modo, a melhor abordagem para calculo do rendimento deve conside-

rar o extrato seco total, utilizando-se o rendimento ajustado (FURTADO, 2005).

No presente estudo tal fato se torna oportuno. pois, como visto na Ta-
bela 3, o queijo produzido com CCS superior a 750 mil céls./mL foi o que apresen-
tou maior umidade, quando comparado aos demais tratamentos, o que refletiu nos
resultados de rendimento e rendimento ajustado (Tabela 4). Esses parametros sédo
importantes para a vida de prateleira do produto, pois conduzem a maior atividade
hidrolitica e predisposicdo para o crescimento microbiano, devido ao aumento da
atividade de agua do produto. No entanto ressalta-se que 0s queijos obtidos em
todos os tratamentos apresentaram entre 48% e 56% de umidade (Tabela 3), valo-
res que estdo em acordo com a legislacao que estabelece o teor maximo de umi-
dade de 60% (BRASIL, 1996). Isto € preocupante ja que ocorre um incremento de
10% no rendimento dos queijos produzidos com CCS superior a 750 mil céls./mL,
ou seja, o consumidor adquire um produto com caracteristicas nutricionais inferio-

res.

Os resultados apresentados no presente estudo sdo similares ao obti-
dos por varios pesquisadores (ALI et al., 1980; BARBANO et al., 1991; AULDIST
et al., 1996; KLEI et al., 1998; POLITIS & NG-KWAI-HANG, 1988) que verificaram
diminuicdo no rendimento dos queijos quando se utiliza leite com alta CCS. Po-

rém, diferem dos obtidos por MAZAL et al., (2007) que ndo observaram efeito da
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CCS sobre a producédo de queijo prato. Esses autores relataram que o maior teor
de gordura no leite com alta CCS e a menor sinerese do coagulo podem compen-
sar a menor recuperacdo de proteina no soro de leite com alta CCS, ndo compro-

metendo dessa forma o rendimento.

2.4 CONCLUSOES

Perante os resultados obtidos e de acordo com as condi¢cdes de
realizacdo do presente experimento, conclui-se que a elevacdo da CCS esta
relacionada a perda de proteina e gordura do leite para o soro, a reducdo do teor
de proteina do queijo, ao aumento da umidade e ao menor rendimento industrial
do queijo mussarela. Ressalta-se que esta estimativa pode ser conservadora, pois
0s prejuizos em decorréncia da contagem de células somaticas elevada pode ser

mais significativa sob condi¢cdes de producao industrial.
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CAPITULO 3- EFEITO DOS NIVEIS DE CELULAS SOMATICAS DO LEITE
SOBRE A MICROBIOTA E A PROTEOLISE DO QUEIJO MUSSARE LA
DURANTE O PERIODO DE ARMAZENAMENTO.

RESUMO

A contagem de células somaticas (CCS) constitui um parametro mundialmente
utilizado para a avaliacdo da qualidade do leite, e que seu aumento, cursa com
defeitos na manufatura de queijos. Assim sendo, objetivou-se com a realizagcao
deste estudo avaliar o efeito do nivel de células somaticas do leite sobre a micro-
biota e a protedlise do queijo mussarela, durante o periodo de armazenamento.
Foram selecionadas vacas com contagem de células somaticas <200 mil célu-
las/mL; CCS >400 a <400 mil células/mL; CCS >400 mil células/mL a <750 mil
células/mL e CCS >750 mil células/mL e que néo tinham recebido tratamento com
antimicrobianos nos dias que antecederam a coleta da matéria-prima. Os queijos
foram produzidos na Planta de Laticinios do Centro de Treinamento da Agéncia
Rural. Os queijos foram avaliados apos 1, 15 e 30 dias de maturacéo para a con-
tagem de coliformes totais, fecais, psicrotroficos e bactérias acido lacticas. Parale-
lamente, foram determinados os indices de extenséo e profundidade da protedlise.
O experimento completo foi repetido quatro vezes e o delineamento experimental
em blocos completamente aleatorizados. Houve diminuicdo das bactérias acido
lacticas no queijo elaborado com leite contendo CCS >750 mil céls./mL. Nao obs-
tante, ocorreu um aumento significativo na extenséo e profundidade da protedlise
durante o periodo de armazenamento, sendo que estes resultados foram observa-
dos nos queijos fabricados com o leite contendo células soméaticas >400 mil
céls./mL. Assim, para se produzir queijo mussarela de boa qualidade torna-se ne-
cessario o controle da matéria prima, devendo a mesma apresentar CCS inferior a
400 mil céls./mL.

Palavras-chave: mastite sub-clinica, vida de prateleira, alteracdes sensoriais.
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3.1 INTRODUGCAO

A mussarela é o queijo de massa filada mais produzido no Brasil e se-
gundo estimativas de FURTADO (2005) sua producao deve superar 200 mil tone-
ladas. Este tipo de queijo é utilizado principalmente no preparo de pizzas e deve
apresentar boas propriedades funcionais, especialmente, no que concerne ao fati-
amento e derretimento. Entre os fatores que podem influenciar negativamente so-
bre estes parametros, destaca-se a ocorréncia de mastite nos rebanhos, a qual
compromete a qualidade da matéria prima utilizada no processamento dos queijos
(REVILLA et al., 2007).

A mastite é uma condi¢édo inflamatoria complexa da glandula mamaria
gue causa um aumento das células sométicas do leite (MACHADO et al., 2000). A
elevada quantidade dessas células resulta em diminui¢do da vida de prateleira do
leite pasteurizado, afetando negativamente a sua qualidade sensorial (SANTOS et
al., 2003a; SANTOS et al., 2003b). Tais problemas sdo também relatados em
gueijos (MAZAL et al., 2007; REVILLA et al., 2007). Isto ocorre pela acdo das
proteases produzidas por as células somaticas sobre a caseina (ALBENZIO et al.,
2004).

A protedlise endogena do leite ocorre devido a atividade da plasmina e
das proteases produzidas pelas células somaticas (REVILLA et al., 2007). KELLY
& MCSWEENEY (2002) relataram que as células sométicas defendem o Ubere
das infec¢des, a partir da liberacdo de enzimas proteoliticas ativas, como a plas-
mina, elastase, colagenase e catepsina. Além dos fatores proteoliticos 0 aumento
da CCS cursa com alteragcfes nos fatores antimicrobianos, por meio do aumento
destes, o que promove uma injuria da microbiota utilizada nos processos de fer-
mentacédo industrial, como a do queijo. Isto refletira na dificuldade de acidificacdo
da massa no processo de coagulacdo (PARK, 2001; SANTOS & FONSECA,
2007).

A plasmina possui papel central nesta atividade, podendo clivar rapida-

mente a molécula de caseina em polipeptidios menores (PARK, 2001). llustrando
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tal fato MAZAL et al. (2007) descreveram o incremento da atividade proteolitica
em queijo prato produzido com leite contendo CCS alta >600 mil céls./mL. Esses
resultados sdo similares aos observados por REVILLA et al. (2007) que observa-
ram o efeito da CCS sobre a protedlise do queijo processado com leite de ovino
com CCS superior a 2,5 milhdes de céls./mL.

Todos esses fatores podem contribuir em maior ou menor grau para a
apresentacao de alteracdes significativas na producao e vida de prateleira de quei-
jos. Assim sendo, objetivou-se com a realizacéo deste trabalho determinar o efeito
do nivel de células somaticas do leite sobre as caracteristicas microbiolégicas e a

protedlise no queijo mussarela, durante o periodo de armazenamento.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Obtencéo do leite

O leite utilizado no presente experimento foi obtido na unidade de pro-
ducdo do Departamento de Producdo Animal da Escola Veterinaria da Universi-
dade Federal de Goias (DPA/EV/UFG). O plantel era constituido de 45 vacas em

lactacdo com producdo média de 640L/dia.

Foram selecionadas 30 vacas que se encontraram em estagio de lacta-
¢cao superior a 10 dias e que nao tinham recebido tratamento com antimicrobia-
nos, nos dias que antecederam a coleta do leite. Para a selecdo dos animais, pro-
cedeu-se na ordenha da manhé a colheita das amostras de leite de cada vaca em
lactacdo, apds homogeneizacdo do leite por no minimo 10 segundos no baldo
medidor. Em seguida fez-se a colheita de 40mL de leite em frascos contendo uma
pastilha conservante Bronopol” (D & F Control Systems, Dublin, USA). Procedeu-
se a homogeneizacgao visando a dissolugcéao da pastilha e o acondicionamento em
condicOes de refrigeracdo a fim de transportar para o Laboratério de Qualidade do
Leite (LQL) da EV/UFG para a realizacdo da contagem de células soméaticas

(CCS) e determinacéo da composicao do leite.
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Em funcéo dos resultados apresentados para a CCS, do volume de leite
produzido e dos teores de proteina total e gordura, as vacas foram distribuidas em
grupos visando a obtencéo de leite com baixa CCS (<200 mil céls./mL), com nivel
médio (>200 a <400 mil céls./mL), intermediario (>400 mil céls./mL a <750 mil
céls./mL) e alto (>CCS 750 mil céls./mL).

O leite necessario a realizacdo do experimento, foi obtido por ordenha
individual dos animais, trés dias apés as analises laboratoriais, sendo que cada
grupo foi ordenhado separadamente. O leite de cada grupo de vacas, foi colhido
na ordenha da manha, em galGes de polipropileno higienizados, com capacidade
para 50 litros, os quais foram acondicionados em camara fria a 5°C até o momen-

to de sua utilizacao.

3.2.2 Fabricacéo dos queijos mussarela

O conteldo total do leite dos galdes foi vertido em tanque de fabricacdo e
submetido a pasteurizagdo lenta a 65°C por 30 minutos. Apés este procedimento,
foi vertido em tanque de coagulacéo onde se realizou o acerto da temperatura pa-
ra 35T. A seqguir féz-se a adi¢cao da cultura lactic a mesofilica “composta de multi-
plas cepas de Lactococcus lactis subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremo-
ris” (ImL/10L) e do cloreto de calcio 50% (40mL/100L). Esperou-se 30 minutos, e
adicionou-se o coalho, composto de quimosina e pepsina bovina, conforme
recomendacdes do fabricante (25mL/100L). Apdés 40 minutos, fez-se o teste para
avaliar o ponto da massa, realizando um corte na superficie da coalhada para
verificar se a mesma apresentava-se seca e macia. Em seguida, fez-se o corte da
massa em cubos de cerca de 1cm de aresta deixando-a em repouso por cinco
minutos. Iniciou-se uma agitacdo lenta e continua, primeira mexedura, utilizando
liras manuais, por cerca de 20 minutos. Logo ap0s sob aquecimento a 44°C fez-se
a 22 mexedura. Apos essa etapa a massa foi deixada em repouso, procedendo-se

a dessora e o corte em blocos menores. Transcorrido o tempo minimo de espera
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de fermentacdo da massa, ou seja, 12h, procedeu-se o teste para averiguar o
ponto de filagem, utilizando uma porcdo da massa a qual foi colocada em agua a
temperatura 75°-80°C. Quando esticava sem arrebentar, procedia-se a filagem,
realizada da seguinte forma: a massa foi cortada em tiras de cerca de 7cm de es-
pessura, e filada em &agua a 80°C, obedecendo uma relacdo agua de fila-
gem:massa de 3:1. Em seguida foi moldada, enformada em formas plasticas re-
tangulares de 500g e imersas em agua a 10°C por 4h. Seguiu-se a salga em sal-
moura, contendo 20% de sal, a 10-12°C por um periodo de 6h. A secagem da su-
perficie foi realizada em camara-fria a 10-12°C com umidade relativa do ar de a-
proximadamente 70% durante 12h, seguindo-se a embalagem em plastico termo-

recollhivel e estocagem em camara fria a 4-7°C por 30 dias.

3.2.3 Procedimentos de amostragem e andlises realiz  adas

Foram colhidas assepticamente amostras de leite cru dos galdes, desti-
nados a realizagdo das analises microbiolégicas por meio da contagem bacteriana
total (CBT) e fisico-quimicas por meio da realizacdo da CCS, gordura, proteina,

lactose, solidos totais, pH, acidez e crioscopia (BRASIL, 2003a e b).

ApoOs pasteurizacao do leite, foram colhidas amostras para a determina-
cao do numero mais provavel (NMP) de coliformes total e fecal (BRASIL, 2003a) e
do perfil enzimatico por meio da pesquisa das enzimas fosfatase alcalina e peroxi-
dase (BRASIL, 2003b).

Realizou-se também a amostragem do produto final por meio da colhei-
ta de trés amostras por lote, 24 horas ap0s a fabricacdo, nos dias 15° e 30° de
armazenamento, dos queijos. Foram realizadas as seguintes analises: determina-
cao do indice de protedlise (BYNUM & BARBANO, 1985) e contagem de colifor-
mes totais e fecais (BRASIL 2003a), dos microrganismos psicrotréficos aerdbios

facultativos viaveis e bactérias acidos lacticas (APHA, 2001).
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3.2.4 Procedimentos analiticos
3.2.4.1Analises fisico-quimicas

Todas as andlises foram realizadas em triplicata, conforme

procedimento descrito.

Acidez titulavel do leite: A acidez foi determinada por meio da titulacdo das
amostras com solucdo de hidroxido de sodio (NaOH) N/9 (solugdo Dornic), tendo
como indicador solugcdo alcodlica de fenolftaleina a 1,0%. Os resultados foram

expressos em graus Dornic (BRASIL, 2003b).

CCS do leite: utilizou-se o equipamento Fossomatic 500 Basic” (Foss Electric

A/S. Hillerod, Denmark) cujo principio analitico baseia-se na citometria de fluxo.

Composicao do leite: os teores de gordura, proteina, lactose e solidos totais
foram determinados utilizando o equipamento Milkoscan 4000" (Foss Electric A/S.
Hillerod, Denmark), cujo principio analitico baseia-se na absorcdo diferencial de

ondas infravermelhas pelos componentes do leite.

Crioscopia do leite: realizada empregando-se crioscépio eletrénico ITR modelo
MK 540, sendo o resultado expresso em graus Horvet (°H) (BRASIL, 2003b).

Densidade do leite a 15°C: determinado em acordo com a metodologia prevista
em BRASIL (2003b).

Fosfatase alcalina do leite pasteurizado:  a enzima foi pesquisada empregando-
se a metodologia descrita em BRASIL (2003b)

Peroxidase do leite pasteurizado:  utilizou-se a metodologia descrita em BRASIL
(2003Db)
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pH do leite: determinado utilizando-se um potencibmetro HANNA, modelo HI

8314, provido de eletrodo de insercéo previamente calibrado.

Uréia: determinada utilizando-se o equipamento Chemspeck 150" da Bentley
Instruments, por meio de um método enzimatico e espectrofotométrico (BENTLEY,
2000). Estéa analise foi realizada na Clinica do Leite, ESALQ/USP.

3.2.4.2 Analises microbioldgicas realizadas no leit e e nos queijos

As andlises foram realizadas em duplicata, conforme metodologia des-

crita a seguir.

Bactérias acido lacticas: fez-se a contagem em agar MRS, pelo método de pla-
gueamento em profundidade, incubando as placas em camaras de anaerobiose a
32 por 48 horas (APHA, 2001).

Coliformes totais e fecais no leite:  utilizou-se 0 método do niumero mais prova-
vel (NMP) por meio do seguinte procedimento: Inoculacdo em Caldo Lauril Sulfato
Triptose (LST) seguido da incubacgéo a 37T por 48 h oras. Transferéncia, simulta-
nea, de uma alcada dos tubos com producado de gas e turvacédo, para tubos con-
tendo Caldo Verde Brilhante Bile (VBBL) e incubacéo a 37<C por 48 horas; e para
Caldo EC, seguindo de incubagcdo em banho-maria 45,5C por 48 horas; (BRASIL,

2002). Os resultados foram expressos utilizando-se a tabela de McCrady.

Contagem de coliformes total e fecal nos queijos: conforme a Instrucdo Nor-
mativa N° 62 (BRASIL, 2003a), sendo a andlise inicial realizada em agar vermelho
violeta bile lactose VRBA, por meio do plagqueamento em dupla camada, seguindo
de incubacédo a 37T por 48 horas. Apés este periodo as unidades formadoras de
colonias que apresentavam roxas com formacdo de halo foram repicadas para o
caldo verde brilhante bile lactose 2% (VBBL) e incubadas a 37<C por 48 horas; e

para Caldo EC e incubadas em banho-maria 45,5C por 48 horas, respectivamen-
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te, para coliforme total e fecal, procedendo-se entdo a leitura e a expressao dos
resultados em UFC/g (BRASIL, 2001 e 2002).

CBT: para realizacdo da (CBT) as amostras foram colhidas em frascos esteriliza-
dos com capacidade de 40mL, contendo o conservante bacteriostatico Azidiol,
sendo enviado ao laboratério sob condi¢cbes de refrigeracdo. A CBT foi realizada
por meio do Bactoscan FC" (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark), cujo principio

analitico baseia-se na citometria de fluxo.

Contagem de psicrotréficos:  utilizou-se o 4gar padrao para contagem (PCA), e
plagueamento em superficie, sendo a incubacdo a 7C por 7 dias. Os resultados
foram expressos em UFC/g (APHA, 2001).

Determinacao da protedlise dos queijos

A protedlise foi quantificada por meio da determinag&o do nitrogénio so-
livel em tampéo acetato a pH 4,6 e em 12% de acido tricloroacético (TCA), sendo

0s resultados expressos como percentagem do nitrogénio total.

O nitrogénio soltvel em solugcédo tampéo de acetato a pH 4,6 quantifica
a extensdo da protedlise, como medida da acdo do coagulante numa fase inicial
do fracionamento dos componentes nitrogenados do queijo, enquanto o nitrogénio
soluvel em 12%TCA quantifica a profundidade, medindo a atividade das enzimas
provenientes da cultura lactica. O Nitrogénio Total (NT) foi determinado pelo mé-
todo de Kjeldahl, conforme metodologia da AOAC 991.20 e a proteina total (PT)

calculada pela multiplicacdo da porcentagem de NT por 6,38.

No presente trabalho, a protedlise foi quantificada por meio da determi-
nacdo dos indices de extensdo da maturacédo (IEM) e de profundidade (IPM) se-
gundo a metodologia de BYNUM & BARBANO (1985). Os resultados foram ex-

pressos como porcentagem do teor de nitrogénio total segundo as equacdes 1 e 2.
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Estes indices foram determinados no 1, 15 e 30 dia de maturacédo do queijo mus-

sarela.

% Nitrogénio soluvel apH 4,6
% Nitrogénio total

x 100.

Equacdo 1: |EM=

Equagdo 2: oy _ % Nitrogénio soluvel em TCA 12%
% Nitrogénio total

x 100

3.2.5 Andlise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos completamente a-
leatorizados, sendo que os niveis de células somaticas foram considerados como
parcela principal, enquanto que o tempo de armazenamento e as respectivas inte-
racdes como sub-parcelas. Os resultados foram inicialmente averiguados para a
normalidade dos residuos, por meio do teste de tukey, e a homogeneidade das
variancias pelo teste F, adotando-se, [1=0,05. O experimento completo foi repetido

guatro vezes com um intervalo de 70 dias entre cada repeticao.

Os resultados de CCS e das analises microbiolégicas foram transforma-
dos em logaritmo natural, pois ndo possuem distribuicdo normal. Os calculos fo-
ram realizados com o auxilio Software livre R, versdo 2.4.1.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os percentuais médios e o desvio padrdo da CBT, proteina, gordura,
lactose, sdlidos totais do leite e uréia, encontram-se na Tabela 1. Pode-se obser-
var que ocorreu reducdo significativa nos teores de proteina com o aumento da
CCS, acompanhado do aumento de uréia e gordura, sendo que para esses para-
metros houve diferenca significativa (p < 0,05) entre o nivel 4 e os demais niveis
de CCS. Em relacéo aos outros parametros analisados ndo houve diferenca signi-

ficativa (p>0,05) entre os diferentes niveis de CCS.

Tabela 1- Indicadores da qualidade do leite associados a diferentes niveis células

somaticas. Goiania, GO, 2007

Parametros avalia- Niveis de CCS

dos Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
CCS (Log Cél/mL)1 4,94 + 0,18 5,46 +0,10 574 +0,11 6,27 £ 0,12
CBT (log UFC/mL)? 5,10 +041*  493+213° 535+0,44° 5,19 + 0,36
Proteina (%) 3,16 + 0,03? 3,38 +0,03? 3,17 +£ 0,06 2,42 + 0,04b
Gordura (%) 310+0,20°  314+0719° 3,00+0,11° 3,51 0,36
Lactose (%) 4,53 +0,09? 4,43 +0,13% 4,40 +0,08% 4,36 +0,09?
Sélidos totais (%) 11,62 + 0,372 12,42 +1,18% 11,91 +0,54* 11,78+0,312
Uréia (mg/dL) 16,85+1,13° 16,72 +2,13% 17,25+2,03" 24,85+7,13"

! Contagem de células somaticas; > Contagem bacteriana total; Valores com mesma letra na linha
ndo diferiram significativamente entre si (p < 0,05). Nivel 1: leite com CCS baixa (<200.000
céls./mL); Nivel 2: leite com CCS média (>200 000 céls./mL <400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com
CCS intermediaria (>400 000 céls./mL < 750.000 céls./mL ); Nivel 4: leite com CCS alta (>750 000

cél/mL);

Em vacas com mastite observa-se lesao do epitélio glandular o que po-
de levar a uma diminuicdo dos componentes sintetizados no interior da glandula,
especialmente, a caseina, o que explica a diminuicdo no percentual de proteina do
leite com alta CCS (PEREIRA et al.,1999). Em relacdo a gordura também se ob-
serva a diminuicdo da sintese, no entanto, quando a diminui¢cdo da producao o-
corre de maneira mais drastica que a sintese, o teor de gordura sofre um aumento
proporcional (MACHADO et al., 2000), o que pode ter ocorrido no presente estudo.
Em relacdo a uréia, sabe-se que o aumento da CCS relaciona-se a uma maior
sintese de plasmina e do seu precursor inativo plasminogénio, enzima que hidroli-

sa as proteinas do leite em pequenas moléculas de peptideos e uréia. Soma-se a
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isto, a capacidade de producgéo de substancias ativadoras do plasminogénio pelos
leucécitos (VERDI & BARBANO,1991; LE ROUX et al., 1995; O'BRIEN et al.,
2001 e MAZAL et al., 2007). Também deve ser levado em consideragédo o efeito
da mastite sobre os capilares sanguineos, 0s quais se tornam mais permeaveis o

gue pode favorecer a passagem de moléculas de uréia do sangue para o leite.

Observando os teores médios de lactose e solidos totais nos diferentes
niveis CCS (Tabela 1) constata-se que praticamente ndo houve variacdo. Esses
resultados estdo em discordancia com os obtidos por AULDIST et al. (1998);
BRITO & DIAS (1998) e BUENO et al. (2005) que mencionaram a ocorréncia de
reducdo desses parametros conforme o aumento da CCS.

Em relacdo a CBT, observa-se que ndo houve diferencga significativa en-
tre os diferentes niveis de CCS (p>0,05). SANTOS & FONSECA (2007) relataram
gue geralmente o aumento na CCS nédo tem relacdo direta com a CBT, excetuan-
do nas infeccdes onde o agente etioldgico da mastite seja o Streptococcus agalac-
tiae ou o S.dysgalactiae. No entanto, RYSANEC et al. (2007) por meio da avalia-
¢cdo de CCS e CBT de 298 rebanhos estabeleceram que valores superiores a 400
mil céls./mL correlacionam-se com a qualidade higiénico-sanitaria, ou seja, com a

CBT. Os autores encontraram uma correlacao de 0,63. entre a CCS e a CBT.

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados dos parametros fisico-
guimicos e microbiolégicos do leite pasteurizado de acordo com diferentes niveis
de contagem de células sométicas.
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Tabela 2- Parametros fisico-quimicos e microbioldgicos do leite pasteurizado de

acordo com diferentes niveis de contagem de células somaticas, Goia-

nia. GO. 2007
Parametros CCS obtida nas repeticdes
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 4
NMP? de coliforme total (LogNMP/mL) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
NMP de coliforme fecal (LogNMP/mL) <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Pesquisa de Fosfatase alcalina Negativo  Negativo Negativo Negativo
Pesquisa de Peroxidase Positivo Positivo  Positivo  Positivo

'!NMP: Nimero mais provavel; Nivel 1: leite com CCS baixa (<200.000 céls./mL); Nivel 2: leite com
CCS média (>200 000 céls./mL <400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com CCS intermediéria (>400 000
céls./mL < 750.000 céls./mL ); Nivel 4: leite com CCS alta (>750 000 céls./mL);

Ao contrastar os resultados das analises realizadas no leite pasteuriza-
do e os padrdes previstos na Instrugdo Normativa N°51 em seu regulamento téc-
nico e de identidade e qualidade, observa-se que os mesmos estdo em acordo
com a legislacdo vigente (BRASIL, 2002). A IN51 preconiza para a analise de coli-
forme total um resultado 2,0 NMP/mL e para o coliforme fecal 1,0NMP/mL
(BRASIL, 2002).

Conforme ja mencionado por SANTOS & FONSECA (2007) a CCS néo
cursa com alteracbes nas caracteristicas microbiolégicas do produto excetuando
0s casos de ocorréncia de patdégenos contagiosos como o Streptococcus agalacti-
ae e S. dysgalactiae, portanto se o tratamento térmico for realizado de forma ade-
guada, respeitando, o bindbmio tempo e temperatura recomendados, ocorrera a
destruicao dos patdégenos e de grande parte dos microrganismos termolabeis, en-

tre os quais, os coliformes.

Em relagéo ao perfil enziméatico, considerando que o leite foi submetido
ao processo de pasteurizacdo lenta, os resultados ja eram esperados, ou seja ne-
gativo para fosfatase alcalina e positivo para peroxidase (BRASIL, 2002). Tais pa-
rametros sdo importantes para aferir a intensidade do tratamento térmico o qual o
leite € submetido. Desse modo, pode-se afirmar que o leite dos tratamentos apre-
sentaram adequado perfil enziméatico para elaboracdo do queijo mussarela, de

modo a nao interferir no objetivo do experimento.
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Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados dos parametros microbio-

I6gicos dos queijos elaborados com leite contendo diferentes niveis de células

somaéticas, durante os periodos de armazenamento ou maturagdo de 1, 15 e 30

dias.

Tabela 3- Médias e desvio padrao para a andlise de variancia dos coliformes totais,

fecais, psicrotroficos e bactérias acidos lacticas em queijo mussarela e-
laborado com leite contendo diferentes niveis de células somaticas, nos

dias um, 15 e 30 de armazenamento a 7°C. Goiania, GO, 2007

Grupos DIA1 DIA 15 DIA 30 CV(%) Regresséo
Contagem de coliformes totais (Log UFC/g)
Nivel 1 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
Nivel 2 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 0.00 NS
Nivel 3 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 ’
Nivel 4 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
Contagem de coliformes fecai s (Log UFC/g)

Nivel 1 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
Nivel 2 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 0.00 NS
Nivel 3 1,00 + 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 ’
Nivel 4 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00

Contagem de bactérias acido lacticas (Log UFC/g )
Nivel 1 6,72 + 0,82 6,85+ 0,12 7,01 +0,29
Nivel 2 6,41+ 0,70 6,76 £ 0,90 6,81 £ 0,72 10.89 Efeito
Nivel 3 6,98 + 0,20 6,84 + 0,87 6,89 + 0,58 ' Linear*
Nivel 4 5,86 + 0,32 4,76 £ 0,60 4,87 £0,83

Contagem de psicrotréficos (Log UFC/g)

Nivel 1 1,00 £ 0,00 2,74 £ 0,52 2,95+0,34
Nivel 2 1,00 £ 0,00 2,75+ 0,26 3,01 £0,09 28 25 Efeito
Nivel 3 1,00 + 0,00 2,83+0,70 3,18+0,11 ' Linear**
Nivel 4 1,00 + 0,00 2,77 £ 0,61 3,18 £ 0,90

Nivel 1: leite com CCS baixa (<£200.000 céls./mL); Nivel 2: leite com CCS média (>200 000 céls./mL
<400.000 céls./mL); Nivel 3: leite com CCS intermediaria (>400 000 céls./mL < 750.000 céls./mL );
Nivel 4: leite com CCS alta (>750 000 céls./mL); NS: nao significativo para p < 0,05 pela Anélise de
Variancia. *Efeito linear para o nivel de CCS e tempo. ** Efeito linear para o tempo.

Em relacdo aos aspectos microbioldgicos dos queijos apenas a contagem

de bactérias acido lacticas (p< 0,05) sofreu influéncia dos parametros CCS e tempo

de armazenamento. A contagem de microrganismos psicrotréficos foi influenciada

apenas pelo tempo de armazenamento (p<0,05).
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No que se refere a contagem de coliformes totais e fecais, os resultados
contidos na Tabela 4 apresentam-se em acordo com os padrdes previsto na Porta-
ria n°146 (BRASIL, 1996), comprovando que a producdo foi realizada em acordo
com os requisitos de BPF “boas praticas de fabricacdo” e PPHO "Procedimento

Padr&o de Higiene Operacional.

Em geral os valores das contagens de bactérias acido lacticas apresen-
taram ligeiro aumento durante o periodo de estocagem, indicando multiplicacédo
dessa microbiota presente nos queijos. Porém, no produto elaborado com CCS

superior a 750 mil céls./mL, observa-se ligeira diminuicdo (Figura 1).

y = -0,05x + 6,99

R®=0,40
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o 2 _
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FIGURA 1- Efeito dos niveis de células somaticas sobre as bactérias acido lacticas

do queijo mussarela nos dias um, 15 e 30 de armazenamento a 7°C.

Como pode ser visto na Figura 1, aproximadamente, 67% (R2 = 0,67)
dos fatores relacionados a inibicdo da cultura iniciadora ou das bactérias acido
lacticas utilizadas no processo de coagulacao do queijo mussarela produzido com
CCS superior a 750 mil céls/mL foi associado ao aumento do parametro. Isso

pode ser explicado em, parte, pela injdria provocada pelos microrganismos e pela
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ocorréncia de enzimas antimicrobianas em leite com alta CCS (LE ROUX et al.,
2003; MAZAL et al., 2007).

Quanto a contagem de microrganismos psicrotréficos (Figura 2), obser-
va-se que o numero de UFC/g aumentou no decorrer do periodo de armazena-

mento.

y = 0,081x + 0,9312
47 R2 = 0,9997

w
1

Psicrotréficos Log UFC/g
- N

o

15 30

o

Tempo em dias

FIGURA 2*- Efeito do tempo de armazenamento a 7°C sobre os microrganismos
psicrotroficos nos dias um, 15 e 30. *Gréfico elaborado com as mé-

dias de todos os tratamentos.

No entanto, observa-se na Figura 2, que os indices ou contagens de
microrganismos psicrotroficos ndo foram superiores a 3,18log UFC/g. Nessas
condicbes nao ocorre producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas (PARK, 2001;
SANTOS & FONSECA, 2007) em quantidades suficientes para causar danos as
caracteristicas fisico quimicas e sensoriais dos queijos (PARK, 2001). Os autores
revelam ainda que os microrganismos psicrotréficos sdo agueles que crescem em
temperatura de 7°C, independe da temperatura 6tima de crescimento, sendo que
alguns géneros sdo considerados termodurico, ou seja, suportam temperatura de
pasteurizacdo. Essas informagdes sdo importantes para explicar o que ocorreu no
presente trabalho, pois no primeiro dia de analise nédo foi obtido crescimento deste
tipo de microrganismo nos queijos, sendo que a partir do 15° dia foi observado o

aumento gradativo até 30° dia de armazenamento ou maturacdo a 7°C, como
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visualizado na Figura 2. O interessante € que foi observada uma influéncia de 99%
2 .
(R°=0,99) entre o processo de armazenamento e o0 crescimento dos

microrganismos psicrotroficos.

A evolucado dos indices de extensao (IEM) e de profundidade (IPM) da
protedlise dos queijos elaborados com leite contendo diferentes niveis de conta-
gem de células somaticas ao longo de 30 dias de armazenamento, € apresentada

nas Figuras 3 e 4, respectivamente.
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FIGURA 3- Evolucéo dos indices de extensédo da protedlise dos queijos fabricados
com leite contendo diferentes niveis de células somaticas (1-CCS <200
mil céls./mL; 2-CCS >400 a <400 mil céls./mL; 3-CCS >400 mil
céls./mL a <750 mil céls./mL e 4-CCS >750 mil céls./mL) durante o pe-

riodo de armazenamento a 7°C.
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FIGURA 4- Evolucéo dos indices de profundidade da protedlise dos queijos fabri-
cados com leite contendo diferentes niveis de células somaticas (1-
<200 mil céls./mL; 2-CCS >400 a <400 mil céls./mL; 3-CCS >400 mil
céls./mL a <750 mil céls./mL e 4-CCS >750 mil céls./mL) durante o

periodo de armazenamento a 7°C.

Observa-se nas Figuras 3 e 4, que o tempo de armazenamento afetou
significativamente o IEM e o IPM da protedlise, os quais aumentaram ao longo dos
dias, sendo que houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05) para os queijos
elaborados com CCS superior a 400 mil céls./mL. Segundo FOX & LAW (1991) a
maturacao é caracterizada pela quebra das proteinas presentes no queijo, especi-
almente, as caseinas, como resultado da atividade enzimatica. Contribuem para
este processo o coalho, proteases e peptidases do fermento latico e/ou microbiota
secundaria e enzimas naturais do leite. Os autores ressaltam ainda que durante a
protedlise ocorre fragilizacdo da rede protéica do queijo aumentando a capacidade
de derretimento do mesmo. Tal propriedade é importante para o queijo mussarela,
uma vez que a aceitabilidade do produto pelo consumidor esta relacionada com
esta caracteristica.
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A relacdo entre a utilizacdo do leite com alto nivel de CCS e o grau de
protedlise em queijos, tem sido motivo de estudo em todo mundo. No entanto ob-
serva-se que os resultados sdo contraditérios. KALIT et al. (2005) ndo constata-
ram efeito do nivel de CCS sobre a protedlise do queijo elaborado com leite con-
tendo CCS superior a 500 mil céls./mL. No entanto, resultados similares aos en-
contrados no presente estudo, foram obtidos por COONEY et al. (2000) e
MARINO et al. (2005) os quais afirmaram que a protedlise aumentou ao longo do
tempo de armazenamento e foi sempre maior para os queijos fabricados com leite
contendo alta CCS.

Por outro lado, ANDREATTA et al. (2006) observaram que houve dimi-
nuicdo da protedlise em amostra de queijo minas frescal elaborado com leite con-
tendo CCS >800 mil céls./mL. Os autores justificaram a diminuicdo com o aumento
das substancias antimicrobianas que ocorre no leite com alta CCS. Ainda segundo
0s autores, a cultura lactea ndo se desenvolve adequadamente inibindo, conse-
guentemente, o grau de protedlise durante o periodo de armazenamento. No en-
tanto, destaca-se que no presente estudo também foi observada a inibicdo dos
microrganismos utilizados na cultura lactea (nivel 4), contudo deve-se levar em
consideragdo que no leite mastistico ocorre maior producéo de proteases ndo bac-
terianas, que pode ter sobreposto a este processo de inibicdo enzimética de ori-

gem microbiana.

No leite mastistico observa-se 0 aumento de enzimas proteoliticas, es-
pecialmente, a plasmina e seu precursor inativo o plasminogénio. Além dessas,
outras enzimas originadas das células soméaticas e dos leucdcitos contribuem para
a atividade proteolitica no leite. Neste sentido, CONSIDINE et al. (2004) estuda-
ram a Catepsina-G que é uma das principais proteases liberadas pelos polimorfo-
nucleares. Os autores verificaram a capacidade da enzima de hidrolisar as a_, e (-
caseinas com producdo de peptideos similares aos liberados pela plasmina, e
concluiram que a catepsina-G pode contribuir de maneira significativa para a pro-

tedlise que ocorre no leite com alta CCS.
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VERDI & BARBANO (1991) observaram no leite com alta CCS a pre-
senca de produtos de hidrolise de caseinas, diferentes daqueles produzidos pela
plasmina, apds sua inativacdo. Segundo os autores, as proteases envolvidas nes-
sa hidroélise foram fornecidas pelos macrofagos, que apresentaram maior atividade
no leite do que no sangue. Assim sendo, observa-se que a atividade proteolitica
no leite com alta CCS é particularmente estavel. Deve-se ressaltar que a pasteuri-
zacgao do leite com alta CCS ndo elimina totalmente a atividade proteolitica origi-
naria das células somaticas, e que, esta atividade permanece mesmo quando a
CCS do leite retorna a um nivel baixo, apds o tratamento da infec¢cdo (MARINO et
al., 2005). Conforme exposto, as alteragdes no leite mastistico podera cursar com
aumento da protedlise e inibicdo da cultura lactea utilizada na elaboracdo do quei-

jo mussarela.

3.4 CONCLUSOES

Considerando os resultados obtidos e de acordo com as condi¢des de
realizacdo do presente experimento, conclui-se que a elevacdo da CCS esta
relacionada a diminuicdo das bactérias &cido lacticas e ao aumento da extensao e
da profundidade da protedlise do queijo durante o periodo de maturacdo ou

armazenamento a 7°C.
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CAPITULO 4- CONSIDERACOES FINAIS

O processo patoldgico da mastite causa diversas alteragbes na compo-
sicdo do leite, incluindo a diminuicdo da concentracdo de caseina como porcenta-
gem da proteina total, alteracdes na concentracdo de minerais e aumento da ativi-
dade proteolitica e lipolitica no leite. Essas mudancas causam grande impacto a
industria de laticinios, pois esses fatores, isoladas ou em conjunto, afetam a quali-
dade e o rendimento industrial nos processos de beneficiamento ou processamen-

to do leite.

Diante do exposto, e como apontado no presente trabalho a mastite
sub-clinica e, consequente, aumento das células somaticas, correlaciona-se positi-
vamente a diminuicdo do rendimento e do teor protéico, e ao aumento da umidade
e do grau de protedlise do queijo mussarela, além da maior perda de gordura e
caseina do leite para o soro durante o processo de coagulagéo. Isto posto, pode-se
afirmar que o aumento da contagem de células somaticas no leite afeta o rendi-
mento e a qualidade desse queijo de massa filada durante o periodo de armaze-

namento ou maturacao a 7°C.

Ressalta-se ainda que sao poucos os trabalhos realizados consideran-
do a quantificacdo de perdas no processamento de queijos em decorréncia da
mastite sub-clinica e, geralmente, sdo realizados com queijos produzidos em ou-
tros paises, portanto ndo aplicaveis a realidade brasileira. Nesse sentido, cabe rea-
lizar pesquisas que visem informar a cadeia lactea sobre os prejuizos causados
pela mastite sub-clinica, pois, quando estes sdo apontados de maneira acurada,
podem provocar alteracbes em sua estrutura podendo levar a adocdo de estrate-

gias de producgao que viabilizem a competitividade do setor.

Assim sendo, a consolidacdo da industria de leite no Brasil depende da
expansdo do mercado. Isso somente sera possivel com a oferta continua de produ-
tos seguros e de qualidade, a precos competitivos com as expectativas de cada
nicho de mercado e competitivos em relacdo a outros derivados. Os componentes
do setor produtivo devem ter consciéncia de que é necessario ajustar a sua per-

cepcao de qualidade as aspiracdes do consumidor, que muitas vezes sdo muito



58
mais complexas do que podem antecipar. Assim, produtores e industria devem se

organizar para melhor desempenharem suas fun¢des em todo o processo produti-

vo, sempre com o foco voltado para superar as expectativas do consumidor.



