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RESUMO

O Brasil figura-se mundialmente entre os 5 maiores produtores de leite e mais de 1/3 desta
producdo destina-se para fabricagdo de queijos, sendo 0 queijo mucarela um dos principais
produzidos no pais. Considerando a complexidade do fluxograma industrial com intensa
manipulacdo, que podem influenciar na manutencdo e multiplicagdo microbiana, o presente
trabalho teve como objetivo determinar o efeito das etapas do processo de fabricagdo do
queijo mucarela na qualidade microbioldgica, ocorréncia de patogenos, seguranca ao
consumo e vida util, verificando pontos criticos bioldgicos em um laticinio no norte do
Tocantins, Brasil. Foram avaliados 5 lotes de mucarela, desde o leite cru refrigerado até a
embalagem primaria e shelf life de 120 dias a 4°C (07 pontos de coleta), totalizando 35
amostras. Foram quantificados grupos de micro-organismos indicadores e, por abordagens
microbiologicas e biomoleculares, identificados Salmonella spp., Listeria monocytogenes,
patotipos de E. coli diarreiogénica e caracterizacdo do potencial toxigénico de estafilococos
coagulase positiva (ECP). Foi verificado que o leite cru utilizado para a produgdo de mucarela
apresentava baixa qualidade microbioldgica, com contagens totais superiores a 108 UFC/mL,
ndo atendendo ao padréo legal. A pasteurizacdo do leite cru foi suficiente para eliminar todos
0s patogenos identificados no leite cru e reduzir significativamente as contagens de
indicadores. A partir da coagulacdo do leite e dessoragem da massa foi possivel verificar
expressivo aumento das contagens (>10* UFC/g) e recontaminagdo com Salmonella spp.,
EPEC, EAEC e ECP, potencialmente produtores de enterotoxina estafilocécica B e toxina do
choque toxico. A filagem da massa fermentada (<5,4 pH) a temperatura de 58°C, foi
suficiente para reduzir aerobios mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias, coliformes totais e
E. coli em 99,97%, 55,86%, 99,99%, 99,99% e 98,92%, respectivamente, assim como a
salmoura das pecas por imersdo foi capaz de reduzir as quantificagdes desses grupos em
55,21%, 85,71%, 99,95%, 99,95% e 71,42%. Apesar de no produto recém acabado ter sido
identificada Salmonella spp. e auséncia de L. monocytogenes, apos o periodo de shelf life
houve presenca de L. monocytogenes e auséncia de Salmonella spp., potencialmente
influenciado pela recuperacdo desses micro-organismos durante o fluxograma de producéo,
armazenamento sob refrigeracdo e agdo antagonista dos fermentos laticos especificamente aos
Gram negativos. Considerando a eficiéncia do processo de pasteurizacdo no controle
microbiologico, houve enumeracdo de micro-organismos indicadores e patogénicos nas
diversas etapas do processo produtivo chegando até o produto final, configurando-se assim
como perda de qualidade do produto e perigo a saude do consumidor. Neste sentido, o sistema
de gestdo da qualidade e seguranga dos alimentos deve reavaliar 0s processos que
apresentaram desvio para implantacdo de medicas corretivas eficientes, com base em BPA,
BPF e APPCC.

Palavras-chave: Fluxograma de producdo, Escherichia coli diarreiogénica, Listeria

monocytogenes, Produtos lacteos, Salmonella spp.



ABSTRACT

Brazil is among the 5 largest milk producers in the world and more than 1/3 of this production
is used to manufacture cheese, with mozzarella cheese being one of the main ones produced
in the country. Considering the complexity of the industrial flowchart with intense
manipulation, which can influence the maintenance and microbial multiplication, the present
work should aim to determine the effect of the stages of the mozzarella cheese manufacturing
process on the microbiological quality, occurrence of pathogens, consumer safety and life
useful, checking biological critical points in a dairy in northern Tocantins, Brazil. Five
batches of mozzarella were evaluated, from refrigerated raw milk to primary packaging and
shelf life of 120 days at 4°C (07 collection points), totaling 35 samples. Groups of indicator
microorganisms were quantified and, through microbiological and biomolecular approaches,
identified Salmonella spp., Listeria monocytogenes, pathotypes of diarrheagenic E. coli and
characterization of the toxigenic potential of coagulase positive Staphylococci (ecp). It was
verified that the raw milk used for the production of mozzarella had low microbiological
quality, with total counts greater than 108 cfu/ml, not meeting the legal standard.
Pasteurization of raw milk was sufficient to eliminate all identified pathogens in raw milk and
significantly reduce indicator counts. From milk coagulation and mass draining, it was
possible to verify a significant increase in counts (>104 cfu/g) and recontamination with
Salmonella spp., epec, eaec and ecp, potentially producers of staphylococcal enterotoxin b
and toxic shock toxin. The straining of the fermented mass (<5.4 ph) at a temperature of 58°c
was sufficient to reduce mesophilic, psychrotrophic, enterobacteria, total coliforms and E. coli
aerobes by 99.97%, 55.86%, 99.99%, 99.99% and 98.92%, respectively, as well as the brine
of the pieces by immersion was able to reduce the quantifications of these groups by 55.21%,
85.71%, 99.95%, 99.95% and 71 .42%. Despite the fact that Salmonella spp. Was identified
in the freshly finished product. And absence of L. monocytogenes, after the shelf life period
there was presence of L. monocytogenes and absence of Salmonella spp., potentially
influenced by the recovery of these microorganisms during the production flowchart, storage
under refrigeration and antagonistic action of lactic ferments specifically to gram negatives.
Considering the efficiency of the pasteurization process in microbiological control, there was
an enumeration of indicator and pathogenic microorganisms in the various stages of the
production process, reaching the final product, thus configuring a loss of product quality and a
danger to the health of the consumer. In this sense, the food quality and safety management
system must reassess the processes that showed a deviation for the implementation of efficient
corrective medications, based on GAP, GMP and HACCP.

Keywords: Dairy products, Production flowchart, diarrheagenic Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp.
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1 INTRODUCAO

O leite € consumido mundialmente sob varias formas de produto, como leite
pasteurizado, leite em pd, queijo, iogurtes, manteiga entre outros (SHEN et al., 2021).
Segundo a FAO/OCDE (2022b), a producéo global de leite atingiu cerca de 902 milhdes de
toneladas em 2022 com projecdo de que, em 2023, essa quantidade seja acrescida de 1,02%.
A India lidera o ranking de maiores produtores de leite do mundo, com 195 milhdes de
toneladas, seguida da Unido Europeia e dos Estados Unidos da América. De acordo com 0s
dados mais recentes disponiveis, o Brasil ¢ o quarto maior produtor de leite
(aproximadamente 36 milhdes de toneladas) o que equivale a um crescimento de 673%
guando comparado com o primeiro censo brasileiro oficial, de 1961 (5,2 milhdes de
toneladas) e apresenta o terceiro maior rebanho leiteiro do mundo (FAO, 2022a; LEITE,
STOCK, RUBACK, 2022).

Entre os anos de 2006 e 2017 a producdo nacional de leite cresceu expressivos 47%,
mesmo com a reducao no numero de produtores e de vacas ordenhadas, denotando um ganho
de produtividade (EMBRAPA, 2020), devido a melhorias no bem-estar do rebanho, manejo,
genetica e praticas de ordenha e processamento do leite (ANDRETTA, CALL e NERO,
2023). O estado de Minas Gerais contém a maior concentracdo de estabelecimentos
produtores de leite do Brasil (18,4%), seguido do Rio Grande do Sul (11,0%) e Bahia (9,2%),
nesse cenario, o estado do Tocantins apresenta 0,02% (22.498 estabelecimentos produtores de
leite), com producdo estimada em 113 mil toneladas de leite em 2022 (EMBRAPA 2022;
IBGE, 2022).

O leite é comercializado, principalmente, em forma de produtos lacteos processados,
sendo o0 queijo 0 segundo produto mais consumido em termos de sélidos lacteos (FAO,
2022c). Em 2021, a producdo brasileira de queijos absorveu cerca de 9 bilhGes de litros e o
consumo aparente per capta de leite e derivados foi de 170 litros por habitante (EMBRAPA,
2022). No entanto, ndo ha dados disponiveis sobre a producdo de queijos descriminados por
tipos de queijos e por estados federativos, com énfase na auséncia dessas informac@es para o
estado do Tocantins.

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA, 2020), 35% da
producdo de leite do Brasil destinam-se exclusivamente a fabricacéo industrial de queijo. O
Brasil, em termos de producdo, fica entre os cinco maiores do mundo, com média anual de 1,2
milhdo de toneladas de queijos. Minas Gerais € o principal estado produtor, com 25% da

producdo total do pais. Em 2019, cerca de R$ 23 bilhdes foram movimentados com a
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atividade, sendo 8.510 milhdes de litros de leite com algum servico de inspecgéo destinados a
producdo de queijos (EMBRAPA, 2020).

O processo de pasteurizacdo da matéria prima, obrigatdrio para producéo de derivados
lacteos (BRASIL, 2017), é uma etapa do processamento tecnoldgico do leite que visa a
eliminacdo da microbiota patogénica e deteriorante, tornando o produto e seus derivados
seguros para o consumo (FOX e GUINEE, 2013). Entretanto, varias etapas do processo
produtivo pds pasteurizacdo podem atuar como pontos de contaminacdo dos alimentos,
podendo comprometer tanto a sua qualidade, como a seguranca e vida atil (JOHNSON,
2017). Dessa forma, as empresas constantemente devem monitorar e controlar o seu
processamento, minimizando problemas e garantindo alimentos de qualidade para os
consumidores.

Queijo mucarela € um dos principais derivados lacteos produzidos e consumidos no
Brasil (RIBEIRO JUNIOR et al., 2020) e seu processo de fabricacdo compreende etapas como
coagulacdo, mexedura, fermentagdo, filagem, moldagem, salga, secagem e embalagem
(FUSCO, CHIEFFI e ANGELLIS, 2022).

A escala de producdo mundial e nacional do produto, a difusdo de sua utilizacdo na
alimentacdo humana, gera a necessidade de compreensdo dos fatores que afetam sua
qualidade e inocuidade durante o processo produtivo. Tal medida visa conhecer a influéncia
dessas etapas na qualidade do produto, atendimento aos padrdes legais estabelecidos, estimar
a vida util, bem como estabelecer os pontos do fluxograma onde falhas podem comprometer a
qualidade e seguranca para o0 consumidor.

Ainda, é preciso conhecimento técnico e cientifico para a fundamentagcdo desses
programas em conformidade com caracteristicas particulares de umidade e temperatura de
determinadas regides, como o norte do Tocantins, caracterizado por alta temperatura e
umidade (ROLDAO e FERREIRA, 2019).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar, por abordagem microbioldgica e biotecnoldgica, o efeito das etapas do
processo de fabricagcdo do queijo mugarela na sua qualidade, seguranga ao consumo e vida
atil, verificando pontos criticos bioldgicos na industria regularmente em operacdo na regido
norte do Tocantins, fundamentando e subsidiando procedimentos de higiene operacional
especificos e estratégicos para sustentabilidade da bovinocultura leiteira no estado.

2.2 Objetivos Especificos

e Quantificar indicadores e patdgenos em leite cru refrigerado previamente ao
processamento industrial em laticinio do norte do Tocantins;

o Verificar o efeito da pasteurizacao nas contagens e diversidade genética de indicadores
microbioldgicos;

e Verificar o efeito da inoculagdo de culturas starter de bactérias acido laticas
antagbnicas a patdgenos nas contagens microbioldgicas e ocorréncia de patdégenos na massa
lactea fermentada;

e Determinar o efeito da filagem térmica da massa &cida fermentada nas contagens de
indicadores microbiol6gicos e na ocorréncia de patdgenos;

e Verificar o impacto da salmoura na peca de mucarela nas contagens de micro-
organismos indicadores e na ocorréncia de patégenos;

e Determinar a qualidade e seguranca microbiologica de queijos mucarela produzido por
laticinio do norte do Tocantins durante e ao final da vida util; e,

e Verificar, durante o processamento do leite e producdo do queijo mugcarela, 0s
principais pontos de contamina¢do microbioldgica que podem comprometer a sua vida util e
determinar procedimentos padrdo de higiene operacional de forma estratégica para aumento

da produtividade do setor lacteo no norte do Tocantins.
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3 CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

3.1 Producdo de leite no Brasil e no Tocantins

Entende-se por leite, sem outra especificagcéo, o produto oriundo da ordenha completa,
ininterrupta, em condigdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas
(BRASIL, 2017).

Os estados de Minas Gerais, Parané e Rio Grande do Sul concentram 51% do volume
de producdo de leite, ja o estado do Tocantins responde por 1,15% da producdo nacional
(EMBRAPA, 2022). No Tocantins a pecuéria leiteira é concentrada, majoritariamente, entre
pequenos produtores com baixo nivel de tecnificacdo da producdo, o que conhecidamente
implica em problemas de qualidade da matéria-prima (leite cru) para o setor de laticinios
(RIBEIRO JUNIOR et al., 2015). Contando com 22.498 estabelecimentos produtores de leite
(EMBRAPA, 2021) e com volume de 437.625 mil litros em 2021 (IBGE, 2022), o estado do
Tocantins ndo figura-se entre os principais produtores nacionais, entretanto, a atividade é
importante fonte de renda nas regides norte e sul do estado (Figura 1). Tais regides
concentram diversas empresas de laticinios que produzem, em sua maioria, queijo mugarela,
abastecendo principalmente mercados regionais (norte e nordeste) além de estados do centro-
oeste (Goias) e sudeste (Rio de Janeiro e Sdo Paulo). Essas empresas geram empregos e
desenvolvimento regional, em especial na regido norte do estado, conhecida como Bico do
Papagaio, a qual abriga 12 inddstrias de pequeno e médio porte sob registro de inspecédo

oficial.

Figura 1. Producdo de leite de vaca no estado do Tocantins em 2021
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3.2 Consumo e tecnologia de producédo de queijo mugarela

Muitos especialistas consideram a Idade Média como o marco inicial da fabricacéo de
queijos, entretanto, ha relatos de consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. e
achados arqueoldgicos que revelam a existéncia de queijos feitos a partir de leite de vaca e de
cabra 6.000 anos a.C. (PERRY, 2004). E um produto mundialmente difundido e que apresenta
variadas formas, sabores e texturas (FUSCO, CHIEFFI e ANGELIS, 2022). No Brasil o
consumo per capita de queijos é ainda baixo, cerca de 5,6 quilos por ano, contra 12 quilos
consumidos na Argentina, sendo o0 queijo mucarela o produto mais consumido nessa categoria
(ABIQ, 2022).

Sua composicdo é fortemente influenciada pela composicdo do leite, principalmente
pelo teor de gordura, proteina, célcio e valor de pH (FOX e GUINEE, 2013), sendo um
concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios, carboidratos, sais minerais, calcio,
fosforo e vitaminas, entre elas A e B (PERRY, 2004). O consumo regular de leite e derivados
favorece o metabolismo humano de varias maneiras, fornecendo aminoacidos essenciais,
vitaminas, minerais e &cidos graxos, ou afetando a absorcdo de nutrientes (HAUG,
HOSTMARK e HARSTAD, 2007).

Queijo é o produto lacteo fresco ou maturado que se obtém por meio da separacao
parcial do soro em relacdo ao leite ou ao leite reconstituido - integral, parcial ou totalmente
desnatado - ou de soros lacteos, coagulados pela acdo do coalho, de enzimas especificas,
produzidas por micro-organismos especificos, de acidos organicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem adicao de substancias alimenticias, de
especiarias, de condimentos ou de aditivos (BRASIL, 2017).

O queijo mucarela compreende uma ampla gama de tipologias de produtos obtidos
com diferentes tecnologias (TIRLONI et al., 2019), podendo enquadrar-se como um queijo de
média, alta ou muito alta umidade e extragordo, gordo e semigordo (BRASIL, 1997) e é
considerado um queijo fresco ja que estd pronto para o consumo logo apés a sua fabricacéo
(BRASIL, 2017), ndo havendo, dessa forma, processo de maturacdo. E considerado uma
commodity, na qual sdo usados fermentos selecionados para obter padronizacdo e uma
identidade de produto altamente reprodutivel (JANY, BARBIER, 2008).

Embora o processo basico de fabricacdo de queijos seja comum a quase todos,
variagcOes na origem do leite, nas técnicas de processamento e no tempo de maturacgdo criam a
imensa variedade conhecida — mais de 1.000 tipos, sendo que s6 na Franca fabricam-se 400
deles (PERRY, 2004).
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O processo de fabricagdo da maior parte dos diferentes tipos de queijos envolve a
combinacdo de quatro ingredientes: leite, coalho, micro-organismos e sal, 0s quais sdo
processados através de uma serie de etapas comuns, como formacéo de gel, expulsdo de soro,
producdo de 4&cido e adicdo de sal, seguido ou ndo por um periodo de maturacdo
(BERESFORD et al., 2001).

Nas ultimas décadas os avangos tecnoldgicos nos equipamentos de fabricacdo de
gueijos e no manuseio da coalhada permitiram a mecanizacdo e a automagao necessarias para
0 aumento expressivo na producdo e resultaram em um produto uniforme, com reducgédo da
contaminacdo bacteriolégica e reducdo dos custos de fabricacdo (JOHNSON, 2017). Todavia,
hé& ainda a necessidade de assisténcia técnica continuada aos produtores da matéria-prima com
0 intuito de contribuir para a producdo de um leite com menor contaminacao, tendo em vista
que a carga bacteriana inicial e a contagem de células somaticas influenciam diretamente no
rendimento e na qualidade do produto final (GASPAROTTO et al., 2019).

Neste processo had a concentracdo do leite no qual parte dos componentes sélidos,
principalmente proteina e gordura, sdo concentrados na coalhada enquanto as proteinas do
soro, lactose e solidos soluveis, sdo removidos no soro (PAULA, CARVALHO e FURTADO,
2009). Para ser eficiente, a fabricacdo industrial de queijo requer processos de tempo fixo, que

por sua vez exigem uma matéria-prima de alta qualidade (JOHNSON, 2017).

3.2.1 Selecdo da matéria-prima — Leite

A qualidade do leite beneficiado é determinada principalmente pela integridade da
matéria-prima, o leite cru (FERNANDES, PEREIRA e PINHO, 2013). Neste sentido, as
caracteristicas e composicao intrinsecas do leite, bem como fatores extrinsecos, como a
contaminacdo microbiana, sdo determinantes na qualidade do leite cru e, consequentemente,
na vida de prateleira do produto processado (RIBEIRO JUNIOR et al., 2019). Fatores
relacionados a deficiéncias de boas praticas de higiene no processo de ordenha, refrigeracéo e
transporte, além de altas contagens de bactérias totais e contagem de células somaticas, geram
baixo potencial tecnoldgico da matéria-prima e consequente diminui¢do do shelf life dos
produtos fabricados (BELOTI, 2015). Além disso, o leite para producdo de queijo deve estar
livre de contaminantes quimicos e &cidos graxos livres, que causam sabores desagradaveis no
produto final, e antibidticos, que inibem as culturas bacterianas (FOX e GUINEE, 2013).

A selecdo do leite cru refrigerado ou leite cru em temperatura ambiente (latdes), é

realizada na plataforma de recepc¢éo da indudstria, onde uma amostra do leite € encaminhada ao
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laboratério fisico-quimico e submetidos as analises de rotina pelo controle de qualidade
descritas no Quadro 1, segundo metodologia oficial (BRASIL, 2022a), sendo considerado de
boa qualidade é direcionado ao tanque de recepcdo e submetido a filtracdo para retirada de
impurezas macroscopicas, sendo refrigerado a 4 a 7°C (FURTADO, 2016).

Para a producdo de derivados e leite fluido, o leite cru como matéria-prima deve
atender ainda a padrées minimos na sua composi¢do centesimal. Para gordura e proteinas, as
de maior importancia tecnologica para a producdo de queijos, deve-se atender 0 minimo de 3
e 2,9%, respectivamente (BRASIL, 2018b). Outros parametros de qualidade devem ser

atingidos pelos produtores, conforme apresentado no Quadro 1.

Quadro 1. Pardmetros minimos para leite cru refrigerado definido na Instru¢cdo Normativa n°® 76, de 26 de
novembro de 2018, do MAPA.

ANALISE PARAMETRO

Teor de lactose anidra Min. 4,3g/100g

Teor de sélidos ndo gordurosos Min. 8,4g/100g

Teor de solidos totais Min. 11,49/100g

Acidez titulavel 0,14 -0, 18g de &c. latico/100mL

Teste de alizarol conc. min. 72% v/v Estavel

Densidade relativa a 15°C/ 15°C 1,028 - 1,034

Indice crioscopico (-0,530°H) — (-0,555°H)
(-0,512°C) — (-0,536°C)

Inibidores do crescimento microbiano Auséncia

Neutralizantes da acidez Auséncia

Reconstituintes da densidade ou do indice | Auséncia

crioscopico

Substéncias estranhas (pus, sangue, urina) Auséncia

Contagem Padrdo em Placas (CPP) Max. 300.000 UFC/mL

Contagem de Células Soméaticas (CCS) Max. 500.000 CCS/mL

Fonte: Adaptado de BRASIL (2018b).
3.2.2 Pasteurizacdo e padronizacéo do leite
Para fabricacdo do queijo mucarela deve-se realizar a pasteuriza¢do que € um processo

térmico que visa destruir 0s patdgenos e reduzir o numero de micro-organismos em geral

presentes no leite e derivados (PERRY, 2004). Segundo o Regulamento da Inspecéo
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Industrial e Sanitaria dos Produtos de Origem Animal (RIISPOA) (BRASIL, 2017) em seu

Art. 255, 81°, sdo permitidos os seguintes processos de pasteurizagdo do leite:
| - pasteurizagdo lenta, que consiste no aquecimento indireto do leite entre 63°C
(sessenta e trés graus Celsius) e 65°C (sessenta e cinco graus Celsius) pelo periodo
de trinta minutos, mantendo-se o leite sob agitacdo mecanica, lenta, em aparelhagem
prépria; e,
Il - pasteurizacéo réapida, que consiste no aquecimento do leite em camada laminar
entre 72°C (setenta e dois graus Celsius) e 75°C (setenta e cinco graus Celsius) pelo

periodo de quinze a vinte segundos, em aparelhagem propria.

O mesmo regulamento dispde ainda que sdo permitidos outros bindmios de tempo e
temperatura, desde que comprovada a equivaléncia aos processos estabelecidos no § 1°
(BRASIL, 2017).

Permite-se ainda a fabricacdo de queijos artesanais curados, a partir de leite cru, desde
que haja certificagdo do estabelecimento rural livre de tuberculose e brucelose, controle de
mastite, boas préaticas agropecuérias (BPA) na producdo leiteira, controle de potabilidade da
agua de abastecimento e rastreabilidade dos produtos (BRASIL, 2019). Entretanto, o
dispositivo legal ndo abrange queijo mucarela, devido a auséncia de periodo de cura no
mesmo, podendo apds secagem de aproximadamente 20h e embalagem ser destinado ao
mercado consumidor (FURTADO, 2016).

Tendo em vista a otimizacdo das etapas de producdo, com processamento rapido de
grandes volumes de leite, as fabricas de laticinios optam pela pasteurizacdo rapida
(JOHNSON, 2017), realizada em pasteurizador a placas, provido de controle de temperatura
(termografo, termdmetros de coluna na linha de distribuicdo e termémetros digitais) e valvula
de desvio de fluxo automatica. Sendo este, portanto, um Ponto Critico de Controle (PCC)
bioldgico obrigatério controlado pelo sistema de Analise e Perigos de Pontos Criticos de
Controle (APPCC) das industrias. O processo térmico descrito elimina bactérias patogénicas,
no entanto, falhas no processo e contaminagbes pds-pasteurizacdo podem ocorrer
(FORSYTHE, 2013).

O teor final de gordura do queijo mucarela (~40% a 42% de gordura no extrato seco)
exige que o leite possua gordura variando entre 2,8% a 3,1%, entretanto a média nacional €
muito variavel e geralmente superior aos valores citados (FURTADO, 2016), sendo utilizadas
centrifugas desnatadeiras para padroniza¢do da matéria-prima, gerando um residuo gorduroso
de alto valor agregado (creme de leite de uso industrial) destinado ao fabrico de outros
produtos lacteos, como manteigas e outros tipos de queijos gordos (PAULA, CARVALHO e
FURTADO, 2009).
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3.2.3 Adicéo de coadjuvantes de processamento

O célcio desempenha um papel fundamental na coagulacdo do leite pelo coalho e no
posterior processamento do codgulo (FOX e GUINEE, 2013). Utiliza-se adi¢do de cloreto de
calcio (0,02%) no leite pasteurizado para a fabricacdo de queijos para reposi¢do do célcio
insolubilizado durante a pasteurizagéo, pois este produto aumenta a firmeza da coalhada e
reduz o tempo de coagulacdo (PAULA, CARVALHO e FURTADO, 2009).

Muitas proteinases possuem efeito na coagulacdo do leite (FUSCO, CHIEFFI e
ANGELIS, 2022), sendo a quimosina, uma enzima proveniente de estomagos de bezerros,
mais amplamente difundida devido a protedlise moderada, melhor rendimento e ndo gerar
sabores indesejados no produto final (FURTADO, 2016). Devido a demanda industrial
crescente o gene da quimosina de bezerro foi clonado em Kluyveromyces lactis, Escherichia
coli e Aspergillus niger e a quimosina produzida por fermentacdo é agora amplamente
utilizada (FOX e GUINEE, 2013).

3.2.4 Fermentacao

O leite pasteurizado é depositado em tanques de ago inox proprios para fabricacdo de
massas, onde recebe adi¢do dos ingredientes como fermento, coalho e cloreto de céalcio. Na
producdo de queijo mucarela utiliza-se acidificacdo por adi¢cdo de cultura microbiana
termofilica ou &cidos organicos de qualidade alimentar (TIRLONI et al., 2019), sendo o
primeiro mais difundido nacionalmente através de produtos liofilizados ou congelados.

Tradicionalmente, a tecnologia de fabricacdo de queijos era dependente da microbiota
enddgena do leite para producdo de acido, o que acarretava extensdo lenta e varidvel da
acidificacdo e vida util do produto final indeterminada (FOX e GUINEE, 2013).

A pasteurizacdo obrigatdria elimina a maioria das bactérias capazes de fermentar a
lactose sendo portando necessario 0 uso de cultura iniciadora (starter) adicionada para uma
fermentacdo adequada (JOHNSON, 2017). Utiliza-se fermentos liofilizados DVS (direct vat
starters) que sdo culturas superconcentradas, com alta atividade, para inoculacdo direta no
tanque de fabricacdo, o que elimina o preparo e a manipulacdo que podem gerar
contaminag6es (PAULA, CARVALHO e FURTADO, 2009).

Atualmente utiliza-se culturas termofilicas como Streptococcus salivarus subsp.
thermophilus, que € o grande responsavel pela aceleracdo do abaixamento do pH necessario

para a etapa de filagem, entretanto, outras culturas podem ser utilizadas em substituicao
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parcial (<20%), como Lactobacillus helveticus ou cultivos mesdéfilos de Lactococcus lactis
subsp. lactis e Lactococcus lactis subsp. cremoris (FURTADO, 2022).
Segundo Beresford et al. (2001), a microbiota presente nos queijos pode ser dividida

em dois grupos:
| - Bactérias laticas iniciadoras (starters) — BAL — S&o isolados que produzem acido
suficiente para reduzir o pH do leite para <5,3 em 6 horas a 30-37°C, sendo
adicionadas deliberadamente no inicio da fabricacdo ou podem ser contaminantes
naturais do leite, como é o caso de muitas variedades de queijos artesanais feitos de
leite cru.
Il - Bactérias laticas ndo iniciadoras — NSLAB - sdo lactobacilos e pediococos
meso6filos, que formam uma porcdo significativa da microbiota da maioria das

variedades de queijo durante a maturacao.

A producdo de acido pelas BALs desempenha varios papéis na fabricacdo de queijos
tais como: controla e previne a multiplicacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas; afeta
retencdo e a atividade do coagulante durante a coagulacdo; solubiliza fosfato de calcio
afetando, portanto, a textura do queijo; promove sinérese e consequentemente influencia a
composicdo do queijo; e, também a atividade de enzimas durante a maturacdo (PAULA,
CARVALHO e FURTADO, 2009).

A acidificacdo devida aos micro-organismos &cido-laticos resulta na precipitagdo da

caseina e formacéo de coagulo, que é separado da fracdo liquida (FORSYTHE, 2013).

3.2.5 Coagulacéo

Além da temperatura de cozimento e manuseio da coalhada que desempenham um
papel importante na determinacdo das caracteristicas de cada tipo de queijo, a microbiota
(autdctone ou adicionada) desempenha um papel critico e fundamental no desenvolvimento
das caracteristicas Unicas de cada variedade de queijo (BERESFORD et al., 2001).

Quando uma quantidade suficiente de acido é produzida, a principal proteina do leite
(caseina) coagula no seu ponto isoelétrico (pH 4,6), dando origem a um gel que prende a
gordura e a fase aquosa (PAULA, CARVALHO e FURTADO, 2009). Utiliza-se temperaturas
entre 36° a 38°, ideal para a multiplicacdo da cultura adicionada (FURTADO, 2022).

A etapa da coagulagéo da massa pode ser um importante ponto de incorporacdo de
contaminacdo ambiental e fecal na massa, principalmente através de utensilios, que em
contato com o piso, ou por deficiéncia na higienizacao, transportam e/ou incorporaram micro-

organismos indesejaveis para a massa da mucarela (FOX e GUINEE, 2013).
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O gel de coalhada formado é bastante estavel, mas apresenta sinérese (saida do soro)
quando é cortada ou quebrada (PAULA, CARVALHO e FURTADO, 2009). Tal
procedimento de corte promove a quebra do gel, permitindo que o soro flua (SMITH et al.,
2018). O procedimento ¢é realizado no tanque de fabricacdo através de liras de forma manual
ou através de sistema automatizado, formando cubos grandes de 1,5 x 1,5 x 1,5 cm de lado e
posterior repouso para promogao da sinérese (FURTADO, 2022).

A massa entdo é aquecida a temperatura de 40 a 43°C (FURTADO, 2022), aplicando-
se agitacdo constante para cozimento da mesma até a formacdo de graos firmes e consistentes.
Nessa condicéo, o excesso de soro é removido do interior dos granulos da coalhada, retirando-
se a maioria das proteinas solUveis, gordura ndo aderida ao granulo e a lactose (FUSCO,
CHIEFFI e ANGELLIS, 2022).

3.2.6 Dessoragem, pré-prensagem, fermentacdo da massa

Quando o grau desejado de sinérese ocorre, conforme julgado subjetivamente pelo
queijeiro, a coalhada é separada do soro (FOX e GUINEE, 2013), a dessoragem pode ser
realizada de forma total, prensando-se a massa manualmente ou atraveés de equipamentos
dotados de sistema pneumatico de pressdo (drenoprensa) e retirando-se o soro residual ou de
forma parcial deixando-se a massa mergulhada em soro para manutencdo da temperatura e
aceleracao da fermentacdo (FURTADO, 2022).

Durante o processo de fermentacdo, a massa entdo dessorada € mantida em mesas de
fermentacdo nas quais a microbiota inoculada permanece promovendo alteragdes
organolépticas no produto e reduzindo o pH, importante para a etapa posterior na fabricacdo
de mucarela (FUSCO, CHIEFFI & ANGELIS, 2022). Esse procedimento é necessario porque
grande parte do acido latico gerado durante a fermentacdo é removido com 0 Ssoro
(BERESFORD, 2001).

3.2.7 Filagem e moldagem

Nos queijos de massa filada a acidez provocada pela fermentacdo leva a uma
progressiva desmineralizacdo da coalhada, a qual atinge pH entre 4,8 a 5,2 sendo aquecida em
agua quente ou a vapor, esticada e moldada no formato desejado (PAULA, CARVALHO e
FURTADO, 2009; FURTADO, 2022).
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O processo de filagem, necessério para realizagdo do estiramento da massa conferindo
a esticabilidade caracteristica do produto, utiliza 4&gua quente (~70-80°C) e a massa atinge
entre 58 a 60°C, que no pH ideal, alinha as moléculas de caseina, conferindo uma
caracteristica fibrosa, oleosa e brilhante a massa (FOX e GUINEE, 2013). Além de um
processo tecnoldgico, a filagem € um ponto de controle para micro-organismos
termossensiveis, devido ao bindmio tempo/temperatura utilizado, sendo esperado que, mesmo
havendo contaminacdo introduzida pds pasteurizacdo, haja a diminuicdo de células viaveis
nesta etapa (OLIVEIRA et al., 2017).

A massa quente e eléstica que sai do equipamento monobloco, responsavel pelo
processo de picagem, filagem e moldagem de forma continua, € recolhida em formas
retangulares ja no tamanho adequado a mesma (FURTADO, 2022).

Apos a introducdo da massa nas formas, é recomendado o resfriamento da massa
filada em agua gelada entre 5 a 10°C por 15 a 20 minutos para resfriamento da mesma abaixo
de 25°C antes da imersdo em salmoura para manutengdo da forma, evitar excessiva absor¢ao
de sal com consequente perda de gordura para 0 meio e aquecimento da salmoura
(FURTADO, 2022; FUSCO, CHIEFFI e ANGELIS, 2022).

3.2.8 Salga e secagem

Dentre as varias etapas da fabricacdo de queijos, a salga destaca-se por sua grande
importancia, uma vez que o sal (NaCl) possui varias fungbes nos queijos, tais como: conferir
sabor, controle do desenvolvimento microbiano, regulagem dos processos bioguimicos
(enzimas) e fisico-quimicos, durabilidade, entre outros (PAULA, CARVALHO e FURTADO,
2009).

A multiplicacédo e a sobrevivéncia das bactérias sao fortemente afetadas pela atividade
de agua (aw) (FOX e GUINEE, 2013), havendo uma relacdo entre a quantidade de sal
adicionada ao produto e a inibi¢do de bactérias iniciadoras e deteriorantes pelo efeito deste na
reducdo de aw (BERESFORD et al., 2001).

A salga é feita em salmoura com 19° a 22° Baumé (Be¢), pH de 5,0 a 5,3 e temperatura
entre 7 a 10°C, por 24 horas para pecas de aproximadamente quatro quilos (FURTADO,
2022).
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O processo de secagem da-se com as pecas expostas em prateleiras por cerca de 24
horas, em camara fria a 10-12°C, com aproximadamente 85% de umidade relativa do ar
(FURTADO, 2022).

3.2.9 Embalagem priméria e secundéria

A embalagem primaria tem como funcao proteger o produto contra contaminag¢Ges do
meio ambiente, perda de umidade e como meio de identificacdo e publicidade do produto
(FOX e GUINEE, 2013).

Para queijo mucarela € utilizado embalagem priméria pléastica de polietileno
bromatologicamente apta para contato com alimentos, termosoldavel a vacuo e
termoencolhivel (FURTADO, 2022). A embalagem secundaria tem por finalidade envolver e
proteger embalagens primarias agrupadas, sendo utilizado papeldo ou plastico com

capacidades variadas de acordo com a demanda do mercado consumidor (AUGUSTO, 2018).

3.2.10 Estocagem

Embora ndo seja um queijo maturado, o queijo mugarela fresco, tem suas propriedades
funcionais otimizadas por um periodo de estabilizacdo de aproximadamente 15 dias,
necessario para solubilizacdo da caseina e distribuicdo mais homogénea do sal (SMITH et al.,
2018), o qual é realizado com o produto ja embalado em cémaras frias a uma temperatura
inferior a 10°C, temperatura esta, que deve ser mantida em toda a cadeia de distribuicdo até o
consumo do produto (FURTADO, 2022).

3.2.11 Shelf-life

O shelf life pode ser definido como o tempo transcorrido desde a producdo e a
embalagem do produto até o ponto em que ele se torna inaceitdvel para consumo.
(FORSYTHE, 2013). Apds a embalagem primaria, inicia-se o periodo de estocagem para a
posterior distribuicdo e exposicdo a venda. Até o consumo, o produto deve apresentar
conformidade com os padr@es microbioldgicos e fisico-quimicos previstos em legislacdo
especifica (BRASIL, 2022a). O periodo de vida util desse produto é considerado enquanto ele
atende esses requisitos (FORSYTHE, 2013).
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A multiplicacdo e a sobrevivéncia de patdgenos no queijo como resultado da
contaminacdo durante as diversas etapas de producdo ou mesmo em produtos ja embalados
dependem da atividade da agua, competitividade com outras bactérias e pH do queijo
(JONHSON, 2017). A embalagem é uma protecéo fisica do produto que permite uma melhor
conservagao dos alimentos e aumento da vida Gtil do produto (KAMBOJ et al., 2020).

Uma crescente demanda do mercado consumidor por produtos de alta qualidade, que
mantenham suas caracteristicas, revela a necessidade de analises que garantam a seguranca
microbioldgica na producdo e a vida de prateleira do produto (SANTOS, RIBEIRO e
FONSECA, 2019).

3.3  Tipos e propriedades funcionais do queijo mucarela

A mucarela brasileira possui a finalidade de ralagem ou fatiamento, dessa forma,
possui teor de umidade baixo (45% a 52%) assemelhando-se mais ao Pizza Cheese norte-
americano que a Mozzarella italiana que possui aspecto macio e teor de umidade mais
elevado, com finalidade de consumo direto (FURTADO, 2016), utilizada principalmente
como cobertura de pizza e difere significativamente do tradicional queijo mugcarela fresco,
tanto em funcionalidade quanto em aparéncia (SMITH et al., 2018).

As propriedades funcionais da mucarela (elasticidade, derretimento, fuséo, separagao
de gordura e escurecimento) passaram a ser muito mais importantes do que o sabor em si
(FURTADO, 2022). Por ser consumida de forma indireta, principalmente como ingrediente
em preparagOes culindrias com varios outros ingredientes associados a percepcdo de sabor
acaba se tornando um fator de menor relevancia, sendo as propriedades funcionais 0s
atributos mais importantes na determinacdo da qualidade do produto final, que influenciara

diretamente na aceitacdo do mesmo pelos consumidores (LANDIM et al., 2021).

3.4  Padroes de qualidade, seguranca e identidade

3.4.1 Padrdes sensoriais e fisico-quimicos para queijo mucarela

O poder puablico responde a crescente demanda dos consumidores pela seguranca

alimentar e melhoria da qualidade por meio da regulamentacdo de normas que visam ao

controle das etapas do processamento dos alimentos, com o objetivo de garantir inocuidade,
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integridade e aperfeicoamento dos processos de producdo (SANTOS, RIBEIRO e FONSECA,
2019).

Tendo em vista as caracteristicas distintas do processo de fabricacdo do queijo
mucarela, foram estabelecidos requisitos regulamentados para definicdo de seus padrdes de
identidade e qualidade (BRASIL, 1997), descritos no Quadro 2.

Quadro 2. Requisitos sensoriais e fisico-quimicos para queijo mucarela definido na portaria n° 364, de 04 de
setembro de 1997, do MAPA

Caracteristicas Sensoriais

L Semidura e semisuave, suave, segundo o contetdo de umidade, matéria gorda e
Consisténcia y
grau de maturagéo.

Textura Fibrosa, eléstica e fechada.

Branco e amarelado, uniforme, segundo o contetdo de umidade, matéria gorda e
Cor grau de maturacéo.

Lactico, pouco desenvolvido a ligeiramente picante, segundo o conteldo de
Sabor umidade, matéria gorda e grau de maturagao.
Odor LAactico pouco perceptivel.
Crosta N&o possui.

Ndo possui. Eventualmente poderd apresentar aberturas irregulares (olhos
Olhadura

mecanicos).

Requisitos Fisico-Quimicos

Umidade g/100g Max. 60,00

Matéria Gorda no
Extrato Seco | Min 35,00
9/100g
Fonte: Adaptado de BRASIL, (1997).

3.4.2 Padrdes microbioldgicos

Os critérios microbioldgicos sdo definidos por dois 6rgdos governamentais que
estabelecem critérios diferentes, 0 MAPA que realiza avali¢bes diretamente nas industrias de
processamento sob inspecdo federal e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
que realiza avaliagdes no &mbito do comércio e servigos alimentares em produtos prontos para
oferta ao consumidor (BRASIL, 2018a; 2022a). Os resultados analiticos devem ser avaliados
segundo os critérios descritos no Quadro 3 em um plano amostral de 3 classes, aplicando as
seguintes interpretacdes (BRASIL, 2018a; 2022a):
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a) satisfatério com qualidade aceitavel, quando o resultado observado em todas as
unidades amostrais for menor ou igual a m;

b) satisfatorio com qualidade intermedidria, quando o nimero de unidades amostrais
com resultados entre m e M for igual ou menor que ¢ e nenhuma unidade amostral
apresentar resultado maior que M; ou

c) insatisfatério com qualidade inaceitavel: quando o nimero de unidades amostrais
com resultados entre m e M for maior que ¢ ou alguma unidade amostral apresentar
resultado maior que M.

Quadro 3. Critérios microbioldgicos para queijo mucarela Critérios microbiol6gicos para queijo mucarela

MICRO-ORGANISMOS MAPA ANVISA
Coliformes/g (30°C) n=5 c=2 Né&o estabelecido
m=1000 M=5000
Coliformes/g (45°C) n=5 c=2 Né&o estabelecido
m=100 M=500

Escherichi coli Nao estabelecido n=5 c=2
m=100 M=500
Estafilococos Coagulase n=5 c=2 n=5c=2
Positiva/g m=100 M=1000 m=100 M=1000
Enterotoxinas estafilocdcicas Nao estabelecido n=5 c=0
m=0
Salmonella spp./25g n=5 c=0 n=5 c=0
m=0 m=0
Listeria monocytogenes/25g n=5c=0 n=5c=0
m=0 m=100

Fonte: Adaptado de BRASIL, (2018a; 2022a).

3.4.3 Perigos microbioldgicos a satde publica relacionados a produtos lacteos

Uma doenca transmitida por alimento (DTA) é causada pela ingestdo de alimento
contaminado por micro-organismos patogénicos, toxinas ou seus metabdlitos (BRASIL,
2022a). Entretanto, é dificil estimar a proporcdo de doencas transmitidas pelo leite e seus
derivados entre as doencas transmitidas por outros tipos de alimentos devido a fatores
relacionados a subnotificacdo de casos, investigagdo limitada de surtos registrados,
envolvimento de diversos tipos de alimentos e ndo padronizacdo dos sistemas de vigilancia

(BUYSER et al., 2000). Dados epidemiol6gicos de surtos de origem alimentar no pais entre
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2015 e 2020 demostram a ocorréncia de 3.469 surtos, com 52.629 pessoas doentes, 7.110
hospitalizados e 61 6bitos (BRASIL, 2022b).

Os laticinios, pela prépria matéria-prima que utilizam e pelo alto teor de umidade nos
locais de produgdo, sdo ambientes suscetiveis a contaminacao bacterioldgica (PERRY, 2004),
sobretudo nas etapas do processo de fabricacdo que compreende, pasteurizacdo do leite,
coagulagdo, corte do coagulo, dessoragem, enformagem, salga, secagem, maturagdo e
embalagem, configuram-se como possiveis fatores que contribuem para a contaminagdo do
queijo (CASTRO et al. 2012).

Neste sentido, deve haver um maior cuidado na elaboracéo e aplicagdo dos programas
de autocontrole das industrias, em especial no que se relaciona a higiene dos manipuladores e
a limpeza e desinfeccdo de equipamentos e superficies que entram em contato com o
alimento, e maior rigor na fiscalizacdo pelos 6rgdos de inspecdo oficial, com intuito de reduzir
a comercializagdo de produtos contaminados (MARINHEIRO et al., 2015).

Os principais agentes etiologicos de doencas transmitidas por alimentos no Brasil séo,
Salmonella spp, Rotavirus, Escherichia coli, Staphylococcus spp., Bacillus cereus,
Clostridium spp., Shigella spp., norovirus, coliformes fecais, Virus da Hepatite A, Giardia
lambia e Aeromonas ssp. que representam 53,79% dos casos identificados entre 2000 e 2021
(MARQUES e TRINDADE, 2022). O Quadro 4 descreve identificacdo de micro-organismos
indicadores ndo conformes com os padrfes legais e patdgenos identificados em diversos

produtos lacteos no Brasil.

Quadro 4. Perigos microbiolégicos a sadde publica encontrados em produtos lacteos verificados por trabalhos

disponiveis na literatura

. Perigos
Pr,oduto Local de Tipo de microbioldgicos/inconformidades Referéncia
lacteo coleta processamento
encontradas
. Pasteurizado e ES.Che”Ch'a coli produtora de th!na Ribeiro Junior et
Parana N ; shiga (STEC) e enteropatogénica
ndo pasteurizado al. (2019)
(EPEC)
Queijo Minas Coliformes totais, coliformes
Frescal Tocantins N pasteurizado termotolerantes, E. coli (EPEC, STEC e | Oliveira et al.
P EHEC) e Staphylococcus coagulase | (2021)
positiva.
Queijo Minas Aerdbios mesdfilos
) Minas Gerais | Pasteurizado Bolores e leveduras S4(2012)
Padréo it
Staphylococcus coagulase positiva
Rondénia Pasteurizado Staphylococcus coagulase positiva ge(l)slpg)rotto et al.
Queijo . S Salmonella spp. e Staphylococcus spp Castro et al
Mucarela Bahia N&o identificado ' ' (2012) '
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Queijo Coliformes termotolerantes,
J Rio Grande do . Staphylococcus  coagulase  positiva, | Marinheiro et al.
Mucgarela Pasteurizado A
; Sul Salmonella spp. e Listeria | (2015)
(fatiado)
monocytogenes
Queijo
Mucgarela Rio Grande do Pasteurizado StaphvIococcus aureus Friedriczewski et
(leite de | Sul pny al. (2018)
bufala)
Pernambuco N&o identificado | Staphylococcus coagulase positiva [(ergggi et al,
Rio Grande do < . Salmonella PP Medeiros et al.
Né&o pasteurizado | Staphylococcus aureus e presenca de
Norte ; . (2017)
coliformes totais e termotolerantes
.. ) Pasteurizado e . Borges et al
ggzll #1?) de | Ceara ndo pasteurizado Staphylococcus coagulase positiva (2008)
Alagoas Pasteurizado e | Salmonella spp. | Munhoz et al
g ndo pasteurizado | Staphylococcus coagulase positiva (2021)
Queijo Pseudomonas aeruginosa, coliformes Borelli et al
Can aJst ra Minas Gerais | Nao pasteurizado | totais, Staphylococcus spp. (2006) '
Enterotoxinas SEC e SEB
. . Mulinari,
Leite Rio Grande do Pasteurizado Coliformes termotolerantes Rosolen e

pasteurizado

Sul

Adami, (2017)

logurte

Regido sul do
Brasil

Pasteurizado

Coliformes termotolerantes

Mendes et al.,
(2020)

Doce de Leite

Minas Gerais

Pasteurizado

Aerébios mesofilos
Bolores e leveduras
Staphylococcus coagulase negativa

S4 (2012)

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5

Micro-organismos indicadores da qualidade

Os micro-organismos indicadores sdo mais utilizados para indicar a seguranca e a

higiene dos alimentos, na maioria de origem intestinal, ambiental ou da manipulagédo
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

3.5.1 Aeroébios mesofilos

A utilizacdo da contagem total de aerdbios mesofilos como indicador de qualidade

pode indicar deficiéncias na sanitizacdo ou falha no controle do processo ou dos ingredientes
(SANTOS, RIBEIRO e FONSECA, 2019).
A eficiéncia do processo de pasteurizagdo do leite e a utilizacdo de culturas acido

lacticas selecionadas em produtos fermentados, principalmente meséfilas (com poucas cepas

termofilas), produz uma série de fatores de antimicrobianos, incluindo &acidos organicos,

peroxido de hidrogénio, nisinas e outras bacteriocinas, o que configura-se como um fator de
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controle para micro-organismos patogénicos e deteriorantes, sendo o aumento da contagem de

aerdbios mesofilos esperado apds a fase de fermentacdo (FORSYTHE, 2013).

3.5.2 Bactérias psicrotréficas

Alguns micro-organismos, conhecidos como psicrotroficos, sdo capazes de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracdo e produzir lipases e proteases que alteram a
qualidade nutricional dos alimentos, além da integridade dos seus constituintes (PERRY,
2004). Bactérias psicrotroficas possuem baixa resisténcia ao tratamento térmico, entretanto
suas enzimas sdo termoestaveis, resistindo ao processo de pasteurizagcdo o que pode implicar
em problemas tecnoldgicos de qualidade para o leite fluido e derivados (RAATS et al., 2011)
como a geleificacdo e sedimentacdo do leite UHT (VIDAL-MARTINS et al., 2005),
sensoriais como a rancificacdo pela hidrolise de lipidios (VARGAS et al., 2015) e
desenvolvimento de sabor amargo pela protedlise (NORNBERG, TONDO e BRANDELLLI,
2009).

A legislacdo brasileira estabelece que a conservacdo e expedicdo do leite nas
propriedades rurais seja de até 5°C (BRASIL, 2020) com refrigeracdo em tanques de
expansdo direta de uso individual ou comunitario e tempo transcorrido entre coletas nédo
superior a 48 horas (BRASIL, 2018c). Entretanto, a refrigeracdo como ferramenta isolada no
controle microbioldgico da matéria prima ndo é suficiente, ja que ha uma alteracdo do perfil
microbiologico com desenvolvimento de bactérias psicrotroficas demonstrado por varios
estudos (ERCOLINI et al., 2008; BELOTI et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2015;
RIBEIRO JUNIOR et al., 2018). Neste sentido, deficiéncias relativas a boas praticas
agropecuarias, mistura de leite com diferentes cargas bacterianas em tanques coletivos, abusos
na temperatura de refrigeracdo e tempo excessivo entre as coletas favorecem a multiplicacédo
de bactérias psicrotréficas e geram baixa qualidade da matéria-prima (ARCURI et al., 2008;
ANGELO et al., 2014; DIAS et al., 2021).

3.5.3 Staphylococcus aureus
Sao cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos, que se multiplicam na presenca de

cloreto de sodio (NaCl), estando presentes na pele e mucosas do ser humano e animais
(AUGUSTO, 2018).
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A existéncia do Staphylococcus spp. no leite estd associada normalmente a
contaminacdo na obtencdo da matéria-prima via manipulacdo de equipamentos e utensilios
utilizados durante o transporte, o processamento e o armazenamento (LEMBI et al., 2020),
dessa forma, sdo indicadores da qualidade higiénico-sanitaria da manipulag&o.

A presenca de S. aureus em leite cru e produtos lacteos crus mostraram que 0 consumo
destes produtos pode ser um risco potencial de intoxicacdo de origem alimentar (JAMALI,
2015). Dessa forma, medidas de higiene na obtencdo do leite devem ser tomadas, tendo em
vista uma menor carga bacteriana inicial que deve ser controlada através do processo de
pasteurizacio (ASSUMPCAO et al., 2003).

3.5.4 Enterobactérias

Nesse grupo, estdo compreendidos todos o0s micro-organismos da familia
Enterobacteriaceae, bactérias entéricas como dos géneros Escherichia, Enterobacter,
Shigella, Citrobacter e Salmonella, amplamente dispersos no ambiente. Em alimentos sao,
portanto, indicadores de contaminacdo ambiental (TORTARA, FUNKE e CASE, 2017),
principalmente incluida ap0s a pasteurizagéo do leite, uma vez que as bactérias dessa familia
ndo sdo termoduricas (BELOTI et al., 2015; RIBEIRO JUNIOR et al., 2020).

3.5.5 Coliformes totais

Coliforme é um termo geral para bactérias Gram-negativas, anaerébias facultativas,
em forma de bastonetes ou cocobacilos (FORSYTHE, 2013). Pertencem a esse grupo
bactérias de diferentes géneros, e em alimentos sdo indicadores de contaminacdo ambiental
(FRANCO e LANDGRAF, 1996). Sdo bactérias bastante sensiveis a temperatura e séo
eliminadas pela pasteurizacdo (OLIVEIRA et al., 2017).

3.5.6 Coliformes termotolerantes

Sao bastonetes curtos, Gram-negativos, anaerobios facultativos que vivem no trato
intestinal do ser humano e dos animais e, em alimentos, indicadores higiénico-sanitarios e da
possivel presenca de enteropatdgenos. E composto dos géneros Escherichia, Citrobacter,

Enterobacter e Klebsiella, espécies patogénicas do género Salmonella, Shigella e algumas
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cepas de E. coli, além de deteriorantes como Proteus vulgaris e 0s géneros Serratia e Erwinia
(AUGUSTO, 2018).

3.5.7 Escherichia coli

E. coli é um bastonete curto Gram-negativo, catalase-positivo, oxidase-negativo,
anaerdbio facultativo e muitos isolados fermentam lactose (FORSYTHE, 2013). Muitos dos
sorovares de E. coli ndo sdo patogénicos e fazem parte da microbiota intestinal de humanos e
animais (FRANCO e LANDGRAF, 1996).

A recuperagdo e contagem de E. coli é usada em alimentos como indicador confiavel
de contaminacdo fecal e indica uma possivel presenca de micro-organismos
enteropatogénicos e/ou toxigénicos que podem constituir um perigo para a saude publica
(ALTAHI, 2009). Alia-se a isso que as toxinas produzidas por E. coli patogénicas ndo sao

inativadas pelo processo térmico de pasteurizagdo (RASOOLY e DO, 2010).

3.6  Micro-organismos patogénicos

3.6.1 Staphylococcus coagulase positiva

Entre os coagulase positiva, destacam-se as espécies S. aureus, S. hycus, S.
intermedius e S. coagulans, sendo a primeira a mais prevalente em alimentos (FRANCO e
LANDGRAF, 1996).

Sao responsaveis por sérias intoxicacbes alimentares, devido as toxinas que formam
durante as fases de processamento e armazenamento dos produtos (PERRY, 2004) a qual é
responsavel pela sindrome do choque tdxico, uma infeccdo grave caracterizada por febre alta,
vomitos e, as vezes, morte (TORTARA, FUNKE e CASE, 2017).

Em um estudo retrospectivo de andlises oficiais realizadas pelo Instituto Mineiro de
Agropecuéria entre 0s anos de 2011 e 2015 em diversos produtos lacteos (leite pasteurizado,
manteiga, queijo mucarela, iogurte, etc.) identificou-se que, das 1816 amostras de queijo
mucarela, 4,40% (80) apresentaram resultado fora dos padrBes legais para Staphylococcus
coagulase positiva (SANTOS, RIBEIRO e FONSECA, 2019). Tal fato denota que, 0 processo
de pasteurizacdo e 0 aquecimento da massa para realizagdo do processo de filagem ndo foram
suficientes para eliminagdo do micro-organismo e/ou houve contaminagdo em fases
posteriores do processo (DITTMANN et al., 2017).
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Estudos recentes demonstram que cepas de S. aureus isoladas de leite de vaca cru
podem ter evoluido para possuir forte capacidade de formacdo de biofilme na presenca de
leite, embora o mecanismo permaneca indefinido (SHEN et al.,, 2021), podendo se
desenvolver em diversos tipos de superficies como aco inoxidavel, vidro ou polietileno de alta
densidade (FIEDRICZEWSKI, 2018; REGECOVA, 2022).

A deteccéo de S. aureus em queijos ocorre tanto no Brasil (DITTMANN et al., 2017;
GASPAROTTO et al., 2019; CASTRO et al., 2020) quanto em outros paises, inclusive com a
deteccdo de enterotoxinas (VITALE et al.,, 2015, MANOVSKA et al., 2021) e cepas
resistentes a antibidticos (LEMMA et al., 2021; KASEM, AL-ASHMAWY,
ABDELKHALEK, 2021; REGECOVA et al., 2022).

Estudos anteriores estabeleciam que enterotoxinas estafilococicas poderiam ser
detectaveis nos alimentos a partir de contagens superiores 10° UFC/g (ASSUMPCAO et al.,
2003). Entretanto, tém-se demostrado a capacidade de producdo de enterotoxinas pelo género
Staphylococcus spp., tanto em espécies coagulase-positivas quanto negativas, inclusive na
ocorréncia de contagens bacterianas inferiores ao limite sobredito (GASPAROTTO et al.,
2019).

3.6.2 Salmonella spp.

Sdo Dbastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, ndo formadores de
enddsporos, que habitam o trato intestinal dos seres humanos e de muitos animais
(TORTARA, FUNKE e CASE, 2017).

A transmisséo ocorre por um ciclo de infec¢do entre os seres humanos e 0s animais
pelas fezes, dgua e pelos alimentos, particularmente os de origem animal (GERMANO e
GERMANO, 2015). Podem ser classificadas em trés grupos, de acordo com a doenca gerada:
a febre tifoide, causada por Salmonella typhi, as febres entéricas, causadas por Salmonella
paratyphi (A, B e C) e as enterocolites (ou salmoneloses), causadas pelas demais salmonelas
(FRANCO e LANDGRAF, 1996).

3.6.3 Escherichia coli diarreiogénica

As estirpes patogénicas de E. coli possuem fatores de adesdo especificos que lhes
permitem colonizar locais que E. coli ndo patogénica normalmente ndo habita, como o
intestino delgado e a uretra (KAPER, NATARO e MOBLEY, 2004). As cepas patogénicas de
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E. coli sdo divididas, de acordo com o0s sintomas e com 0s mecanismos de patogenicidade em
E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterotoxigénica
(STEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli
enterohemorragica (EHEC). No Quadro 5, estdo apresentados os principais patétipos de E.

coli diarreiogénica e seus fatores de viruléncia especificos.

Quadro 5. Principais pat6tipos de E. coli diarreiogénica e seus fatores de viruléncia especificos.

Pat6tipo de Escherichia . o . e
P coli Sigla Fator de viruléncia Gene de identificacéo

Enteropatogénica EPEC Proteina intimina eaeA

Enteroagregativa EAEC A_\derenma localizada e CvD432
fixando na mucosa

Enterotoxigénica STEC Shiga toxina stx1, stx2

Enteroinvasiva EIEC Mecanismo enteroinvasivo ipaH

Enterotoxigénica ETEC Toxina Fermolabll, Toxina ST, LT
termoestével

- Aderéncia localizada e

Enterohemorragica EHEC . . eaeA + stx 1 efou 2

Shiga toxina

Fonte: Aranda, Fagundes-Neto e Scaletsky, (2004).

3.6.4 Listeria monocytogenes

Micro-organismos do género Listeria sdo bastonetes pequenos, regulares, Gram-
positivos, ndo esporogénicos, microaerdfilos, capazes de se multiplicar a temperatura de
refrigeracio (AUGUSTO, 2018). E reconhecida como uma causa de doengas transmitidas por
alimentos em todo o mundo, que pode permanecer viavel ou se multiplicar em amplas faixas
de temperatura e pH, além de ter a capacidade de tolerar altas concentracdes de cloreto de
sodio (BASTIN et al., 2022).

A listeriose em humanos pode causar meningite, septicemia, encefalite, perda fetal e
morte, afetando principalmente grupos de maior risco como mulheres gravidas, recém-
nascidos, idosos e pessoas imunocomprometidas (BASTIN et al., 2022).

Produtos lacteos estdo envolvidos em surtos de listeriose ja que todos 0s queijos
frescos e macios, incluindo mucarela, podem representar um ambiente de multiplicacdo
adequado para L. monocytogenes devido as suas caracteristicas fisico-quimicas (TIRLONI et
al, 2019). Além disso, a presenca de L. monocytogenes, agrava-se devido sua capacidade de
gerar biofilmes mantendo-se viavel em plantas industriais por longos periodos (OXARAN et
al., 2017).
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Em uma investigacdo realizada pela prefeitura de Hokkaido, no Japé&o, identificou-se
que cepas de L. monocytogenes em queijos, amostras ambientais e paciente eram do mesmo
sorotipo e deram padrdes por genotipagem por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
sugerindo a veiculacdo do patégeno através do consumo de queijos contaminados (MAKINO,
2005).

Tirloni et al. (2019), demonstraram a multiplicagcdo de L. monocytogenes em amostras
de queijo mucarela aplicando diferentes testes de desafio de temperaturas (4, 9, 15 e 20°C),
verificando que a multiplicagdo ndo foi inibida nas diferentes temperaturas pesquisadas,
tampouco pela microbiota presente ou pelas condi¢des ambientais (acidos organicos, pH)

presentes na matriz alimentar.

3.7  Ferramentas de gestao da qualidade

O aumento das expectativas do consumidor e sua preocupagdo com a qualidade e
seguranca alimentar e a necessidade de cadeias alimentares diversificadas e economicamente
rentaveis forcou as empresas na busca de melhoria da qualidade e a seguranca alimentar
padrdes dos produtos através da implementacdo de sistemas de gestdo (PANGHAL et al.,
2018).

Diversas ferramentas sdo utilizadas para monitorar e controlar 0s processos
produtivos, além de sistematizar a producdo com homogeneidade e seguranca. Sdo realizadas
de forma preventiva para garantir que o processamento ndo venha a incorporar nenhum tipo
de perigo ao consumidor, assegurando o atendimento dos padrdes de qualidade e menor risco
a ocorréncia de patdgenos que podem comprometer a seguranca.

Ferramentas de autocontrole sdo aquelas implantadas pelo setor de garantia da
qualidade das empresas processadoras de alimentos para prevenir o risco da ocorréncia de
determinados tipos de perigos (ABNT, 2006). Além disso, tem por objetivo assegurar a
higiene dos processos, instalagbes e manipuladores dos alimentos, resguardando direta e
indiretamente a salde dos consumidores, e resulta no aumento do rendimento e na
minimizacdo do custo de producdo (KONDAKCI e ZHOU, 2017).

A metodologia de analise de perigos deve seguir da identificacdo de perigos e
determinacdo de niveis aceitaveis, a selecdo e avaliacdo das medidas de controle, bem como o
estabelecimento de programas de pré-requisitos operacionais (ABNT, 2006). Tal avaliacdo é
base para a implantacdo de sistemas de Analise e Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC) que estabelece sistematicamente pontos de monitoramento, em uma linha especifica
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de producdo, a fim de garantir a seguranca do produto final (FRANCO e LANDGRAF,
1996).

Neste sentido, foi determinado nacionalmente através do Regulamento de Inspecéo
Industrial Sanitéria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) os programas de autocontrole,
que sdo programas desenvolvidos, procedimentos descritos, implantados, monitorados e
verificados pelo estabelecimento, com vistas a assegurar a inocuidade, a identidade, a
qualidade e a integridade dos seus produtos, que incluam, mas que ndo se limitem aos
programas de pré-requisitos, Boas Praticas de Fabricacdo - BPF, Procedimento Padrdo de
Higiene Operacional - PPHO e APPCC ou a programas equivalentes reconhecidos pelo
MAPA (BRASIL, 2017).

Higiene em todos os aspectos do manuseio do leite, reducdo dos tempos de
armazenamento, uso de temperaturas de refrigeracao efetivas, disponibilidade de métodos
para reducdo da microbiota patogénica e deteriorante e 0 emprego efetivo de sistemas APPCC
sd0 questdes primordiais em toda a cadeia produtiva do leite (ERCOLINI, 2009;
GASPAROTTO, 2019) e de efetividade comprovada na industria de laticinios (MURESAN et
al., 2020).

Cada etapa que pode eliminar ou reduzir o risco da ocorréncia de um perigo fisico,
quimico ou biolégico ao consumidor deve ser monitorada, verificando continuamente o
atendimento aos limites criticos e aplicando medidas corretivas imediatamente em qualquer
caso de desvio (BRASIL, 2017). Dessa forma, a propria inddstria consegue monitorar e

garantir a producdo de alimentos de forma segura.
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4 CAPITULO Il - ARTIGO

(Formatado conforme as normas do Journal of Dairy Science)

Impacto das etapas do fluxograma de producéo e da shelf life na qualidade e

seguranca microbioldgica do queijo mucarela

Resumo
O queijo mucarela é um dos principais derivados lacteos produzidos e consumidos no norte
do Brasil, a exemplo de todo o pais. Considerando a complexidade do fluxograma industrial
com intensa manipulacdo e as altas temperaturas da regido norte do Tocantins, que podem
influenciar na manutencéo e multiplicacdo microbiana, o presente trabalho teve como objetivo
verificar a qualidade microbiologica e a ocorréncia de patdgenos em mucarela ao longo das
etapas de producdo em um laticinio no norte do Tocantins, Brasil, verificando pontos criticos
biologicos no ambiente industrial em regido de clima tropical. Foram avaliados 5 lotes de
mucarela, desde o leite cru até a embalagem primaria e shelf life de 120 dias a 4°C. Foram
quantificados grupos de micro-organismos indicadores e, por abordagens microbioldgicas e
biomoleculares, identificados Salmonella spp., Listeria monocytogenes, patotipos de E. coli
diarreiogénica e caracterizacdo do potencial toxigénico de estafilococos coagulase positiva
(ECP). Foi verificado que o leite cru utilizado para a producdo de mugcarela apresentava baixa
qualidade microbioldgica e ndo atendia ao padrdo de qualidade do Brasil. A pasteurizacdo do
leite cru foi suficiente para eliminar todos os patdgenos identificados no leite cru e reduzir
significativamente as contagens de indicadores. A partir da coagulacéo do leite e dessoragem
da massa foi possivel verificar expressivo aumento das contagens (>10* UFC/g) e
recontaminacdo com Salmonella spp., EPEC, EAEC e ECP potencialmente produtora de
enterotoxina estafilococica B e toxina do choque toxico. A filagem da massa fermentada
(<54 pH) a temperatura de 58°C, foi suficiente para reduzir aerébios mesdfilos,
psicrotréficos, enterobactérias, coliformes totais e E. coli em 99,97%, 55,86%, 99,99%,
99,99% e 98,92%, respectivamente, assim como a salmoura das pecas por imersao foi capaz
de reduzir as quantificacdes desses grupos em 55,21%, 85,71%, 99,95%, 99,95% e 71,42%.
Apesar de no produto recém acabado ter sido identificada Salmonella spp. e auséncia de L.
monocytogenes, apds o periodo de shelf life houve presenga de L. monocytogenes e auséncia
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de Salmonella spp., potencialmente influenciado pela recuperacdo desses micro-organismos
durante o fluxograma de producdo, armazenamento sob refrigeracdo e acdo antagonista dos
fermentos laticos especificamente aos Gram negativos. Considerando as condi¢cGes ambientais
que podem favorecer a multiplicacdo e manutencdo de patdgenos e deteriorantes em laticinios
na regido tropical do Brasil, faz-se necessario revisdo dos procedimentos de higiene
operacional principalmente nas cubas de coagulagéo do leite e mesas de fermentacdo para a
producdo de mucarela de melhor qualidade e menor risco ao consumo.

Palavras-chave: Fermentacdo, Filagem, Escherichia coli diarreiogénica, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp.

INTRODUCAO
De acordo com a FAO (2022), o Brasil &, atualmente, o quarto maior produtor mundial

de leite de vaca, com aproximadamente 36 milhGes de toneladas. Apesar de o nimero de
produtores e de rebanhos de vacas leiteiras ter decrescido, a producdo nacional de leite
acresceu em 47% entre 2006 e 2017. Este crescimento esta relacionado a tecnificacdo das
propriedades que acarretaram 0 aumento da produtividade leiteira e, consequentemente, no
incremento da producdo de derivados lacteos (EMBRAPA, 2020).

Os queijos sdo 0s mais consumidos, com énfase para 0 mucarela, um dos tipos mais
produzidos no Brasil (FAO, 2021). Por definicdo, entende-se por queijo mucarela aquele que
se obtém por filagem de uma massa acidificada (obtida por coagulacdo de leite por meio de
coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas), complementada ou ndo pela agdo de
bactérias laticas especificas (Brasil, 1997).

Para a producdo de queijo mucarela é obrigatoria a pasteurizacdo rapida do leite cru
para a eliminacdo dos riscos de contaminagdes microbiologicas (Brasil, 1997; 2017), no
entanto, varias etapas durante o processamento nas industrias podem comprometer a sua
qualidade e inocuidade e predispor a recontaminagdo pos-pasteurizagdo (Lembi et al., 2020;
Perry, 2004).

A tecnologia dos queijos mucarela compreende a pasteurizacdo do leite cru,
coagulacgdo bioldgica e enzimatica, fermentagdo da massa até atingir o pH de <5,4, filagem,
enformagem, salmoura e embalagem priméria (Marinheiro et al., 2015). Todas essas etapas
podem predispor a recontaminacdo poOs-pasteurizacdo caso sejam verificados desvios ou
inconformidades com os limites criticos dos programas de autocontrole dos laticinios (Perry,
2004).
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De acordo com a classificagdo de Koppen-Geiger, o clima predominante na regido
norte do estado do Tocantins é do tipo AW’ (tropical quente e imido), com média anual de
temperatura do ar de 24,9°C, variando entre 23,9°C (janeiro) a 27,7°C (setembro) e clima
Umido (Rolddo e Ferreira, 2019), que podem predispor a contaminacfes de multiplicacdo
rapida, manutengdo de patdgenos e deteriorantes no ambiente industrial, maior disseminagédo
dos micro-organismos e altera¢cdes no comportamento dos fermentos laticos, como a reducéo
do tempo para o caimento do pH (Fox e Guinee, 2013).

Grande parte dos estudos microbioldgicos sobre queijos sdo focados em produtos
prontos para o consumo, ao final do processo de producdo ou mesmo ja expostos a venda
(Allaion et al., 2021). Considerando a complexidade de etapas no processo produtivo ha,
portanto, a necessidade de maiores elucidacdes sobre os potenciais pontos de contaminacao
dentro do fluxo industrial ou onde falhas tecnologicas podem comprometer a qualidade e/ou a
seguranca para o consumo (Fusco, Chieffi e Angelis, 2022), além de estudos em regides de
clima tropical que podem influenciar na microbiota contaminante e autoctone dos queijos
(Ribeiro Junior et al., 2019).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a qualidade e seguranca microbiologica
do queijo mucarela em diferentes etapas do processo de fabricacdo em um laticinio do norte
do Brasil, no estado do Tocantins, de modo a identificar os possiveis pontos criticos de
incorporacdo de contaminantes ambientais nas linhas de processamento e posteriormente
fundamentar a revisdo dos programas de autocontrole para laticinios em regiGes de clima

tropical.

MATERIAL E METODOS
O estudo foi conduzido de agosto a dezembro de 2022 em uma unidade de

beneficiamento de produtos lacteos localizada no perimetro periurbano no municipio de
Augustinopolis, regido norte de estado do Tocantins, Brasil. A industria esta registrada no
Servico de Inspecdo Federal (SIF) vinculado ao Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) com capacidade instalada de recepcdo de 120.00 litros/dia e produz
queijo mugcarela, queijo prato, queijo de coalho, manteiga de primeira qualidade, creme de
leite de uso industrial e creme de leite de uso industrial.

Foram coletadas sete amostras em cinco repeticdes (lote 1 a 5) em dias distintos em
diferentes pontos da linha de producdo: leite cru refrigerado, leite pasteurizado, massa de

gueijo em inicio de fermentacdo, massa de queijo fermentada, massa filada, queijo embalado
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(2 amostras). Para manter a correspondéncia entre as amostras de cada lote, a repeticéo foi
acompanhada durante todo o processo de producao, totalizando 52 horas.

As coletas foram realizadas de forma asséptica e em frascos estéreis. As amostras
finais de queijo mugarela pronto para o consumo foram coletadas na embalagem primaria do
laticinio, seguindo-se o fluxograma normal de producdo. Todas as amostras foram
encaminhadas sob refrigeracdo (4 a 7°C) ao Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos da
Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal do Norte do Tocantins,
onde foram imediatamente avaliadas.

Uma amostra de queijo de cada lote foi mantida em sua embalagem original e mantida
em refrigeracdo (+4°C) por 120 dias para avaliagdo da shelf life, seguindo as especifica¢des
indicadas no rotulo do fabricante.

Aliquotas representativas de 25 mL/g de cada amostra foram homogeneizadas com
225 mL de 4gua peptonada tamponada (Acumedia, Baltimore, Estados Unidos) e outra
aliquota de mesmo volume/peso com caldo Half-Fraser (Acumedia) para pré-enriquecimento
de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, respectivamente. Os demais procedimentos
para a pesquisa desses dois patogenos foram realizados conforme os métodos do International
Organization for Standardization (ISO) ISO 6579:2002/Amd 1:2007 e 11290-1:1996/Amd
1:2004, respectivamente, ambos modificados com a inclusdo de confirmacdo de género e/ou
espécie dos isolados sugestivos em placas nas PCRs referenciadas na Tabela 1.

A partir da diluicio 10 descrita anteriormente, foram realizadas diluicbes decimais e
seriadas em solucdo salina peptonada e inoculadas em placas para quantificacdo de aerobios
mesodfilos por semeadura em profundidade (Morton, 2001), psicrotroficos em superficie
(FRANK; YOUSEF, 2004), coliformes a 30°C e E. coli em Compact Dry® EC e
enterobactérias no Compact Dry® ETB (Nissui Pharmaceutical Co., Ltd., Tokyo, Jap&o),
conforme as recomendacdes do fabricante. Os estafilococos totais foram quantificados pelo
método recomendado pela 1SO 6888-1:1999/Amd 1:2003. Entre os totais, foram
diferenciados os estafilococos coagulase positiva (ECP) pela prova da coagulase realizada
conforme Silva et al. (2005).

Os isolados de E. coli foram recuperados em caldo BHI (HiMedia, Mumbai, India) e
submetidos a extracdo de DNA conforme Ribeiro Junior et al. (2016). Foram pesquisados 0S
fatores de viruléncia codificados pelos genes eaeA, CVD432, LT, ST, stxl, stx2 e ipaH
(Aranda et al., 2004), apresentados na Tabela 1, para confirmacédo de E. coli enteropatogénica
(EPEC), enteroagregativa (EAEC), enterotoxigénica (ETEC), produtora de toxina shiga

(STEC) e enteroinvasiva (EIEC). A caracterizacdo de E. coli enterohemorragica (EHEC) foi
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realizada pela positividade simultanea aos genes que codificam STEC e EPEC (Paton e Paton,
1998).

Para realizacdo de todas as PCR, os produtos da extracdo de DNA foram aplicados (=
50ng) em reacdes de PCRs com volume final de 25 pL, com constituicdo previamente
descrita no protocolo utilizado por Ribeiro Junior et al. (2016). As condi¢des de amplificacdo
de cada ensaio foram realizadas integralmente conforme os protocolos citados na Tabela 1.

As andlises estatisticas foram realizadas considerando o delineamento em blocos
casualizados. Por ndo seguirem as premissas de normalidade e homoscedasticidade, os dados
foram submetidos a analise de variancia para dados ndo paramétricos, pelo teste de Kruskal-
Wallis (Kruskal e Wallis, 1952) e a diferenca entre as médias foi analisada pelo teste de
Nemenyi a 5% de probabilidade no software SAS (Nemenyi, 1963).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados médios das contagens de micro-organismos indicadores da qualidade

nos diferentes lotes em cada uma das etapas de fabricacdo estdo apresentados na Tabela 2. Foi
possivel observar que o leite cru refrigerado avaliado pelo presente trabalho, coletado no silo
de armazenamento a granel do laticinio, apresentava baixa qualidade microbiol6gica, com
contagens totais superiores a 108 UFC/mL. A legislacio brasileira estabelece o limite de 9 x
10° UFC/mL para o leite cru refrigerado de conjunto, em pool de armazenamento (Brasil,
2018b). Dessa forma, todos os cinco lotes de leite cru refrigerado avaliados pelo presente
trabalho estavam em desconformidade com o padrdo legal.

Sabe-se que a qualidade microbioldgica do leite cru tem influéncia direta na shelf life e
potencial tecnoldgico do leite pasteurizado (Ribeiro Junior et al., 2019), principalmente em
decorréncia do potencial da microbiota contaminante em alterar o metabolismo sacarolitico
meso6filo para proteolitico e/ou lipolitico em condigdo psicrotrofica (Samarzija et al., 2012;
Ribeiro Junior et al., 2018; Yuan et al., 2019). A quantidade de psicrotroficos deteriorantes do
leite estd diretamente relacionada com a ocorréncia de problemas tecnolégico no leite fluido
(Yuan et al., 2019) e derivados (Barbano et al., 2006; Ho et al., 2016).

No presente trabalho, apesar da pasteurizacdo do leite cru ter reduzido as contagens de
psicrotréficos significativamente (p < 0,05), em valores proximos a 107 UFC/mL, é esperado
que problemas tecnolégicos decorrentes da proteoldlise e lipdlise, como a ocorréncia de sabor
amargo e rancificacdo hidrolitica, respectivamente, venham a comprometer a qualidade do
queijo mucarela uma vez que sdo enzimas microbianas termorresistentes (Gasparini et al.,
2020; Santana et al., 2020).



55

Foi observado também que enterobactérias representavam 11,35% da contaminagédo
total do leite cru (Tabela 2), indicando que outras fontes ndo ambientais poderiam ter entrado
em contato com o leite. Sabe-se que o leite cru pode ser contaminado por agua residual de
lavagem de utensilios de ordenha, superficie do teto, trés primeiros jatos de leite, superficies
de tanques de resfriamento e caminhd@es de transporte mal higienizados, entre outras, como ja
levantado no Brasil em condi¢6es de produgdo semelhantes a regido norte do Tocantins (Silva
etal., 2011).

O efeito significativo da pasteurizacdo do leite cru também foi observado com relacéo
aos contaminantes Gram-negativos, pertencentes a familia Enterobacteriacea. As elevadas
contagens desses micro-organismos e 0s seus subgrupos (coliformes totais e E. coli) no leite
cru foram reduzidos a contagens praticamente indetectaveis no leite pasteurizado. No Brasil, é
previsto que o leite pasteurizado deve apresentar contagens indetectaveis imediatamente na
saida do pasteurizador (Brasil, 2018a). As baixas contagens de enterobactérias, coliformes
totais e E. coli observadas no leite pasteurizado podem estar relacionadas a contaminagéo
ambiental no momento da amostragem, uma vez que a pasteurizacdo como ponto critico de
controle (PPC) bioldgico é monitorada constantemente pelos instrumentos (termorregulador,
valvula de derivacdo e termorregistrador) e pelo perfil enzimatico (fosfatase alcalina e
peroxidase), sem nenhum desvio ao limite critico registrado durante a realizagao das coletas.

A pasteurizagdo também foi capaz de reduzir em 99,45% a média das contagens totais
de micro-organismos (2,78x108 para 1,52x10® UFC/mL), indicando que termoduricos
representavam apenas 0,55% da microbiota do leite cru avaliado (Tabela 2). Apesar do baixo
percentual da microbiota resistente a pasteurizacdo, os valores expressivos da contaminagdo
do leite cru levaram a média de 1,52 (+2,05) x 10° UFC/mL de aer6bios mesofilos no leite
pasteurizado, valores superiores a 8,0x10* UFC/mL ja previsto no Brasil para leite
pasteurizado (Brasil, 2011).

Ao acondicionar os lotes de leite pasteurizado nas cubas de coagulacédo e adicionar o
fermento latico e coalho enzimatico, no entanto, foram observadas elevadas contagens de
micro-organismos, sobretudo os indicadores de contaminacdo ambiental (enterobactérias e
coliformes totais) e de contaminacgéo fecal (E. coli), conforme pode ser observado na Tabela
2. As médias de enterobactérias elevaram-se de 4,20 no leite pasteurizado para 1,16 x 10’
UFC/mL na massa pré-fermentacdo, assim como coliformes totais e E. coli elevaram-se na
ordem de 10° UFC/mL. Como a massa lactea ainda ndo tinha sido fermentada e por
enterobactérias representarem 41,4% das contagens microbioldgicas totais (Tabela 2), fontes

de contaminacdo ambiental e fecal precisam ser detectadas e controladas nessa etapa para
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minimizar a possivel presenca de enteropatdgenos, principalmente pelo fato da contaminagéo
ser no ambiente industrial e o PCC bioldgico (pasteurizacdo) ja ter sido ultrapassado no
fluxograma de producao.

A fermentacdo da massa lactea com os cultivos microbioldgicos de bactérias acido
laticas, nas amostras do presente trabalho compostas de cultura termofilica liofilizada de
cepas mistas de Streptococcus salivarius subsp. thermophilus, Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Lactobacillus helveticus (Elian Comércio de Insumos Para Alimentos
LTDA - ME, Vila Velha, ES, Brasil) é fundamental para que ocorra o caimento do pH para
niveis inferiores a 5,4. Apesar de sabidamente esses cultivos iniciadores serem produtores de
bacteriocinas, perdxidos e &cidos, que podem limitar a multiplicagdo de outros micro-
organismos (Ortolani et al., 2010; Panebianco et al., 2021), no presente trabalho foi observado
que apesar da quantificacio total de bactérias ter aumentado de 2,8 x 107 para 7,83 x 10
UFC/g (Tabela 2), também foi observado o aumento de indicadores de contaminagdo
ambiental, principalmente os coliformes totais que aumentaram de 4,53 x 10 na massa pré-
fermentac&o para 4 x 108 UFC/g apds o processo de caimento do pH. Isso reforga o observado
em relacdo a contaminacdo ambiental incorporada ap0s a pasteurizacdo e anteriormente a
fermentacao.

A etapa da filagem, por sua vez, atuou significativamente para a reducdo das
contagens microbioldgicas de todos 0s grupos de micro-organismos indicadores quantificados
pelo presente estudo. As reducgdes foram de 99,97%, 55,86%, 99,99%, 99,99% e 98,92% para
aerobios mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias, coliformes totais e E. coli,
respectivamente, conforme pode ser observado na Tabela 2.

Como etapa mecanicamente executada com aquecimento da massa a =58-60°C por
contato direto com agua a ~70°-80°C (Fox e Guinee, 2013), foi observado efeito significativo
desse aquecimento para a melhoria da qualidade microbiologica do produto. A filagem atuou,
portanto, como ponto de controle de contaminantes ap6s a pasteurizacao do leite, coagulagédo
e fermentacdo da massa. Apesar de ndo ser uma etapa com potencial de conferir a seguranca
microbiologica como é a pasteurizacdo (Nobili et al., 2016), essa etapa apresentou-se como
uma importante ferramenta para colaborar na qualidade do produto final.

Assim como na filagem, a salmoura das pecas de mucarela por imersao por 20 horas a
8°C em concentragdo de cloreto de sddio de 20% (m/v), também demonstrou efeito na
reducdo da contaminagdo para todos os grupos de indicadores pesquisados, sendo as reducdes
percentuais de 55,21, 85,71, 99,95, 99,95, 71,42, 99,26% para aerobios mesofilos,

psicrotroficos, enterobacteérias, coliformes totais, E. coli e ECP respectivamente.
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Sabidamente, os micro-organismos da familia Enterobacteriaceae apresentam pouca
tolerancia a altas concentracfes de sal (Spano et al., 2003). Como aditivo ao sal, algumas
industrias utilizam natamicina na salmoura, conforme € permitido pela legislacdo brasileira
(Brasil, 1997). N&o era o caso da industria onde o presente trabalho foi conduzido. Dessa
forma, a reducdo dos indicadores avaliados pelo presente trabalho na salmoura representa
somente o efeito da concentracéo de sal.

Apo6s o periodo de 120 dias de shelf life foi observado aumento das contagens de
micro-organismos, esperado pelo armazenamento do produto. Apesar disso, esse aumento ndo
foi significativo em relacdo ao produto imediatamente ap6s a producdo (p > 0,05). Como o
armazenamento foi realizado de 4 a 7°C, conforme as recomendacbes do fabricante (até
10°C), era esperado predominio de psicrotroficos, o que ndo foi observado, provavelmente
relacionado a cultura starter ser predominantemente mesofila.

Tanto o produto recém fabricado quanto os mesmos lotes de queijo ap6s o periodo de
shelf life apresentam conformidade com os padrdes microbioldgicos de qualidade para o
comércio e para a industria, previstos na Portaria n°® 161 de 2022 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Brasil, 2022) e na Portaria n°® 364 de 1997 do Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) (Brasil, 1997).

A legislacdo que regulamenta a qualidade dos alimentos no comércio, da ANVISA
(Brasil, 2022), determina que queijos devem apresentar, no maximo, contagem de ECP e E.
coli em 10% UFC/g, além de outros grupos de micro-organismos nio avaliados pelo presente
estudo. A legislacdo do MAPA, em concordancia, também determina o0 maximo de ECP em
10% UFC/qg e coliformes totais de 5 x 10° UFC/g. Conforme pode ser observado na Tabela 2,
as amostras apresentaram-se em conformidade com os padrfes quantitativos de micro-
organismos indicadores determinados no Brasil.

Ambas as legislacdes também determinam, qualitativamente, que o0 queijo mugcarela
deve apresentar auséncia de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (Brasil, 1997; 2022).
No entanto, conforme pode ser observado na Tabela 3, foi possivel confirmar Salmonella spp.
no ensaio biomolecular género-especifico em 37,88% dos 66 isolados sugestivos recuperados
do produto apo6s a salmoura e imediatamente apos a embalagem priméaria. Os 25 isolados
sugestivos confirmados como Salmonella spp. nas pecas de mucarela apds a salmoura foram
recuperados de dois dos cinco lotes de queijo avaliados. O isolamento desse patdgeno em
queijo mugarela também j& foi relatado por outros trabalhos (Serrainon et al., 2012; Cunha
Neto et al., 2020).
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No entanto, nenhum isolado positivo para Salmonella spp. foi recuperado do produto
apos a shelf life. Dessa forma, € possivel que a atividade antagonista do fermento latico
utilizado na producdo tenha tido efeito positivo para tornar esse patdgeno indetectavel no
produto final (Campagnollo et al., 2022).

Em concordancia com o observado nas contagens de indicadores microbioldgicos, foi
possivel identificar enteropatégenos como E. coli e Salmonella spp. durante o fluxograma de
producdo dos lotes a partir da coagulacéo do leite apds a pasteurizacao.

O efeito da pasteurizacdo para a eliminacdo desses patdgenos presentes no leite cru
também foi observado. No entanto, a contaminacdo ambiental e de origem fecal apos a
pasteurizagdo demonstrou-se também como um fator determinante para a inclusdo de E. coli
diarreiogénica, sendo detectadas estirpes enteropatogénicas (EPEC) e enteroagregativa
(EAEC). Isolados de E. coli patogénica também foram identificados no leite cru, mas ndo
foram recuperados no leite pasteurizado (Tabela 3). Deficiéncias de higiene operacional,
ambiental e dos manipuladores apds a pasteurizagdo podem, portanto, comprometer tanto a
qualidade quanto a seguranca apds o processo de pasteurizacdo (Pal et al., 2016).

Apos a filagem, por sua vez, nenhuma cepa de E. coli, comensal ou patogénica, foi
identificada nas pecas de mucarela. No entanto, tanto Salmonella spp. quanto L.
monocytogenes foram detectadas apds essa etapa, reforcando que a filagem ndo tem
efetividade para proporcionar seguranca microbioldgica apesar de ter apresentado efeito
percentual expressivo nas quantificagdes microbioldgicas. Apesar da ndo recuperacdo de E.
coli nas amostras apos a filagem, o estudo de Nobili et al. (2016) verificou que a STEC
quando presente no leite cru, que ndo foi pasteurizado, pode permanecer viavel ap6s todo o
processo de producdo de mucarela, inclusive quando a agua da filagem é realizada em
temperatura ainda superior (= 95°C) a utilizada no local de realizagao desse estudo (= 80°C).

L. monocytogenes foi detectada somente apos a etapa de fermentacdo da massa. Essa
fermentacdo inicia por 4 horas com a massa imersa em soro, para conservagao da temperatura
acelerando a multiplicacdo das bactérias acido laticas, e posteriormente transfere-se para
mesas de fermentacdo por 1 hora em temperatura ambiente, que na regido e época das coletas
chegou 38°C. O procedimento é realizado sobre mesas de aco inoxidavel lavadas apds cada
uso. Sabe-se, no entanto, que L. monocytogenes e outros patdgenos podem apresentar
capacidade de formacédo de biofilmes, resistindo a procedimentos de higiene operacional de
superficies de equipamentos e instalacbes de laticinios e outras fabricas de alimentos
(Almeida et al., 2013; Gérard et al., 2018; Di Ciccio et al., 2022). Potencialmente a cuba onde

a massa fica imersa em soro, bem como as mesas de fermentagcdo podem ter sido os pontos de
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contaminacdo da massa por esse patdgeno que, inclusive, permaneceu detectavel apds a etapa
de filagem, assim como Salmonella spp.

Apols a salmoura, no entanto, nenhum isolado de L. monocytogenes ou E. coli
diarreiogénica foi recuperado, no entanto, ainda foi possivel isolar Salmonella spp. apds a
salmoura e isolados ndo diarreiogénicos de E. coli, indicando condi¢fes de manutencéo da
viabilidade de enteropatgenos.

Essa viabilidade, inclusive, foi verificada na recuperacdo de L. monocytogenes em
uma das cinco pecas de mucarela apds 120 dias de armazenamento sob refrigeracdo. Apds a
salmoura, as pecas eram acondicionadas em camaras frias para a secagem e posterior
embalagem primaria. Dessa forma, é possivel que as amostras tenham sido contaminadas por
L. monocytogenes nas estantes de secagem. Pelo fato desse micro-organismo ter a capacidade
psicrotrofica, é possivel que ocorreu multiplicacdo do patdégeno no produto apds o periodo de
armazenamento tornando possivel a deteccdo do patdgeno ap6s 120 dias a 4°C.

Apos esse periodo de shelf life, no entanto, nenhum isolado de Salmonella spp. ou E.
coli (comensal ou diarreiogénica) foi identificada no produto, podendo ter ocorrido uma agédo
antagonista especifica para Gram-negativos por parte dos fermentos laticos atraves da sintese
de peptideos antimicrobianos e seus subprodutos bioquimicos (Volzing et al., 2013), acdo a
qual ndo foi observada para L. monocytogenes. A ocorréncia desse patégeno em queijos foi
recentemente descrita como a causa de um surto de doenca transmitida por alimentos em
diversos estados dos Estados Unidos (Palacios et al., 2022).

Na Tabela 4 estdo apresentados os resultados da caracterizacdo biomolecular do
potencial enterotoxigénico dos ECP. Foi possivel verificar que no leite cru avaliado pelo
presente trabalho diversos isolados apresentaram o potencial de sintetizar enterotoxinas
estafilococicas (B, C e D), toxina esfoliativa B e toxina do choque téxico, além da resisténcia
a meticilina (potencialmente um Staphylococcus aureus - MRSA).

Apesar do potencial toxigénico ter sido identificado, ndo é possivel afirmar que os
queijos e/ou leite cru apresentavam risco ao consumo, uma vez que o potencial genético para
a producgéo de toxinas ndo determina, por si, a presenca desses metabolitos (Babic et al., 2019;
Dai et al.,, 2019). Tanto que, a legislacdo brasileira mais recente determina a pesquisa e
quantificacdo das toxinas estafilococicas em substituicdo as contagens de ECP (Brasil, 2022).
Ainda, a ocorréncia de surtos de intoxicacdes por metabdlitos de ECP também é frequente (Le
etal., 2021).

Apesar dessa limitacdo analitica para se determinar o risco ao consumo dos queijos

mucarela, no presente trabalho foi possivel verificar que a pasteurizacdo eliminou todos 0s
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isolados de ECP toxigénicos do leite cru. No entanto, assim como enterobactérias, coliformes
totais e E. coli, a recontaminacdo do produto por ECP ja foi observada desde a coagulacdo da
massa anteriormente a fermentacdo, inclusive com isolados potencialmente produtores de
enterotoxina estafilocdcica B (seB) e do choque toxico (tst). Foi verificado também que esses
ECP toxigénicos permaneceram viaveis apos a etapa de fermentacdo, entdo reduzidos a niveis
indetectaveis no queijo apds a filagem, havendo posterior detecgdo no produto final com
isolados potencialmente produtores de toxina esfoliativa (eta) e de toxina-1 da sindrome do
choque tdxico (tst). Apos a salmoura foi novamente identificada a presenca de um isolado de
ECP toxigénico, potencialmente produtor de toxina esfoliativa A e simultaneamente a toxina
do choque toxico (Tabela 4), isolado ja ndo identificado nas pecas de mugcarela apos a shelf
life.

Dessa forma, como micro-organismos indicadores da qualidade higiénico sanitaria da
manipulacdo (Bencardino et al., 2021) os ECP tanto nas contagens (Tabela 2) quanto no
potencial toxigénico (Tabela 4) apresentaram etapas criticas para a recontamina¢do durante o

fluxograma de producdo, como na coagulagcao/separacdo do soro e na salmoura por imerséo.

CONCLUSAO
A pasteurizagdo foi suficiente para eliminar todos perigos microbioldgicos do leite cru

para a producao de queijos, mesmo com leite cru de alta contaminacdo. A filagem da massa
acidificada também pode atuar significativamente para a reducdo de micro-organismos no
fluxograma de producgdo da mucarela, mas, por si s6, ndo é capaz de tornar o produto seguro
para consumo. Outras etapas do processo tecnolégico de produgdo, como a
coagulacdo/dessoragem e a salmoura por imersdo, podem apresentar potencial de
recontaminar o queijo mugcarela por contaminantes ambientais, da manipulacdo, por
enteropatdgenos e psicrotroficos patogénicos.

E fundamental que laticinios que atuam na regido de clima tropical do Brasil atuem de
forma incisiva na promocdo da melhoria da qualidade do leite cru refrigerado dos seus
produtores e revisem seus planos de autocontrole no ambiente industrial, principalmente os
procedimentos de higiene operacional das instalacdes e equipamentos para aumento da
qualidade dos queijos e para minimizar o risco da ocorréncia de perigos microbiologicos para

a salide dos consumidores.
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Tabela 1. Primers e referencias utilizadas para identificacdo e caracterizagdo molecular isolados sugestivos de

patégenos isolados de queijos mucarela em diferentes etapas de fabricacéo.

Micro-organismo

Gene

Primers (5°-3°)

Referéncia

Salmonella spp.

invA

GTGAAATTATCGCCACGTTCG

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

Shanmugasamy et al. (2011)

Staphylococcus
coagulase positiva

mecA

ACTGCTATCCACCCTCAAAC

CTGGTGAAGTTGTAAT

tst

ACCCCTGTTCCCTTATCATC

TTTTCAGTATTTGTAACGCC

eta

GCAGGTGTTGATTTAGCATT

AGATGTCCCTATTTTTGCTG

etb

ACAAGCAAAAGAATACAGCG

GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG

sea

ACCCCTGTTCCCTTATCATC

TTTTCAGTATTTGTAACGCC

seb

GCAGGTGTTGATTTAGCATT

AGATGTCCCTATTTTTGCTG

sec

ACAAGCAAAAGAATACAGCG

GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG

sed

ACCCCTGTTCCCTTATCATC

TTTTCAGTATTTGTAACGCC

see

GCAGGTGTTGATTTAGCATT

AGATGTCCCTATTTTTGCTG

Mehrotra et al. (2000)

Escherichia coli

eaeA

GACCCGGCACAAGCATAAGC

CCACCTGCAGCAACAAGAGG

stx1

ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC

AGAACGCCCACTGAGATCATC

Stx2

GGCACTGTCTGAAACTGCTCC

TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

Paton e Paton (1998)

CvD

CTGGCGAAAGACTGTATCAT

CAATGTATAGAAATCCGCTGTT

LT

GGCGACAGATTATACCGTGC

CGGTCTCTATATTCCCTGTT

ST

ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT

CACCCGGTACARGCAGGATT

ipaH

GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATA

GCCGGTCAGCCACCCTCTGA

Aranda et al. (2004)

Listeria monocytogenes

Imo0733

CGCAAGAAGAAATTGCCATC

TCCGCGTTAGAAAAATTCCA

Liu et al. (2004)
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Tabela 2. Contagens médias de micro-organismos indicadores da qualidade de cinco lotes de queijos mugarela produzidos no norte do Tocantins no periodo de setembro a

novembro de 2021 ao longo de cada etapa do processamento industrial e apds 120 dias de shelf life

. . ) . . ) o ~ Staphylococcus Staphylococcus
Aerobios mesofilos  Psicrotréficos  Enterobactérias Coliformes a 30°C  Escherichia coli

Amostra (UFC/g/mL) (UFC/g/mL) (UFC/g/mL) (UFC/g/mL) (UFC/g/mL) totals coagulase positiva
(UFC/g/mL) (UFC/g/mL)
Leite cru 2,78 x 108%™ 1,19 x 107 3,16 x 10" 3,46 x 10"™ 2,08 x 10°™ 1,19 x 107 3,26 x 10%
Leite pasteurizado 1,52 x 10%™ 5P 4,2m 5ns 1 2,29 x 10%° < 10°
Massa pré-fermentacio 2,80 x 107™ 5x10% 1,16 x 107" 5,11 x 10%™ 8,74 x10°" 6,79 x 10% 2,03 x 10%
Massa fermentada 7,83 x 101t 1,11x10%® 2,02 x 108 2 x 108 5,60 x103% 4,32 x 10% 1,36 x 10%
Massa filada 2,30 x 108™ 4,9 x10% 2,03 x 104 2,01 x 104 7 x101s 1,66 x 10% <10°
Produto Final pos salga 1,03 x 108 7 x10%° 8,20™ 1 x 10%s 2 x10%s 5,85 x 10% 7,44 x 10%
Shelf life 2 x 1010m 1,88x10% 2,4 x 101 2,06 x 10" 1 x10tms 2,52 x 10°® 5,86 x 102

Valores seguidos por ™ ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo
teste de Nemenyi a 5% de probabilidade.
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Tabela 3. Resultados de reagdes de PCR para identificacdo de Salmonella spp. e Listeria monocytogenes e caracterizacdo biomolecular de fatores de viruléncia de Escherichia

coli diarreiogénica de isolados sugestivos recuperados de cinco lotes de leite durante o fluxograma de producéo e shelf life de mugarela produzida por laticinio da regido norte

do Tocantins, Brasil, no periodo de novembro de 2021 a margo de 2022.

Escherichia coli diarregiogénica*

Salmonella spp. Listeria monocytogenes

Etapa EPEC STEC EHEC EAEC EIEC ETEC

n n (%) positivos  n n (%) positivos n n (%) positivos " (%) n-((.’/o) " (%) " (%) " (%)

positivos  positivos  positivos  positivos  positivos

Leite cru 142 77 (54,23 75 0" 58 9 (15,52)™ oS 0" 5(8,62) 2 (3,35)™ 0"
Leite pasteurizado 0 (0 40 o™ 0 Ons Qs ons o o™ (Ol
Massa pré-fermentacéo 44 7 (15,91)° 60 o™ 18 6 (33,33)™ Qs ons 4 (22,22)™ o™ o™
Massa fermentada 54 7 (12,96)° 61 4 (6,56)™ 16 5 (31,25)™ Qs ons 2 (12,5)™ o™ o™
Massa filada 39 9 (23,08)® 38 3(7,89)™ 13 ons ons o o o ons
Produto Final (pos salga) 66 25 (37,88)° 30 Ons 6 o Qs o o o™ o
Shelf life 60 0° 62 8 (12,90)™ 0 o ons o o o o
Total 405 125 (30,87)> 366 15 (1,37)™ 111 20 (18,01)™ ons o 11 (9,9 2(1,8)™ ors

* Escherichia coli enteropatogénica (EPEC); produtora de toxina shiga (STEC); enterohemorragica (EHEC); enteroagregativa (EAEC); enteroinvasiva (EIEC); e,
enterotoxigénica (ETEC). Valores seguidos por ™ ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Porcentagens seguidas por letras diferentes na mesma

coluna diferem entre si pelo teste de Nemenyi a 5% de probabilidade.



74

Tabela 4. Caracterizagdo molecular do potencial de producéo de enterotoxinas estafilocdcicas A a E (gene seA a seE), toxina do choque tdxico (tst), toxinas esfoliativas A e B
(etA e etB) e resisténcia a meticilina (mecA) de Staphylococcus coagulase positiva isolados de cinco lotes de queijo mucarela ao longo de cada etapa do fluxograma de

produgdo e shelf life em um laticinio da regido norte do Tocantins, Brasil, no periodo novembro de 2021 a margo de 2022.

seA seB seC seD seE tst etA etB mecA
Etapa N° isolados N° (%)
positivos n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Leite cru 35 20 (57,14) 0 4(11,43) 2(571) 1(2,86) 0 9 (25,71) 0 1(2,85) 3(8,57)
Leite pasteurizado 0 o° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Massa pré-fermentacéo 3 3(100,00)° 0 1(33,3) 0 0 0 2 (66,67) 0 0 0
Massa fermentada 6 6 (100,00)%® 0 1 (16,67) 0 0 0 5 (83,33) 0 0 0
Massa filada 0 0o° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Produto Final (pés salga) 1 2 (100,00)° 0 0 0 0 0 1 (100) 1 (100) 0 0
Shelf life 0 0o° 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 45 31 (68,89) 0 6(13,33) 2(444) 1(222 0 17(37,77) 1(222) 1(2,22) 3 (6,66)

Valores seguidos por ™ ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis a 5% de probabilidade. Porcentagens seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si
pelo teste de Nemenyi a 5% de probabilidade.
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3 CAPITULO 11l - CONSIDERACOES FINAIS

O leite cru refrigerado recepcionado pela industria ndo atendeu ao critério
microbioldgico legal em nenhum dos lotes amostrados. A enumeragdo de micro-organismos
potencialmente proteoliticos ou lipoliticos (psicrotréficos), além de bactérias toxigénicas,
possui 0 potencial de comprometer a qualidade do leite mesmo que este seja eficientemente
pasteurizado. Neste sentido, ha de se considerar medidas de mitigacdo da contaminacdo da
matéria-prima tendo em vista que a qualidade microbiol6gica do leite cru afeta diretamente o
rendimento, o processo de produgdo bem como o produto final.

E imperativo que haja educacdo continuada aos fornecedores de leite para boas
praticas agropecudrias, principalmente relativas a higiene de ordenha bem como dos
equipamentos e utensilios, controle da salude de manipuladores e animais e controle
temperatura de refrigeracdo. O tempo transcorrido entre as coletas de leite cru refrigerado nas
propriedades leiteiras deve ser reavaliado para otimizagdo das rotas e diminuicdo. Tais
medidas visam a producdo de uma matéria-prima de qualidade e que atenda os parametros
legais gerando maior rentabilidade para a cadeia produtiva como um todo.

O processo de pasteurizacdo foi eficiente para eliminacdo dos perigos
microbioldgicos, entretanto houve recontaminacdo durante as etapas de producdo do queijo.
Coagulacdo, fermentacdo, secagem/embalagem (analisadas conjuntamente) sédo pontos de
incorporacdo de bactérias deteriorantes e patogénicas, todavia, o processo de filagem, que
utiliza um bindmio tempo/temperatura elevado, demonstrou expressiva capacidade de
controle microbioldgico.

A enumeragdo de micro-organismos indicadores e patogénicos no produto final logo
apos processamento bem como nas amostras do shelf life, além da detec¢do por ensaio de
PCR de Salmonella spp. (dois lotes no produtos final), Staphylococcus coagulase positiva (um
lote no produto final), Listeria monocytogenes (um lote no shelf life) configura-se como perda
de qualidade do produto e perigo a satde do consumidor.

Atuam como pontos criticos de controle para contaminacdo bioldgica no processo de
producdo de queijo mucarela, o controle de temperatura (pasteurizacao, fermentacéo, filagem,
salga, secagem e estocagem), a higiene de equipamentos, utensilios e ambiente industrial, o
monitoramento da saude dos colaboradores e 0s procedimentos sanitarios operacionais. Neste
sentido, o sistema de gestdo da qualidade e seguranca dos alimentos deve reavaliar os
processos que apresentaram desvio para implantacdo de medicas corretivas eficientes, com
base em BPA, BPF e APPCC.
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Diante dos resultados encontrados foram indicadas as seguintes medidas corretivas a
serem implantadas na inddstria: intensificar a implantacdo do Plano de Qualificacdo dos
produtores de Leite (PQFL); otimizar rotas de transporte de leite cru refrigerado para
diminuigdo do tempo entre ordenhas e coletas; verificar permanentemente a limpeza e
sanitizacdo de equipamentos de ordenha, tanques de resfriamento e caminhdes de transporte;
treinar periodicamente todos os colaboradores sobre BPF; ndo utilizar diaristas sem vinculo
com a empresa nas areas de producdo (fato constatado durante as coletas); determinar paradas
obrigatorias para limpeza e sanitizacdo de equipamentos e utensilios entre os turnos de
producgdo; monitorar a limpeza e sanitizacdo de equipamentos e utensilios entre os lotes de
produgéo (ndo conformidade constatada durante as coletas), bem como o uso correto de
produtos de quimicos destinados a essa finalidade; monitorar, via laboratorio externo a
efetividade dos procedimentos de limpeza e sanitizacdo de equipamentos e méaos de
colaboradores através de andalise microbiolégica por amostragem mensal; monitorar
trimestralmente, via analise fisico-quimica e microbiologica, a conformidade do shelf life com

0 RTIQ do respectivo produto.



APENDICE A - FLUXOGRAMA DE PRODUCAO E PONTOS DE COLETA
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Recepcao de leite cru

Ponto de coleta 01

v

Pré - Filtracdo

v

Resfriamento

v

Baldo de estocagem

v

Clarificacao

v

Pasteurizacéo

Ponto de coleta 02

v

Adicdo de ingredientes

S

v

Coagulagéo

v

Corte

v

Aqguecimento

v

Mexedura

v

Pré prensagem

Ponto de coleta 03

v

Filagem /Moldagem

Ponto de coleta 04

v

Salga

Ponto de coleta 05

v

Secagem

v

Embalagem

v

Estocagem

Ponto de coleta 06

e shelf life
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