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RESUMO

SBAMPATO-MENDONCA, C. G. Influéncia da presenca de residuos de
antibiéticos nos aspectos tecnolégicos e nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do queijo prato. 2003. 87 p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) ~ Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Esse trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos da presenga de trés
antibidticos de grande utilizag#o terapéutica nas préticas veterinérias (penicilina,
estreptomicina e tetraciclina) sobre os aspectos tecnologicos de fabricagéo,
desenvolvimento do fermento ldtico, nas caracteristicas fisico-quimicas e na
microbiota do queijo prato e avaliar a transi¢io dos residuos presentes no leite
para o queijo € sua permanéncia durante o periodo de maturag@o. Apés analises
fisico-quimicas, o leite destinado a fabricag#o dos queijos foi dividido em quatro
fragcdes e adicionado dos antibidticos, sendo que em uma das fragdes nenhum
medicamento foi adicionado, constituindo-se do tratamento controle. O
experimento foi conduzido em duas etapas: o leite foi encaminhado & fabricagfio
dos queijos prato e posteriores anlises do soro e do queijo durante o periodo de
maturacdo. Pode-se observar que, nas concentragdes utilizadas, a presenga de
residuos dos trés antibidticos em estudo afetou negativamente = qualidade dos
queijos. Nos queijos contendo residuos, houve queda no rendimento e atraso na
coagulagdo, tendo sido a penicilina o antibiético que mais afetou o rendimento
causando perdas del3,60%; em relag@o ao tempo de coagula¢do, o maior atraso
foi observado para a tetraciclina. Ocorreram alteragdes no pH dos queijos
levando a um grande desenvolvimento de microrganismos indesejaveis e
redugiio no desenvolvimento do fermento litico. Os queijos fabricados com leite
contendo residuos dos antibi6ticos utilizados apresentaram menores indices de
extensdo e profundidade de maturagdo e teores de tirosina e triptofano inferiores
aos do tratamento controle em todo o periodo de maturagdio. A maior parte dos
residuos do leite passou para o soro; as porcentagens de transi¢do foram de
91,5%, 90,35% e 95% para penicilina, estreptomicina e tetraciclina,
respectivamente e a quantidade presente nos queijos reduziu durante o periodo
de maturagio. Os resultados obtidos permitem concluir que a presenga de
residuos nas concentrag3es utilizadas torna o queijo impréprio para consumo e
altera as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do queijo, causando
prejuizos para a indistria. Outro fato preocupante observado foi a grande
quantidade de residuos presente no soro, visto que o mesmo é utilizado na
fabrica¢do de vérios produtos, o que coloca em risco a satide do consumidor.

*Comité Orientador: Luiz Ronaldo de Abreu — UFLA (Orientador)
Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA



ABSTRACT

SBAMPATO-MENDONCA, C. G. Influence of antibiotic residues on
technological aspects and physico-chemical and microbiological
characteristics of Prato cheese. 2003. 87 p. Thesis (Doctorate in Food Science)
— Federal University of Lavras, Lavras, MG.*

This work aimed to evaluate the effects of three antibiotics residues on
technological aspects of prato cheese manufacturing, including starter culture
development, physico-chemical and microbiological aspects of cheeses and to
evaluate the antibiotic transition from milk to cheeses and its residence along the
ripening period. The antibiotic selected were: penicillin, streptomycin and
tetracycline, which have large therapeutic utilization in veterinary practices.
After physico-chemical analysis milk utilized in cheese manufacturing was
divided into four fractions, each antibiotic was added to a fraction being the last
one without antibiotic, considered as the contro! treatment. Each fraction was
utilized for prato cheese manufacturing being the drained whey analized as well
the cheeses along the ripening period. The presence of all three antibiotics in all
concentrations utilized had negative effect on cheese quality. Treatments
containing antibiotics residues had longer clotting time and lower cheese yield
being penicillin the antibiotic with the highest negative effect on cheese yield
with losses of13,60%. Concerning clotting time the highest effect was observed
for tetracycline. Occurred in all cheese with antibiotic residues independently of
the type negative pH alterations which brought about a considerable
development of undesirable microorganisms. Cheeses manufactured from milk
containing antibiotic residues had their ripening factors and tyrosine and
tryptophane indexes significantly decreased along the entire ripening period
compared to the control treatment. The largest part of antibiotic residues present
in milk was carried to whey with transition ratio of 91,5%, 90,35% and 95% for
penicillin, streptomycin and tetracycline respectively. Residues contents in
cheeses constantly decreased along the ripening period. The results obtained in
this work allow one to conclude that the presence of antibiotic residues even in
small concentration makes cheeses inappropriate for consumption and alters the
physico-chemical and microbiological properties which causes considerable
economical losses to dairy industry. Other important observation was the great
quantity of residue present in whey which, has become an import ingredient in
several products.

*Guidance Committee: Luiz Ronaldo de Abreu — UFLA (Advisor)
Roberta Hilsdorf Piccoli - UFLA



1 INTRODUCAO

As instituicdes de saude e nutrigdo apontam o leite como um dos
produtos mais completos e de maior valor nutricional para a alimentagdo
humana. O destaque se da por ser um produto rico em proteinas, vitaminas,
agtcares e, em especial, cilcio e fosforo, elementos particularmente importantes
para criangas.

O leite normal é aquele proveniente de uma fémea sadia e com trato
regular; ¢ um liquido branco, ligeiramente opaco, homogéneo e limpo, de sabor
suave e ligeiramente adocicado (Albuquerque, 1994). Segundo Brasil (2002),
Jeite é o produto obtido de uma ou de vérias vacas, sem adi¢iio de nenhuma
substéncia estranha ou extragdo de quaisquer de seus componentes. Este mesmo
6rgdo relata que os produtos lacteos devem ser elaborados sem conter residuos
de pesticidas, hormonios, antibiticos, preparados farmacolégicos e outras
substincias contaminantes.

Como o leite e seus derivados s@io consumidos por quase todos os
setores da populagdo, especialmente por criangas, as prescrigSes bésicas sobre a
qualidade do leite cru exigem uma constante preocupagéio relacionada com a
presenga de substincias estranhas ou produtos que influenciam negativamente o
seu estado higiénico, valor nutritivo e caracteristicas tecnoldgicas. (Sokolow et
al., 1980).

Hoje, residuos quimicos veiculados pelos alimentos sdo uma indesejavel
realidade, em virtude da ndo observagdo dos cuidados exigidos para as boas
praticas do manejo animal e daineficiente fiscalizagdio governamental nesta area.
Assim, drogas veterindrias sdo utilizadas indiscriminadamente e tém, como
conseqiiéncia, niveis consideraveis de residuos nos alimentos.

Dentre as classes de drogas veterinérias, as de efeito antimicrobiano, ou

seja, antibidticos e quimioterapicos, representam o principal problema em



fungdo da grande utilizagéo na pratica do manejo pecuario (Gelinas & Goulet,
1982).

O emprego de produtos farmacolégicos, especialmente antibidticos, ¢é
um grave problema por seu poder residual em alguns alimentos, e no leite este
problema é especialmente grave. A quantidade veiculada pelo leite & varidvel e a
duragdo da secregiio depende da forma do emprego da droga, da sua classe
quimica, da quantidade utilizada, porém a maneira de difusdo para o leite ¢ a
mesma (Sokolow et al., 1980).

Segundo Fagundes & Molin (1988), os antibidticos podem estar
presentes no leite devido  introdugdo voluntéria e/ou fraudulenta pelo criador,
visando melhorar a qualidade bacteriologica do leite cru, mas o fato que mais
contribui para o seu aparecimento no leite é a terapéutica antiinfecciosa, em
menor grau na alimentagéo para aumentar a conversdo alimentar. E o fator mais
agravante € a néo observagio do prazo de caréncia destes produtos, acarretando
um grande prejuizo a saiide piblica e & tecnologia.

Nascimento et al. (2001) ressaltaram a importincia de se compreender
que, baseado no modelo de produgdo que se tem hoje, é praticamente impossivel
almejar a produgdo de leite totalmente isento de antibidticos, pois a sua
utilizagfo € disseminada e importante para a viabilizagio da produgio de leite e
a manutencio da saide animal. O que se chama de “tolerincia zero” ¢
tecnicamente impraticével para a maioria dos antibiéticos, exceto para aqueles
banidos pela lei, como, por exemplo, o cloranfenicol. Isso significa que para
todos os demais antibidticos registrados e aceitos pela legislagdo, deve-se
trabalhar com uma perspectiva de niveis de tolerincia aceitaveis. Atualmente, o
leite contém, em grande parte das vezes, residuos de antibiticos. A preocupagdo
maior € que os limites tecnicamente aceitaveis e regulados pela legislagéio ndo

vém sendo respeitados.



Os tipos de drogas antimicrobianas mais utilizadas pertencem a classe
dos f lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), aminoglicosideos
(estreptomicinas), tetraciclinas e sulfonamidas. Todas essas drogas e/ou seus
metabdlitos sdo potencialmente veiculados pelo leite, acarretando grande risco a
satide do consumidor, podendo desencadear um processo alérgico, alterar a flora
intestinal, prejudicar processos metabélicos, induzir a processos de resisténcia
dos microrganismos as suas férmulas, além do possivel efeito toxicolégico,
como teratogénese, mutagénese e carcinogénese. A oxitetraciclina, por exemplo,
ndo deve ser administrada para criangas, principalmente abaixo de 7 anos,
devido 4 sua agéo nos dentes, descolorindo-os, além dos depésitos nos ossos,
podendo deprimir o seu desenvolvimento (IDFS, 1991).

Quanto aos aspectos de saiide piblica, estdo incluidas as reagdes
alérgicas desencadeadas pela penicilina, estreptomicina e neomicina, o poder
complexante da tetraciclina com o célcio, podendo provocar distirbios dsseos e
dentérios na infincia, o comprometimento da medula éssea provocado pelo
cloranfenicol e o desenvolvimento de resisténcia terapéutica a estes compostos.

Do ponto de vista tecnoldgico, os antibiéticos inibem os fermentos
lacticos, trazendo problemas na fabricagdio de queijos, iogurte e manteiga.
Também afetam os testes de controle de qualidade bacteriolégica (Fagundes &
Molin, 1988).

Além dos efeitos orginicos, os residuos das drogas interferem
substancialmente nos processos tecnoldgicos que necessitam dos fendmenos de
fermentacdo e coagulagéio, como na fabricagdo de iogurtes, coalhadas e queijos
(Sudershan & Bhat, 1995; Furtado,1999) acarretando  grandes perdas
econdmicas para as indstrias.

E de grande importancia zelar para que o Plano Nacional de Controle de
Residuos Biolégicos (PNCRB), implantado em 1999 pelo Ministério da

Agricultura Pecudria e Abastecimento o qual oficializa e normatiza a questio da



presen¢a de residuos de produtos farmacoldgicos no leite, seja respeitado.
Também ¢é necessirio o estabelecimento de um programa de vigilincia e
monitoramento do leite e educagdo dos produtores e técnicos do setor, no
sentido de prevenir a ocorréncia de residuos em niveis anormais no leite, o que
causaria danos a saide piblica bem como a industria de laticinios.

Em face do exposto, o presente trabalho teve como objetivos:

> avaliar a influéncia de residuos de antibidticos nos
aspectos tecnolégicos da fabricagdo e nas caracteristricas
fisico-quimicas do queijo prato;

> avaliar a transi¢éio dos residuos de antibi6ticos presentes
no leite para o queijo e a quantidade retida no soro;

> avaliar a permanéncia de residuos durante o periodo de
maturagio do queijo prato;

» avaliar o efeito dos residuos de antibidticos no
desenvolvimento do fermento litico e nas caracteristicas

microbioldgicas do queijo prato.



2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Consideragdes gerais sobre o uso de antibidticos na pecuaria leiteira

Resultado de uma sintese perfeita da natureza, o leite é fundamental para
a alimentagdo humana; no entanto, ¢ altamente perecivel, exigindo grandes
cuidados € procedimentos tecnoldgicos adequados, desde a produgdo até atingir
o consumidor final, para que sejam mantidas suas caracteristicas de qualidade
como alimento. Uma série de fatores pode alterar sua composigdo, dentre estes
pode-se citar as infecgdes no libere que, em estados mais avangados, levam i
obtengdo de um leite com composi¢io quimica diferente do normal (Oliveira &
Caruso, 1984; Borges & Oliveira, 1988).

Em fungdo dessas infecgdes, os antibiéticos tém sido bastante utilizados
e, em muitos casos, de maneira indiscriminada, resultando na presenga de
residuos de antibidticos no leite, representando um risco ao consumidor e,
portanto, um sério problema na drea econdmica e de saude pablica (Nascimento
et al., 2001).

O leite cru é o componente bésico de todos os produtos licteos. As
alteragSes de sua qualidade, em especial quando se referem & sua composigio e
propriedades fisicas, podem influir sobre a aptiddo para o leite ser transformado
em produtos lacticos. Como o leite € os subprodutos séo consumidos por quase
todos os setores da populagdio e, especialmente, por criangas, as prescrigdes
basicas sobre a qualidade do leite cru exigem uma constante preocupagio com
substéncias estranhas ou de produtos que influenciem negativamente o seu
estado higiénico, valor nutritivo e caracteristicas tecnolégicas (Sokolow et al.,
1980).

A qualidade dos alimentos, principalmente no que se refere a alimentos

basicos como o leite, ¢ uma das mais importantes e atuais preocupagdes



piblicas. Os beneficios econémicos do uso de drogas veterinarias tornaram essa
pratica muito difundida entre os criadores de gado leiteiro e de corte, mas ela
pode se constituir em um risco a saide do consumidor. Isto porque o uso
incorreto de drogas farmacologicamente ativas leva a presenga de residuos no
leite e nas partes comestiveis do animal. Geralmente, o controle é baseado na
seguranga toxicologica, bem como na seguranga tecnolégica (Aureli et al.,
1996).

Nos tltimos anos, a questdo da presenga de residuos de antibiéticos no
leite vem tomando uma proporgdo significativa na cadeia do leite. Esta
preocupagcdo aliss, é bastante pertinente, pois, sem divida, este é um problema
de alta significancia, uma vez que varios fatores associam a presenca desses
residuos a problemas de saide publica. Dentre estes, destacam-se reagdes
alérgicas que podem até mesmo desencadear choque anafilatico em individuos
particularmente sensiveis, o risco imunolégico, o risco microbiolégico (geragéo
de cepas bacterianas de miltipla resisténcia) e o risco carcinogénico/mutagénico.
Segundo Costa (1996), deve se considerar que o fator idade ¢ extremamente
relevante em relagio a algumas das reagdes adversas aos antimicrobianos.
Também devem ser considerados os riscos de consumo de leite com residuos de
antibiéticos por gestantes devido ao potencial teratogénico destes, podendo
causar ototoxicidade e alteragio no desenvolvimento 6sseo fetal.

No entanto, além dessa tradicional associagdo com problemas de salide
publica, existem virias outras consequéncias negativas da presenga de residuos
de antibidticos no leite. Pode-se, por exemplo, destacar também o impacto dos
residuos sobre o processo de industrializagéo de produtos lacteos, como iogurte,
queijos e até manteiga. O impacto sobre os produtos fermentados ¢ significativo,
uma vez que o desenvolvimento dos microrganismos dos fermentos € afetado.

Além disso, determinados tipos de queijos podem apresentar alteragdes nas suas



caracteristicas organolépticas ¢ fisicas, o que gera inimeras perdas para a
inddstria.

A presenga de residuos de antibidticos no leite é indesejavel por varias
razbes, entre elas o impacto negativo na imagem dos produtos lacteos para o
consumidor. Este talvez seja o efeito mais devastador. Evidéncias provam que o
consumidor esta se tornando mais exigente e esclarecido, o que leva 2 rejeigio
de produtos alimenticios que supostamente possam apresentar residuos de
qualquer produto quimico, sejam antibiéticos, horménios, pesticidas, etc. O que
se observa € o crescimento vertiginoso da demanda por produtos “ecolégicos”,
“organicos” ou “naturais” (McEwen et al, 1991).

Os antibidticos sdo amplamente utilizados na pecudria leiteira para o
tratamento de infecgdes e, em alguns casos, como complemento alimentar.
Podem ser administrados por via oral, como aditivo na ragdo ou diretamente por
injegdes. O uso de antibidticos pode resultar na presenga de residuos no leite,
especialmente se ndo for utilizado segundo as normas (Schenck & Callery,
1998).

O uso difundido de antibiéticos como penicilina e tetraciclina tem
contribuido significativamente para o controle das enfermidades bovinas. Porém
as vias de aplicagdo utilizadas permitem que o antibidtico atinja o leite de
abastecimento, causando problemas para o produtor, indiistria ¢ consumidor
{ Cova, 1984).

A mamite € uma das maiores causas de perdas econdmicas na industria
de laticinios e deve ser controlada por boas préticas de manejo combinadas com
o uso racional de agentes antimicrobianos. Uma maior rigorosidade na
estipulagdo do periodo de caréncia para agentes antimicrobianos utilizados em
animais pode reduzir a prevaléncia de residuos em leite (Adesiyun et al., 1997).

Um dos principais problemas na pecudria leiteira atualmente sio os

processos patolégicos que acometem a glindula mamaria. A maioria das



infecgGes tem origem bacteriana, predominando o Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae (Pelczar et al., 1997).

A mamite ¢ uma doenga multifatorial, de etiologia complexa e variada, e
se encontra disseminada em todas as regides produtoras de leite; afeta cerca de
40% do rebanho leiteiro brasileiro e o seu tratamento impréprio e sem critérios é
o principal causador da presen¢a de residuos de antimicrobianos no leite
(Sudershan & Bhat, 1995; Albuquerque et al., 1996).

Devido a diversidade dos agentes patogénicos presentes nas préticas de
manejo que podem estar relacionadas com a mamite, pode-se considerar que o
tratamento ¢é bastante complexo. Para seu controle nos animais infectados,
diversos antibiticos e quimioterdpicos sio adiministrados, geralmente em
solugdes ou suspenstes difundidas diretamente no ibere infectado, por via
sistémica ou com as duas formas combinadas. A ordenha dos animais tratados,
em um periodo de 72 horas apds a Gltima aplicagdo, revela nitidamente a
presenca de antibiGticos em uso (Souza & Benedet, 2000).

Calcula-se que entre 30% e 80% dos antibi6ticos aplicados na glandula
mamdria passam da corrente sanguinea para o leite, e sua presenga no leite
dependera da dose administrada e da natureza do veiculo.

Atualmente, um grande nimero de drogas veterinarias é utilizado no
tratamento e na profilaxia de um amplo espectro de doengas em animais. Este é
o caso dos animais utilizados na exploragio leiteira, na qual sdo empregadas
drogas antimicrobianas, antiparasitarias e antinflamatérias, dentre outras, muitas
vezes em niveis acima dos tolerados (IDFS, 1991). Residuos de antibi6ticos em
leite devem ser evitados por vérias razes, dentre elas: alguns deles podem
causar reagdes em consumidores sensiveis e essas podem ser extremamente
sérias; residuos geralmente sio ilegais; podem levar a obtengfio de organismos

resistentes; alguns siio capazes de interferir nas culturas utilizadas em produtos



lacteos processados e queijos e, finalmente residuos s@o indicativo de que o leite
pode ter sido obtido de animais com infecgbes sérias (Brady & Katz, 1988).

Um estudo envolvendo trés mil produtores escolhidos ao acaso foi
realizado para determinar as técnicas de manejo que podem estar associadas a
presenga de residuos, as atitudes e conhecimentos dos produtores sobre eles e
como essas varidveis influenciam na ocorréncia de residuos no leite e produtos
licteos. Este estudo concluiu que a ocorréncia de residuos estd associada
principalmente aos erros cometidos pelos empregados, a conhecimentos
insuficientes sobre o periodo de caréncia e & ndo observagdo do mesmo, nio
identificagdo e grande nimero de animais tratados. Concluiu ainda, que, a
maioria dos fatores associados a presenga de residuos estd relacionada ao
tratamento de mamites (Kaneene & Ahl, 1987). Esses mesmos autores relataram
que maior evidéncia dos problemas causados a saide deve ser observada, pois
34% dos produtores acham que a preocupagio com a saide piblica é menos
importante que a parte econdmica.

Segundo Chen & Chang (1994), uma vez que os antibiéticos estio
presentes no leite, sdo dificeis de serem eliminados e a presenca dessas drogas se
torna um grave problema.

A FAO/WHO (1990) e Brasil (2002) preconizam que "a denominagéo
de leite refere-se exclusivamente ao produto obtido pela ordenha de uma ou
vérias vacas, sem que se tenha adicionado ou subtraido nada”. E citam ainda que
"os produtos licteos devem ser elaborados sem conter residuos de pesticidas,
horménios, antibidticos, preparados farmacolégicos e outras substincias
contaminantes, ou pelo menos reduzi-los a valores os mais baixos possiveis”.

Para estabelecer-se um inicio de discussdo, é preciso definir os conceitos
de residuos e contaminantes no leite. O Codex Comité da OMS para Residuos
Pesticidas (CCPR), revisa periodicamente os termos que sdo adicionalmente

considerados pela Comissao do Codex Alimentarius. Este érgdo, em documento



de 1991, definiu drogas veterinarias, antibiéticos, quimioterapicos, pesticidas
para plantas e outros como residuos que podem ser limitados, como proibigio de
aplicaglio de certos compostos em plantas e animais, fixagio de prazo de
caréncia entre a aplicagdo e o uso do alimento e fixagéio de limite residual
méximo. Como contaminantes, sdo considerados aqueles elementos que entram
ndo intencionalmente ¢ de forma ndo controlada na cadeia alimentar,
especialmente metais pesados, micotoxinas, nitrosaminas, bifenis policlorados e
outros.

Devido ao crescente interesse, por parte dos consumidores por produtos
derivados do leite e da carne, devem ser criados programas educacionais
direcionados & industria e aos produtores com o objetivo de prevenir a
ocorréncia de residuos de antibidticos nesses alimentos. Antes da implantagio
destes programas, é essencial avaliar cientificamente as atitudes e os
conhecimentos dos produtores sobre residuos de drogas, a relagiio entre técnicas
de manejo e a ocorréncia desses residuos e sua importéncia para satide piblica e
economia (Pearce, 1978; Scott, 1991).

Nos dltimos anos, a produgdio de leite nos paises em desenvolvimento
vem se modernizando consideravelmente. Entretanto a transformacio de préticas
tradicionais de pecudria em fazendas leiteiras modernas envolve o uso de ragas
mais puras e o uso de drogas para combater as doengas. Muitas drogas utilizadas
como medicamento ou como auxiliar na produgio animal podem levar i
presenca de residuos em leite e/ou carne, tornando-se um perigo para os
consumidores (WHO, 1991). Em paises como Canadé e EUA, amostras de leite
sdo rotineiramente monitoradas pelos 6rgéos governamentais ou pela industria,
para verificar a presenga de residuos de antibidticos. O leite é considerado
adulterado se os residuos excederem os limites de tolerancia fixados pelo FDA
(Bishop et al., 1984).
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Praticamente todos os paises que apresentam uma cadeia lactea
minimamente organizada possuem legislagio propria para regulamentar a
questdo da presenca de residuos de antibidticos. Os limites maximos residuais
para os antibidticos mais utilizados na pecudria leiteira, de acordo com a

legislagdo de varios paises estao descritos no Quadro 1.

QUADRO 1 - Limites maximos residuais dos principais antibi6ticos de acordo
com a legislagdo de alguns paises produtores de leite

Limite maximo residual (ng/kg)

Canada** | Unido Européia** EUA** Brasil*
Estreptomicina 125 125 125 200
Tetraciclina 150 100 30 100
Penicilina 6 4 5 4
Sulfametazin 10 100 10 100

* Instrugdo Normativa n°42 — DIPOA — MAPA, (1999)
** FDA

Observa-se que ha uma certa discordincia a respeito dos niveis de
seguranga apresentados pelas legislagdes dos paises citados no Quadro 1. Nota-
se uma maior severidade nas legislagdes brasileira e da Unido Européia no que
se refere a penicilina. No caso da tetraciclina, os niveis aceitaveis pela legislagdo
brasileira excedem em muito a legislagio americana, sendo mais rigida que a
canadense e semelhante & Unido Européia. Por outro lado, observa-se que na
legislagao brasileira ha uma forte liberalidade nos niveis de seguranga que

regulamentam a estreptomicina em relagdo as outras legislagdes citadas
(Nascimento, 2001).
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O uso de antimicrobianos, em especial aqueles para tratamento local das
mastites, ou entdo os sistémicos diluidos em veiculos oleosos, ndo é aprovado
pela legislagdo brasileira para vacas em lactagiio dentro do periodo de caréncia.
Esta legislagdo vigente também ndio aprova a venda de leite proveniente de vacas
tratadas com antibi6ticos intramamarios ou sistémicos no decorrer do tratamento
e trés dias apds o término do mesmo. Esta norma porém ndo ¢é obedecida por
muitos produtores pelo fato de ndo ser realizado exame de rotina no leite, ja nas
plataformas de recepgio, para detectar presenga de antibiéticos (Costa, 1996).

Segundo Albuquerque et al. (1996), na pritica, dosagens cada vez mais
altas tém sido utilizadas nas propriedades, com o intuito de obter os bons
resultados terapéuticos anteriores, ja ndo possiveis, devido a seleg@o de bactérias
resistentes aos antibidticos usados incorretamente ao longo dos anos.

Viérias pesquisas visando determinar a presenca de residuos de
antibidticos em leite comercializado ji foram realizadas, podendo-se citar
algumas: Mello Filho (1969) avaliou o leite comercializado em Sdo Paulo e
observou que 1,9% das amostras analisadas apresentou residuos de penicilina
em concentragdes consideradas de risco para ingestdo por pessoas sensiveis a
essa droga. Silva & Sena (1984) observaram a prevaléncia de residuos no leite
pasteurizado distribuido na cidade de Belo Horizonte, MG e concluiram que
4,1% do leite tipo B e 3,2% do leite tipo A continham residuos de antibidticos.
Albuquerque et al. (1996), analisando leite comercializado em Fortaleza-CE,
encontraram 69,7% das amostras com residuos de antibidticos, sendo que,
destas, 28% continham residuos de penicilina. Nascimento et al. (2001),
analisando 96 amostras de leite de seis diferentes marcas comercializadas na
cidade de Campinas, SP encontraram 50% das amostras com residuos de
antibiéticos e, destas, 34,8% continham residuos de beta lactdmicos.

Porto et al. (2002) avaliaram a ocorréncia de residuos de beta lactamicos

no leite entregue a industria na regido sudeste do Rio Grande do Sul, durante um
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ano e concluiram que das 10.464 amostras analisadas, 121 (1,16%) apresentaram
residuos. Os autores observaram ainda que no final do outono e no inverno, o
indice de amostras com residuos atingiu 2,82%, caracterizando esse periodo
como uma época critica para a sanidade animal, com reflexos na qualidade do
leite.

De acordo com os resultados obtidos nessas pesquisas, observou-se um
aumento significativo da presenga de residuos nos ltimos anos, devido a maior
freqiiéncia de utilizagdo de antibidticos pelos produtores de leite. Além disso,
ndo deve estar ocorrendo, em muitos casos, a obediéncia do periodo de caréncia
recomendado.

Adesiyun et al. (1997), estudaram a prevaléncia de residuos de
antibidticos em leite pré-processado, pasteurizado ¢ esterilizado em alguns
paises em desenvolvimento, dentre eles Trinidad e Tobago. Estes autores
observaram que 9,6% do leite pré-aquecido, 21,3% do leite pasteurizado e 8,3%
do leite esterilizado continham residuos de antimicrobianos e que 90,3% dos
residuos detectados nas amostras eram de penicilina. Os pesquisadores atribuem
esses indices a facilidade que os produtores em paises em desenvolvimento tem
de adquirir esses medicamentos e & falta de regulamentagéio em alguns desses
paises.

Os antibidticos entram na cadeia alimentar pelas seguintes fontes de
contaminagdo: pelo uso intramamério, pela via sanguinea apés aplicagio
parenteral, pelas vias intra-uterina, subcuténea, intramuscular, intradérmica e
intravenosa (IDFS, 1991; Hawronskyj et al., 1993).

Antibidticos vém sendo utilizados na pecudria leiteira por mais de quatro
décadas. Sao administrados aos animais por um dos quatro métodos tradicionais:
infusdo no ubere para tratamento de mamites; uso parenteral (intramuscular,
intravenosa ¢ subcutanea) para tratamento de vérias enfermidades; por via oral

para tratamento de doengas e como suplemento alimentar e reprodutivo e “jatos”
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para infecgGes uterinas e cervicais. Todos esses métodos de aplicagdo levam a
contaminagio de leite e derivados com residuos. O uso de antibidticos de
infusdo para tratamento de mamites em vacas leiteiras é um problema de saiide
pliblica, pois esses produtos sdo, na maioria das vezes, utilizados sem se
observar as recomendagdes, ou seja, ndo se respeitam os periodos de caréncia e
dosagens excessivas sdo utilizadas (Bishop & White, 1984).

O regulamento para o controle sanitario do leite Brasil (2002) estipula
que o mesmo e seus derivados, destinados ao consumo humano, devem estar
livres de antibidticos. Para que esta norma seja cumprida € necessario manter
uma amostragem constante desses produtos e proceder a identificagdio de
residuos (Cova, 1984).

O abuso de medicamentos veterindrios, especialmente nos paises onde o
seu emprego nido ¢ controlado rigorosamente, poderia ser corrigido por meio de
informagdes suficientes e exatas aos usudrios, veiculadas por cooperativas e
centros de apoio técnico governamentais. A difuséo de boas priticas veterindrias
e agricolas levaria a uma redugdo destas substancias, deixando de ser motivo de
preocupagdo piblica. Segundo Miniussi (1992) e Brito et al. (1997), o sucesso
desses programas depende de mudanga de atitude e de manejo, em que
produtores, funciondrios e técnicos desempenham papel primordial.

Segundo Vilela (1984), a presenca de residuos de antibiticos no leite é
consequéncia de tratamentos terapéuticos aplicados no animal em lactagéo,
principalmente no combate as doengas infecciosas da glindula mamiria. A
presenga de pequenas quantidades dessas substéncias no leite acarreta sérios
prejuizos ao consumidor, induzindo 2 resisténcia de bactérias patogénicas. Por
outro lado sdo responséveis por reagdes alérgicas em individuos predispostos.
Para a industria, torna-se dificil o aproveitamento da matéria-prima com

residuos de antibidticos porque essas substincias atuam diminuindo ou inibindo
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a atividade das bactérias responsaveis pelas diversas fermentagdes desejadas nos

diferentes produtos licteos.

2.2 Caracteristicas dos antibidticos

A penicilina, a tetraciclina e a estreptomicina s#o alguns dos antibiéticos
mais utilizados no Brasil para o tratamento da mamite.

A tetraciclina é um composto antibacteriano comumente utilizado na
prevencdo e/ou tratamento de doengas na pecuaria e tem provado ser
clinicamente eficiente como agente terapéutico contra bactérias gram positivas e
gram negativas (Guillot et al., 1989). Como suplemento na alimentagdo animal,
em doses subterapéuticas, a tetraciclina € utilizada para manter uma saide
perfeita e como promotor de crescimento. O uso destes compostos pode resultar
em residuos que estario presentes em alimentos de origem animal,
especialmente se o periodo de eliminagiio ndo for respeitado. Esses residuos
podem ser uma ameaga & saitde do consumidor, dependendo do composto, do
tipo do alimento e da taxa residual presente. Por estas razdes, 6rgdos
governamentais estabelecem niveis de tolerdncia maxima para essas drogas em
produtos de origem animal. O limite maximo legal varia com o tipo de alimento
e/ou a espécie animal do qual o alimento se originou (Fletouris et al., 1990)

Collins-Thompson (1998) ressalta que, embora os niveis aceitiveis de
residuos de antibidticos no leite sejam abaixo do minimo necessario para
produzir reagSes alérgicas, ndo existe informagdo sobre quais niveis de residuos
podem levar a problemas de toxicidade. A maioria das informagdes sobre
hipersensibilidade ¢ relatada para a penicilina.

Segundo Katz (1983), aminoglicosideos (estreptomicina), cloranfenicol

e novobiocina sdo fortemente alergénicos em individuos sensiveis.
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A tolerdncia méxima para tetraciclina na forma de oxitetraciclina (OTC),
tetraciclina (TC) e clortetraciclina (CTC) varia de zero para CTC em leite e ovos
a 4pg/g para CTC em tecidos de aves, suinos e gado. Residuos de tetraciclina,
quando excedem o nivel méximo, podem ter efeitos toxicolégicos preocupantes
(Long et al., 1990).

A penicilina ¢ um antibiético do grupo dos beta lactimicos, os quais séo
ativos para bactérias gram positivas e gram negativas e sio amplamente
utilizados para tratamento de infecgdes. A penicilina é muito utilizada como
medicamento veterindrio, sendo administrada em animais com fins terapéuticos
e como profilaxia (Farag et al., 1998).

Segundo Fletouris et al. (1992), existe uma preocupagdo com a presenca
de residuos deste antibidtico em alimentos, devido ao alto potencial em causar
reages alérgicas. Em leite, a presenga de residuos deve ser monitorada, visto
que a presenga de tragos deste composto ¢ suficiente para a observagdo de
reagbes alérgicas em individuos sensiveis e causar inibigdo das culturas na
fabricac@o de produtos licteos. Estima-se que 6% a 10% dos americanos adultos
sejam hipersensiveis a antibidticos

A penicilina ¢ o antibidtico que provoca um efeito secundario mais
perigoso, uma vez que provoca intensa alergia em pessoas sensiveis; também a
estreptomicina, a neomicina e a tetraciclina sdo capazes de desencadear um
processo alérgico, porém, em menor grau. O codex Alimentarius estipulou um
valor maximo de 0,006 ug/mL no leite quando se analisa o produto , pela
inibicdo de crescimento de Bacillus stearothermophillus, evidenciado pela
difusdo em disco (Sokolow et al., 1980).

A importancia de se detectar niveis reduzidos de concentragdes de
residuos de penicilina em leite se deve ao fato de se desconher até o0 momento,
qual seria a faixa de concentragfio que traria risco de hipersensibilidade aos

consumidores que sfio principalmente criangas e idosos (Albuquerque et al.,
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1996). Estudos realizados por Chen & Chang (1994), concluiram que a ingestéo
de apenas 0,003 Ul de penicilina pode levar a ocorréncia de reagGes alérgicas.

A estreptomicina é um antibitico pertencente ao grupo dos
aminoglicosideos, muito utilizado em animais no controle de infecgdes,
principalmente mamite, o que pode resultar na presenca de residuos no leite e na
came. Os residuos de estreptomicina podem causar problemas renais, nervosos e
perda de audig@o (Schenck & Callery, 1998).

Santos (1985) relatou que o uso indiscriminado de antibi6ticos em vacas
tem criado problemas ao homem, pela presenga de residuos nos laticinios. Esse
mesmo autor ressalta que os antibidticos sdo amplamente utilizados no
tratamento de mamites, podendo aparecer no leite por mais de 72 horas e até
mesmo 144 horas ap6s sua aplicagio, dependendo da via de inoculagdo, do tipo
especifico de antibidtico e da natureza do veiculo utilizado. Formas aquosas séo
eliminadas em trés dias, porém as oleosas podem permanecer no leite por até
seis dias.

Estudos realizados por Fagundes (1981), comprovaram que em vacas
mamiticas, a PPD (dehidroestreptomicina + penicilina procaina) permanece no
leite por 117 horas, quando aplicada via intramuscular e por 126 horas, quando
aplicada por via intramamaéria. A clortetraciclina, quando inoculada por via
intramuscular, permanece 96 horas e por via intramamadria perdura por 141 horas
no leite.

Os antibidticos utilizados na terapéutica da mamite podem ser
detectados no leite até 141 horas apds aplicagdo. Quanto a termoresisténcia,
verifica-se que a penicilina e a tetraciclina resistem a 100°C apés trés horas e
que a penicilina, estreptomicina e neomicina resistem ao congelamento por 12
semanas, sem perda de agdo residual (Fagundes & Molin, 1988).

Um dos diversos problemas tecnoldgicos resultantes da presenga de

residuos de antibiéticos no leite ¢ sua interferéncia no teste de fosfatase, que é



utilizado para confirmacéo da pasteurizagio. Apesar de ser um sério problema,
poucos trabalhos foram realizados para verificar como a presenga destes
residuos interfere no teste de fosfatase.

Manolkidis et al. (1971) concluiram que a presenga de certos
antibi6ticos no leite afeta o resultado do teste de fosfatase. Leite pasteurizado
pode apresentar-se como ndo pasteurizado na presenga de penicilina e
tetraciclina.

Pesquisas realizadas por Fagundes & Molin (1988) concluiram que
estreptomicina ndo exerce influéncia alguma sobre o teste de fosfatase. Ja a
tetraciclina e a penicilina induzem a uma fosfatase negativa em leite cru, onde
deveria ser positiva.

Segundo Furtado (1999), os antibiéticos, em sua maioria, sdio fortemente
resistentes & pasteurizagdo e mesmo a esterilizagio do leite, conforme dados da
Federagdo Internacional de Laticinios (FIL), descritos no Quadro 2. Como séo
resistentes & temperatura de pasteurizagdio do leite, os antibiéticos podem ser
encontrados no leite do tanque de fabricagio de queijos. Sabe-se que o leite
proveniente da primeira ordenha apds o tratamento via intravenosa ou
intramuscular contém milhdes de unidades internacionais do antibidtico

utilizado.

QUADRO 2 - Estabilidade térmica dos antibiéticos

Antibiético % de destruigiio
72°C/15seg 90°C/30min 100°C/30min
Penicilina 8% 20% 50%
Estreptomicina _ _ 66%
Tetraciclina _ _ 90%

FIL citado por Furtado (1999)
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Bishop et al. (1984) avaliaram o perfil de retengéo de dois antibidticos,
Forte® (penicilina + novobiocina) e Combiotic® (penicilina +
diidroestreptomicina), aplicados por vias intramaméria e intramuscular,
respectivamente, em animais de trés ragas ( Jersey, Holandés e Guernsey) com
mamite. Concluiram que, para o Forte®, o periodo de caréncia especificado pelo
fabricante ¢ suficiente para a eliminagio dos residuos e que a presen¢a destes no
leite deve-se a ndo observagio do periodo e para o Combiotic®, o periodo de
caréncia deveria ser reavaliado pelo fabricante. Esses autores relataram que a
raga ndo influencia na retengéio de residuos e que a maior concentrago destes na
raga Jersey deve-se a menor produgio de leite por ordenha.

IDFS (1991) recomenda que o tratamento das fémeas afetadas por
mamite seja o controle veterinario e que as mamites clinicas devem ser tratadas
assim que sintomaticas, afastando-se estas fémeas ¢ as mamites subclinicas
devem ser tratadas durante o periodo seco, observando-se o periodo de caréncia

determinado para cada produto.
2.3 Influéncia dos antibiticos no fermento litico

O queijo € o derivado do leite que mais se difundiu pelo mundo € o que
recebeu maiores modificagdes nas técnicas de elaboragio. Em conseqiiéncia
disso, tém-se hoje centenas de tipos desse produto. E considerado uma excelente
fonte de calcio, fésforo e proteinas. Possui periodo de conservagio muito
superior ao do leite e, por ser um produto que possui muitas variedades, oferece
ao consumidor possibilidade de escolher, dentre muitos, aquele que melhor lhe
convier.

A fabricagio de queijos no Brasil é relativamente recente tendo se
firmado do ponto de vista industrial no inicio do séc XX e, sobretudo a partir da

década de 20, com a chegada de imigrantes dinamarqueses e holandeses que se
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estabeleceram principalmente na regido sul do estado de Minas Gerais (Abreu,
1986).

A indistria queijeira do Brasil tem conseguido elaborar produtos que
estdo atingindo, gradativamente, melhor aceitagdio no mercado. Com o passar
dos anos, novas tecnologias surgiram, inovando a industria laticinista. A maneira
pela qual os antigos fabricavam queijos, como forma de preservagio do leite ou
para pequenas comercializagGes, foi marcante na economia do setor. Entretanto,
novos investimentos tecnoldgicos e financeiros foram necessirios para
acompanhar o avango da sociedade como um todo. Vérios tipos e formas de
processamento de queijos surgiram e continuam surgindo, muitos dos quais
adaptados daqueles ja existentes.

Dentre os tipos de queijos mais consumidos e existentes em maior
quantidade no Brasil e principalmente na regidio sudeste, destacam-se o queijo
prato, a mussarela e o minas (Brasil, 1990).

O queijo prato foi introduzido no Brasil por imigrantes dinamarqueses, e
originou-se dos queijos tybo e danbo, dinamarqueses e do gouda, holandés.
Possui grande importdncia no meio comercial, ocupando o segundo lugar em
consumo no Brasil. Em 1999, a produgio de queijo prato atingiuv 27% da
produgio total de queijos no pais (Oliveira, 2001).

Nos ultimos anos, a industria produtora de queijos obteve o maior
crescimento, em kilogramas, de produtos fabricados e consumidos que qualquer
outro segmento da indistria de alimentos. Para conseguir ¢ manter essa
superioridade, a indistria de laticinios tem se submetido a significativas
mudangas tecnolégicas e psicolégicas. Essa mudanga tem impacto direto na
qualidade do leite, que é a matéria prima basica para a fabricagdo de produtos
lacteos.

Segundo Dallas & Lagrange (1998), o niimero de novos produtos lacteos

esti, em todo o mundo, crescendo a uma taxa muito superior a de qualquer outra
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categoria de alimentos. Isto porque os derivados do leite se inserem
perfeitamente na atual tendéncia de valorizagdo da saude. Outro aspecto
importante no desenvolvimento de produtos licteos € o aproveitamento do soro
que é um subproduto obtido em grande quantidade durante a fabricagiio de
queijos € que ha até pouco tempo era descartado ou destinado a alimentagdo
animal. Porém, devido ao seu alto valor nutricional, contendo 1% de proteina de
alto valor biolégico e baixo teor de gordura, muitos produtos a base de soro
estdo sendo desenvolvidos, como, por exemplo, bebidas lacteas, achocolatados,
bebidas destinadas a atletas e produtos de panificagio, dentre outros.

O impacto do controle da mamite é bem conhecido pela industria
queijeira, pois, acidentalmente ou por negligéncia, leite proveniente de animais
tratados chegam a industria com residuos resultando em perdas consideraveis.

Atengdo considerdvel vem sendo direcionada ao desenvolvimento de
técnicas que possam detectar a presenga de residuos com maior precisio e que
reduzam a porcentagem da presenca de residuos no leite que chega a industria
(Claypool, 1984).

As culturas utilizadas na fabricagdo de queijos e leites fermentados
podem ser inibidas por inibidores naturais do leite, por contaminagfo bacteriana,
por fagos, colostro, residuos quimicos e fatores do manejo. Estas inibigdes
influenciam a produg@o e a qualidade do queijo, por reduzir a sintese de &cidos,
aumentar o pH e favorecer o crescimento de esporos. Para prevenir estas
inibicdes, deve-se melhorar a qualidade da produgdio, proceder a um
resfriamento adequado do leite ¢ manté-lo sob refrigeragio, observando-se a
limpeza, a sanitizag3o dos equipamentos, uso de culturas resistentes a fagos, o
treinamento de pessoal, filtro de ar e todas as medidas necessirias para
manutengio da higiene do ambiente (Limsowtin, 1992; Burt & Wellsteed 1991).

Santos (1985) relatou que as consequéncias da aplicagdo indiscriminada

de antibiticos sdo observadas pelos prejuizos na industria de laticinios, onde

21



ocorre a inutilizagio de grandes quantidades de leite fermentado e interferéncia
na qualidade dos queijos devido a inibi¢ao dos fermentos laticos.

A preocupagdo com a presenga de residuos é fortemente motivada pelas
perdas economicas, pois afeta as culturas utilizadas em produtos fermentados
resultando em declinio ou paralisagio de sua atividade (Chaganda & Ndikuwera,
1989).

Segundo Furtado (1999), em uma situagdo em que leites de diversos
produtores poderiam conter diferentes doses residuais de antibidticos, mesmo
havendo uma consideravel diluigdo com volumes de leite isentos de residuos, o
teor final, mesmo sendo minimo, poderia ser suficiente para inibir uma
fabricagdo de queijos ou de iogurte, tdo grande ¢ a sensibilidade das culturas
laticas a estes inibidores.

A presenga de residuos de antibidticos influencia nos testes de controle
de qualidade do leite, dentre eles: o teste de redutase, que se fundamenta no
tempo de redugdo do azul de metileno pelas enzimas redutase dos
microrganismos. A presenga de residuos inibe a agdo microbiana e o tempo de
reducdo serd muito maior, dando um resultado que indicaria falsamente uma boa
qualidade microbiana e o teste de fosfatase alcalina. Residuos de antibiticos
como tetraciclina e penicilina poderdo mascarar o controle da eficiéncia da
pasteurizagao, feito pelo teste da fosfatase, uma vez que poderdo induzir a
colorag@o do teste para um leite eficientemente pasteurizado e com contagem
microbiana baixa, sendo que o leite podera apresentar baixa contagem devido a
inibigio pela presenga de residuos o que ndo traduz a verdadeira qualidade
higiénico-sanitaria deste leite (Donnelly, 1991)

A presenga de antibi6ticos no leite, mesmo em quantidades diminutas,
acarreta problemas na fabricagiio de queijos, por produzir uma coagulagdo
inadequada e cura impropria, decréscimo da produgdo de 4cido e flavor menos

acentuado durante a fabricagio de manteiga e produtos similares, diminuigdo do
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crescimento das bactérias do fermento latico e dificuldades de produgdo de leite
fermentado. Estes fatores levam a obtengdo de produtos inferiores, causando
prejuizos a industria e aos consumidores que podem sofrer alergias ou
intoxicagdes (IDFS, 1991).

O transtorno tecnolégico ocasionado por residuos de antibiéticos no leite
esta na diminuigdo da capacidade de acidificagdo, influenciando negativamente a
produgdo de iogurte, uma vez que a cultura lactica utilizada para tal é uma das
mais sensiveis a agdo da maioria dos antibidticos (Sokolow et al., 1980). Os
estreptococos sfo muitos sensiveis 4 penicilina e esta sensibilidade ¢ maior que a
dos estreptococos causadores de mamite. Ja a tetraciclina néo apresenta esta
diferenciagdo.

A presenga de residuos de antibiéticos no leite tem causado problemas
para a industria de laticinios. Os residuos levam a inibi¢do parcial ou total da
produgdio de acidos pelas culturas laticas, causando maturagdo inadequada e
afeta a textura e o “flavor” dos produtos. Pode ainda causar um crescimento
indesejdvel de coliformes resistentes a antibiticos e interfere no teste de
fosfatase (Collins-Thompson et al, 1988).

Fagundes & Molin (1988) também citaram que os antibi6ticos inibem
fortemente os fermentos lacticos, que sdo muito sensiveis, havendo um
desenvolvimento excessivo de coliformes, estreptococos, micrococos e
estafilococos, uma vez que no leite normal estes coliformes teriam seu
desenvolvimento limitado pelo fermento. Segundo os autores, a fabricagiio de
iogurte e queijos ¢ fortemente influenciada pela presenga de antibidticos.

Em fermento de iogurte, a penicilina promove uma inibigéio precoce do
S. thermophillus e, com isso, o Lactobacillus bulgaricus, que é mais proteolitico
e ¢ mais resistente a penicilina, predomina no meio, ocasionando um
desequilibrio nas agdes, resultando em maior protedlise, produzindo gosto de

peptona e exsudagdo excessiva de soro.
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No creme utilizado para manteiga pode ocorrer inibigdo parcial ou total
da acidificagdo, limitando, portanto, a produ¢dio de diacetil, substincia
responsavel pelo flavor da manteiga.

Angevine (1979) citou alguns fatores que causam problemas na
fabricagdo do queijo Cottage, como bactérias psicrotréficas, tempo prolongado
de estocagem do leite na fazenda, proteases, antibidticos, inibidores produzidos
por bactérias e rancidez.

Furtado (1990) ressalta que em regides onde ha grande incidéncia de
mamite, sdo comuns os problemas de ma fermentagio na fabricagdo de queijos.
Esses problemas podem se manifestar de diversas maneiras: a massa ndo da
“ponto”, fica Umida e pastosa; o queijo ndo dessora bem e, mesmo apds a
prensagem, fica macio demais e, quando pressionado, solta soro em excesso; o
queijo ndo fermenta adequadamente e, portanto, seu pH néo baixa aos niveis
desejados; aumenta o risco de formagéo de gas por coliformes e, finalmente, o
queijo ndo matura adequadamente, vindo a constituir o chamado queijo “morto”.

Nos queijos, os residuos antibidticos influenciam a ago do fermento e
os queijos podem apresentar-se com estrutura esponjosa e sabor ligeiramente
amargo. Mesmo que os fermentos para fabricagéo de queijos apresentem-se com
menor sensibilidade a antibiéticos, podem aparecer defeitos pela irregularidade
da acidificagdo, principalmente em queijos duros que utilizem S. thermophillus
(Sokolow et al., 1980; Gleeson, 1991),

Dunsmore et al. (1985) relataram que no queijo cheddar, um problema
causado pelos residuos é a inibigio da produgdio de acidos pelas culturas
utilizadas em sua fabricago. A inibigio da atividade da cultura leva a produgédo
de acido a niveis muito baixos ou até mesmo cessa, o que pode afetar
consideravelmente a qualidade dos queijos e, conseqiientemente, seu valor de

mercado.
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Segundo Fagundes & Molin (1988), os principais problemas que
ocorrem nos queijos oriundos de leites com antibidticos incluem uma ma-
dessoragem da coalhada, fermentagéo indesejavel com produgdo de gas e uma
maturagdo inadequada, que acontecem pela interferéncia dos antibidticos sobre
os fermentos utilizados para o fabrico de queijos que, sendo inibidos, favorecem
o desenvolvimento de coliformes e leveduras. A influéncia negativa da
penicilina ja se manifesta a 10 Ul/ml e inibe totalmente o fermento a 500 Ul/ml.
No queijo tipo camembert, com 0,5-1,0 1U/ml, obtém-se um produto
impregnado de gas. Para queijo cottage, pequenas concentragdes de tetraciclina
interagem com a caseina e calcio, atrasando ou até impedindo a coagulagdo. Os
mesmos autores citam alguns valores residuais que interferem com a
fermentagdo de microrganismos do iogurte e queijos. Chen & Chang (1994)
relataram que 0,2 Ul de penicilina causam 50% de inibigdo dos fermentos
utilizados na fabricagdo de queijos e iogurtes e concluem que, para que estes
residuos inibam totalmente a coagulagio do leite seriam necessérias doses muito
elevadas, o que normalmente ndo ocorre.

Apos o tratamento da mamite (via intramaméria e/ou sistémica), a
penicilina e a estreptomicina podem ser encontradas em concentragdes
suficientes para inibir culturas laticas e causar perdas econdmicas na indistria de
queijos e leites fermentados (Brady & Katz, 1988)

Para exemplificar esta situagdio, residuos de penicilina no leite da ordem
de 0,5 a 1 Ul/mL podem ter efeito inibidor sobre culturas liticas empregadas na
produgdo de queijo, resultando em deterioragéio da qualidade final do produto e
aumento no tempo de processamento (Packhan et al , 2001).

Albuquerque et al. (1996) observaram a putrefagio de queijos por
coliformes resistentes a agéo de antibiticos, fazendo com que ndo ocorresse a

fermentagdo pelas cepas selecionadas, acarretando em modificagdes nas

caracteristicas do produto.
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E interessante ressaltar que as bactérias do grupo coliforme sdo sete
vezes mais resistentes a antibiticos que aquelas do fermento latico mesofilico;
no caso de um leite contendo pequenas concentragdes de penicilina, a cultura
latica sera parcial ou totalmente inativada, porém os coliformes sobreviverdo
para causar o estufamento dos queijos (Furtado, 1990).

A presenga de antibidticos no leite é um problema grave e de dificil
resolugdo, porém, com boas priticas de manejo, utilizagdo racional de
antibidticos, controle de venda e aplicagio e conscientizagdo de técnicos e
produtores, pode ser amenizado. Atualmente, existem testes de plataforma para
rapida detecgdo e selegdo. Assim, todas as fébricas de queijos e leites
fermentados deveriam fazer controle periddico da presen¢a de antibiéticos no
leite e promover uma atividade constante de conscientizagio do produtor para
separar o leite dos animais tratados. A indistria deve estar ciente de que exames
de antibidticos sdo uma necessidade, fazendo parte néio somente da triagem do
leite, como também de qualquer programa de pagamento por qualidade (Furtado,
1999).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido nos Laboratérios de Laticinios e de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos
(DCA/UFLA).

3.1 Levantamento dos antibidticos mais utilizados no tratamento da
mamite bovina e de seu perfil de eliminagio:

A selegio dos antibiticos utilizados foi feita por pesquisas entre
técnicos e produtores para identificar os antibiéticos mais utilizados no
tratamento da mamite. Baseando-se em pesquisas bibliograficas analisou-se o
perfil de eliminagdo dos antibiéticos, definindo suas concentra¢des a serem

utilizadas no experimento (Tabela 1)

TABELA 1 Apresentagdio das concentragdes de antibidticos adicionados ao
leite destinado a elaboragdo dos queijos prato.

Antibidtico Concentraciio

Penicilina 100Ul/mL de leite
Estreptomicina 50pg /mL de leite
Tetraciclina 2 pg/mL de leite
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3.2 Obtengio da matéria prima e fraude do leite

3.2.1 Matéria prima

O leite utilizado no experimento estava isento de antibidticos e foi
fornecido pela Cooperativa Agricola Alto Rio Grande (CAARG), Lavras — MG,
a qual realizou o controle de qualidade rotineiro, a padronizagdo para 3,5% de
gordura e a pasteurizagéo do mesmo.

O leite foi encaminhado adequadamente ao Laboratério de Laticinios —
UFLA para, no mesmo dia, ser submetido a anélises e fabricagéo dos queijos.

As amostras foram submetidas as andlises fisico-quimicas, segundo
métodos descritos por Brasil (1981) e pela AOAC (1995) e ao teste para

certificar a auséncia de antibioticos.

3.2.2 Anilises fisico-quimicas e teste de antibidtico

Antes das fabricagGes, coletaram-se amostras de leite para a realizagio
das seguintes andlises:

PH:

utilizou-se um poténciometro HANNA (modelo HI 8314).

Acidez titulavel

Foi determinada em 10mL de leite, utilizando-se o método de titulagdo
com hidréxido de sédio N/9 (solugio Dornic), em presenga de solugdo
indicadora(fenolfialeina), como descrito por Brasil (1981)

Sdélidos totais e desengordurados

Os teores de sélidos totais (EST) e sdlidos desengordurados (ESD) das
amostras de leite foram determinados pelo método de secagem em estufa da
marca FANEM, modelo 315 SE a 105°C, como descrito pela A.O.A.C. (1995)
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Gordura

Os teores de gordura das amostras foram determinados pelo métedo do
butirémetro de Gerber-Van Gulik, descrito por Brasil (1981). Para esta andlise,
foi utilizada uma centrifuga do tipo Gerber da marca FANEM.

Densidade

Foi determinada por meio de leitura direta, utilizando-se um
termolactodensimetro segundo Quevenne devidamente aferido. O efeito da
temperatura foi corrigido segundo o método descrito pela AOAC (1995).

Crioscopia

A depressdo do ponto de congelamento (DPC) foi determinada por meio
de crioscopio eletrbnico ITR (modelo MK 540), e o resultado expresso em
graus Hotvert (°H).

Proteina

Foi determinada pelo cilculo do teor de nitrogénio total medido pelo
método micrométrico de Kjeldahl (AOAC, 1995), utilizando-se o fator 6,38 para
a estimativa do teor de proteina total, de acordo com Kosikowski (1977).

Presenca de antibiéticos

Para assegurar que o leite ndo possuia residuos de antibiéticos, todos os
leites utilizados no experimento foram submetidos a exames, utilizando-se o kit
“Delvo Test™

3.2.3 Adicio de antibiéticos ao leite:

O leite recebido foi dividido em quatro fragdes e fraudado com os
antibidticos citados na Tabela 1, sendo que em uma das fragdes néio foi
adicionado nenhum antibiético. As concentragdes de antibiéticos adicionadas ao
leite foram baseadas em uma situagéo simulando um rebanho de vinte vacas e
um rebanho de quarenta vacas, com produgdo média de 14L/animal/dia nos
quais uma delas seria tratada com antibiéticos. Esse procedimento foi utilizado

para os trés antibidticos em estudo.
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3.3 Fabricagiio dos queijos:

Os processos de fabricagdo dos queijos prato foram idénticos para todos
os tratamentos. A técnica de fabricago utilizada foi a descrita por Furtado &
Lourengo Neto (1994) (Figura 1). As fabricages foram divididas em duas
etapas, com trés repeticdes cada e foram conduzidas utilizando-se 50 litros de
leite por tratamento. A primeira etapa constituiu-se na simulagio de um rebanho
de 20 vacas, sendo uma tratada com antibi6tico. Na segunda etapa, simulou-se

um rebanho de 40 vacas, sendo uma tratada com antibidtico.

3.3.1 Coadjuvantes de processamento
3.3.1.1 Fermento latico

O fermento latico utilizado no processo de fabricagdo do queijo foi o
tipo “O” mesofilico (R 704) composto de Lactococcus lactis ssp. Lactis (5%) e
Lactococcus lactis ssp. cremoris (95%) proveniente da Chr. Hansen Indistria e
Comércio ®. A quantidade utilizada foi 1,5% conforme recomendagdo do

fabricante.

3.3.1.2 Cloreto de cdlcio

Utilizou-se cloreto de célcio em solugiio aquosa a 50% (p/v), Chr.
Hansen Indistria e Comércio ®, na quantidade de 40 mL para cada 100 litros de
leite.
3.3.1.3 Coalho

Utilizou-se coalho liquido comercial (Chr. Hansen ®) na proporgéo de

40mL/100 litros de leite, conforme recomendagéo do fabricante.
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Leite pasteurizado (200L)

|
vy v v

Controle Penicilina Estreptomicna Tetraciclina

Adigio do fermento (DVS R704), corante e cloreto de célcio
Pré-maturagio por 30 minutos
Adigdo do coalho e coagulagio
Conte da c&IIhada
Primeira mexedura
Dessoragem parcial (1/3)
Adico de ﬁgulqueme a75°C
Segunda mexedura e aquecimento a 41°C
Ponto da massa e pré-prensagem
Enformagem e prensagem
Salga em salmoura a 20% (oito horas)
Secagem e embalagem

Maturagdo
FIGURA 1 Fluxograma da fabricagfo do queijo prato (Furtado & Lourengo Neto, 1994)
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extrato seco (GES), foram calculados dividindo-se os teores de gordura do

queijo pelo seu teor de EST

Sal

Os teores de sal foram determinados segundo o método descrito por
Kosikowski (1977)

Sal na umidade
Os teores de sal na umidade dos queijos foram determinados pela

férmula

% sal/umidade = ——3 x 100

sal+ umidade

Tirosina e Triptofano

Os teores de tirosina e triptofano das amostras de queijo foram
determinados pelo método proposto por Vakaleris & Price (1959). As amostras
de queijo foram trituradas e diluidas em citrato de sédio 0,5M e precipitadas a
pH 4.6. Apés filtragem desta mistura em papel de filtro WHATMAN n® 42,
obteve-se uma solugdo limpida de citrato de sodio e dcido cloridrico, contendo a
fragdo hidrolisada de proteina do queijo, solivel a pH 4,6. A fragdo solivel foi
diluida (1:1) em agua destilada e submetida a leitura no espectofotdmetro
BEKMAN nos comprimentos de onda de 270 e 290 nm (ultravioleta). A
concentragdo de tirosina (Tir) e triptofano (Trp) em mg/100g de queijo foi

calculada pelas seguintes formulas

Til‘ = 906 (0,95 X Azm— 1,3] X Azqo)

Trp = 1021 (0,307 X Azeo— 0,020 XAz )
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Nitrogénio Total (NT), Nitrogénio Solivel (NS) e Nitrogénio nao
Proteico (NNP)

As amostras de queijo ( cerca de 100g) foram trituradas e diluidas em
citrato de sédio 0,5M. As amostras foram digeridas em bloco aquecedor da
marca SARGE, modelo 40-25, e destiladas em equipamento TECNAL, modelo
TE-036. Finalmente, os teores de NT, NS e NNP foram determinados de acordo

com o método semimicro-Kjeldahl proposto por Gripon et al. (1987).

3.7.2 Cilculo dos Indices de maturagio do queijo prato

Os teores de NT, NS e NNP foram determinados segundo as
metodologias descritas no item anterior e aplicados as férmulas determinadas
por Bondzynski citado por Wolfschoon-Pombo (1983). A determina¢iio do

indice de extensdo de maturagdo é expressa pela formula:

Extensdo (%) = Ll—i x 100

A determinagdo do indice de profundidade de maturagdo é expressa

pela seguinte formula:

Profundidade (%) = NNP x 100
NT

3.8 Anilises microbioldgicas do queijo prato

Para a realizagdo das andlises microbiologicas e determinagiio da
presenca de residuos de antibidticos foram utilizados os queijos produzidos na
segunda etapa, pois os resultados obtidos na etapa 1 demonstraram que naquela

concentragio os queijos possuiam caracteristicas de fabricagdo alteradas e
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padrdes sensoriais como textura, consisténcia, cor, odor e aparéncia
inadequados, tornando os mesmos impréprios para comercializagdo e consumo.
Amostras de 25 g de queijo foram coletadas ap6s 24 horas, 15 e 30 dias,
dilvidas em 225 mL de citrato de sédio 2% (p/v) e homogeneizadas. Apos
homogeneizagdo as amostras foram diluidas em 4gua peptonada a 0,1% (p/v).

Todas as analises foram realizadas de acordo com ICMSF (1982).

3.8.1 Quantificagiio das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae.
A contagem de bactérias da familia enterobacteriaceae foi realizada,
utilizando-se o meio VRB (violeta red blue). A técnica utilizada foi o
plaqueamento em superficie. Diluigdes adequadas foram plaqueadas e
incubadas a 37° C por 24 horas.
Colénias foram isoladas e transferidas para tubos inclinados contendo
agar TSA (agar tripticase de soja) e incubadas por 24 horas. Apds esse periodo

foram realizados os testes de catalase e oxidade e colora¢do de gram.

3.8.1.1 1dentificacfio das enterobacteriaceas.

A identificagdo foi realizada utilizando-se o sistema de identificagdo
API 20E bio Méreux ®. Os isolados obtidos em meio VRB foram purificados
utilizando 0 mesmo meio. As colonias isoladas foram transferidas para tubos
contendo TSA e submetidas a uma nova coloragdo gram para confirmagdo da
pureza. As colbnias gram negativas foram entdio transferidas para tubos
contendo agar TSA inclinado e incubadas a 37°C por 24 horas. Apés esse
periodo, os isolados foram semeados em caldo BHI (caldo infusdo de cérebro e
cora¢do) e incubados por 18 a 24 horas a 37°C. Apés a incubagdo aliquotas da
cultura foram transferidas para solugfio salina de 0,85% até se obter turvagdo 0,5

na escala de MacFarland (Albuquerque et al., 1996). Apés o ajuste da
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concentragdo da cultura aliquotas foram transferidas para as galerias regentes do

API 20E bio Méreux ® e incubadas a 37° C por 18 a 24 horas.

3.8.2 Enumeracio de Staplylococus coagulase positiva

Staphylococcus coagulase positiva foi quantificado pelo plaqueamento
de aliquotas das diluigdes adequadas em agar Baird-Parker. Apés 24 horas de
incubagdo, coldnias tipicas e atipicas foram retiradas aleatoriamente em um
total de 10%. Essas foram transferidas para tubos contendo TSA para posterior

realizagdo de provas confirmativas de coagulase, catalase e coloragdo de gram.

3.8.3 Bactérias liticas

Foram incubadas aliquotas de 1 mL das amostras das diluigdes
apropriadas em meio MRS (4gar de Man, Rogosa & Sharpe), utilizando-se a
técnica de plaqueamento em profundidade.

Apés o endurecimento do 4gar, foi colocada uma sobrecamada deste

meio em cada placa. Estas foram incubadas a 30°C por 5 dias.

3.9 Antibiograma
3.9.1 Preparo da suspensao de esporos:

3.9.1.1 Penicilina

A cultura estoque (Bacillus stearothermophylus ATCC 10149) foi
repicada em meio de 4gar casoy inclinado e, apés 6 horas a 55°C, as células
foram suspensas em 12 mL de caldo Mueller Hinton, apés a raspagem do agar
com alga de niquel-cromo e incubada a 55°C por 18 a 24 horas. Em seguida a
cultura foi entfio diluida de forma seriada, utilizando-se 4gua peptonada (0,1%
p/v), obtendo turvagdo equivalente a 10*° UFC/mL, ajustada com auxilio da

escala MacFarland (0,5 da escala) (Albuquerque et al., 1996).
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3.9.1.2 Estreptomicina e tetraciclina

As culturas estoque de Bacillus subtilis ATCC 6633 e Bacillus cereus
ATCC 11778 foram repicadas em meio de agar casoy e incubadas por 6 horas &
30°C. As células foram coletadas pela adi¢do de 12 mL de caldo Mueller Hinton
aos tubos, voltando a serem incubadas a 30°C durante 18 a 24 horas. Em
seguida, as culturas foram transferidas para tubo de agua peptonada, adequando
para que fosse obtida uma turvagio equivalente a 10® UFC/mL, ajustada com

auxilio da escala MacFarland (0,5 da escala) (Albuquerque et al., 1996).
3.9.2 Preparagio das placas

As placas com agar Mueller Hintom foram inoculadas com a cultura
bacteriana, com auxilio de swabs estéreis, por toda sua superficie, garantindo
assim um crescimento uniforme. As placas foram preparadas de maneira

idéntica para os trés antibidticos em estudo.
3.9.3 Solugfio padrio dos antibi6ticos

3.9.3.1 Penicilina

Penicilina G potassica e G procaina 5.000.000 Ul foi preparada para
conter 100 Ul/mL em tampdo fosfato pH 6,5. A partir da solugéio estoque
( IOOUl/mL), 600pl de solugdo estoque foram adicionados a 9400ul de tampio,
obtendo-se 6 Ul/mL. A partir desta solugdo, diluigSes subsequentes foram

realizadas, obtendo-se as concentragdes de penicilina utilizadas na curva padréo.
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3.9.3.2 Estreptomicina

Estreptomocina foi preparada para conter 500pg/mL em agua
bidestilada. A partir da solugdo estoque (500pug/mL), 60uL de solugdo estoque
foram adicionados a 9940pl de agua bidestilada obtendo-se 3pug/mL. A partir

desta solugdo, diluigdes subsequentes foram realizadas obtendo-se as

concentragdes de estreptomicina utilizadas na curva padrio.

3.9.3.3 Tetraciclina

Tetraciclina foi preparada para conter 200pg/mL em solugdo de HCI
0,IN. A partir da solugdio estoque (200ug /mL), 1000pl de solugdo estoque
foram adicionados a 9000u! de solugdo de HCI 0,IN, obtendo-se 20pg /mL. A

partir desta solugdio, diluigdes subsequentes foram realizadas, obtendo-se as

concentragdes de tetraciclina utilizadas na curva padréo.

3.9.4 Curva padriio

Foram utilizadas as informagdes dos rétulos para calcular as
concentragSes dos antibidticos a serem utilizados na elaboraggo da curva padrio.
Conhecendo-se as concentragdes de cada inoculado e obtendo-se o didmetro dos

halos, obteve-se a curva padrio.

3.9.4.1 Penicilina

Para a confec¢do da curva padrio, discos de papel de filtro inertes de
6mm foram umedecidos com 10pL de solugiio de diferentes concentra¢des de
solugdo de penicilina em tampdo fosfato e depositados sobre as placas
previamente inoculadas com Bacillus stearothermophylus ATCC 10149. A
curva padrio foi elaborada a partir da medida dos halos resultantes da inibicdo

da cultura bacteriana pelo antibiético.
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3.9.4.2 Estreptomicina

Para a confecgdo da curva padrdo, discos de papel de filtro inertes de
6mm foram umedecidos com 10uL de solugdo com diferentes concentragdes de
solugdo de esteptomicina em dgua bidestilada e depositados sobre as placas
previamente inoculadas com Bacillus subtilis ATCC 6633. A curva padrio foi

elaborada a partir da medida dos halos resultantes da inibigio da cultura

bacteriana pelo antibiético.
3.9.4.3 Tetraciclina

Para a confecgdo da curva padrdo, discos de papel de filtro inertes de
6mm foram umedecidos com 10puL de solugdio com diferentes concentragdes de
solugdo tetraciclina em tampido fosfato e depositados sobre as placas
previamente inoculadas com Bacillus cereus ATCC11778. A curva padrio foi
elaborada a partir da medida dos halos resultantes da inibi¢do da cultura

bacteriana pelo antibidtico.

3.10 Determinagfio da concentragiio residual de antibiéticos

3.10.1 Leite
A quantificagdo de cada antibidtico foi determinada como se segue:
Apo6s a adigd@io de antibidticos ao leite e homogeneizagido, amostras de
50 mL de leite foram coletadas no tanque de fabricagdo para posteriores

analises para verificar a quantidade de residuos de antibiticos presente no leite

A metodologia utilizada foi a do método classico descrito pela AOAC
(1995) e modificada por Albuquerque et al. (1996), utilizando-se discos de papel
de filtro e cultura teste. As amostras de leite foram homogeneizadas, os discos
de papel inerte foram umedecidos com 10puL do leite e colocados nas placas ja

inoculadas, conforme o item 3.9.2. As placas foram levadas para incubadora
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BOD a 55°C por 24 horas, observando-se a formag3o de halos de inibigéo. O

procedimento foi 0 mesmo para os trés antibidticos utilizados

3.10.2 Soro

As andlises para determinagio da concentragdo de antibidticos no soro

foram realizadas conforme descrito para o leite no item 3.10.1 .

3.10 3 Queijo

Durante o periodo de maturagdio foram coletadas amostras aos 1, 15 e 30
dias de maturagdo, para a determinagdo da presenca de residuos de antibiéticos
nos queijos. O processo de preparo das amostras foi o0 mesmo para os trés
antibiéticos utilizados. Como tratava-se de um produto sélido, o queijo foi
transformado em pasta com o auxilio de um homogeneizador manual
(polytrom). Apés homogeneizagdio, coletaram-se-se aliquotas da pasta, as quais
foram colocadas em contato com os discos inertes e deixadas até completo
umedecimento (Smin). Em seguida, os discos foram colocados nas superficies

das placas conforme descrito no item 3.10.1.

3.11 Delineamento estatistico

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados em
esquema fatorial (4 X 2) x 3, sendo quatro tratamentos (controle, penicilina,
estreptomicina e tetraciclina) e duas concentragdes com trés repeti¢des, para o
soro e caracteristicas de fabricagdio e (4 X 2X 3) X3 quatro tratamentos
(controle, penicilina, estreptomicina e tetraciclina), duas concentragdes e trés
periodos de maturagdio para o queijo com trés repetigdes. A anélise de varidncia

foi realizada, fazendo-se comparagdes entre médias pelo teste de tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Leite

4.1.1 Composicio fisico -quimica média do leite utilizado na fabricagio dos
queijos

-

Os resultados relativos & composi¢io média do leite utilizado na
fabricago dos queijos nas duas etapas (concentragdes) do experimento
encontram-se na Tabela 2. Os valores obtidos estio de acordo com a legislagéio
(Brasil, 2002). O leite utilizado para a fabricagéio dos queijos estava isento de
residuos de antibiéticos de acordo com resuitados do “Delvo test”, realizado

para detecgdo dos mesmos.

TABELA 2 Composigdo fisico-quimica média do leite utilizado na fabricagio

dos queijos.

Parametros Média
Densidade 1.031
PH 6.60
Gordura 3.5%
Acidez 16’D
Crioscopia -0.538°H
EST 12.35%
ESD 8.85%
Proteina 3.35%
Residuos de antibidticos ausente
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4.1.2 Determinaciio da presenca de residuos de antibiéticos adicionados ao
leite.

Os dados relativos a4 concentragdo de penicilina, estreptomicina e
tetraciclina presentes no leite apds adigdo, encontram se na Tabela 3.
Conhecendo-se o didmetro do halo, pode se, por meio da equagdo de regressdo
encontrada nas curvas padrio (Anexos 1A, 2A e 3A), calcular a concentragio

dos antibidticos no leite.

TABELA 3  Concentragio média* de estreptomicina (pg/ml), penicilina

(Ul/mL), e tetraciclina (ug/ml) no leite apds adic3o dos
antibidticos, nas duas etapas.

Etapa 1 Etapa 2
¢ halo (cm)  Concentragdo ¢ halo(cm)  concentragdo
Estreptomicina 1,08 2,50 pg/ml 0,59 1,25 pg/mi
Penicilina 6,24 4,99 UI/mL 3,30 2,50 U/mL
Tetraciclina 0,141 0,10 ug/mL 0,139 0,05 pg/mL

* médias obtidas de trés observagdes

4.2 Composicio fisico-quimica média do soro dos queijos prato obtidos nas
duas etapas

O conhecimento da composigio do soro durante a fabricagdo de queijos
¢ importante, pois sua maior ou menor riqueza fornecem boa indicagdio de
perdas acontecidas durante a fabricagdo, uma vez que os sélidos do leite serdio
repartidos entre os gros da coalhada, que irdo formar o queijo e o soro. E
importante que o soro seja o mais pobre possivel, para se obter um maior
rendimento de fabricagdo.
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TABELA 4 Valores médios de gordura (%) do soro dos queijos prato,

fabricados com leite adicionado ou néio de antibidticos obtidos nas
duas concentragdes.

Tratamentos
Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
0,75b 0,98a 0,98a 0,97a
Concentragoes
1 2
0,96a 0,87b

Meédias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 5 Valores médios de proteina (%) do soro dos queijos prato,
fabricados com leite adicionado ou niio de antibidticos obtidos nas
duas concentragdes.

Tratamentos

Concentragoes | Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina [ Total

1 0,82b 0,96a 0,99a 0,98" 0,94A
2 0,82c 0,97a 0,97a 0,88b 0,91B
Total 0,82c 0,96ab 0,98a 0,93b

Médias seguidas da mesma letra minascula nas linhas e maiuscula nas colunas ndo
diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 6 Valores médios de sélidos totais (EST) do soro dos queijos prato,
fabricados com leite adicionado ou nio de antibidticos obtidos nas
duas concentragdes.

Tratamentos

Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
6,68¢c 7,14a 6,84b 6,96ab

Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
tukey, a 5% de probabilidade.
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De acordo com os dados das Tabelas 4 a 6, observa-se que os soros
pfovenientes dos leites contendo antibi6ticos possuem teores mais elevados de
gordura, proteina e sélidos totais, em comparagdo com o soro proveniente do
tratamento controle

Observa-se, de maneira geral, que a fabricaglio de queijo utilizando leite
com residuos de antibiéticos, independente do tipo, levou a uma modificagdo na
composigio geral do soro, ocorrendo aumento dos teores de gordura, proteina,
sélidos totais (EST).

Os resultados encontrados indicam que houve diferenga significativa,
quando se compara o tratamento controle com os demais. Para proteina e
gordura, ndo houve diferenga significativa entre os antibi6ticos, porém houve
entre as concentragSes utilizadas. Na concentraggio um, houve maior perda de
gordura e proteina (Tabelas 4 ¢ 5). A concentragdo utilizada néio afetou a perda
de sélidos totais. Houve diferenga significativa entre os tratamentos, sendo que a
penicilina foi o antibidtico que proporcionou maior perda de sélidos totais
(Tabela 6).

A presenga de residuos de antibidticos no leite causa um
enfraquecimento da coalhada com consegilente aumento de sua porosidade,
fazendo com que esta tenha sua capacidade de reter componentes diminuida.
Dessa forma, durante o processo de corte e mexedura, mais componentes sélidos
sairdo dos grdos e enriquecerdo o soro, causando, por sua vez, uma diminuigio

do rendimento do leite em queijos e, dessa forma, causando prejuizos a industria
queijeira.
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TABELA 7 Valores médios de pH do soro dos queijos prato, fabricados com
leite adicionado ou ndo de antibiéticos em duas concentragdes.

Tratamentos

Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
6,36b 6,38a 6,39a 6,40a

Médias seguidas da mesma letra nas linhas nfio diferem estatisticamente, pelo teste
de tukey, a 5% de probabilidade.

Sabidamente, a formagdo da acidez durante todo o processo da
fabricagdo de queijo é parametro extremamente importante e diretamente
relacionado com o desenvolvimento do fermento litico. Como este ¢ fortemente
afetado por antibiéticos, teré influencia direta na formag#o da acidez. Em fungio
disso, no tratamento controle, o pH do soro durante a fabricagdo se comportou
de forma adequada aos objetivos tecnolégicos. Houve diferenga significativa
entre o tratamento controle e os demais, sendo que a concentragéo utilizada nd@o
influenciou nos resultados (Tabela 7).

A acidez tituldvel do soro foi mais elevada nos tratamentos com residuos
de antibidticos, muito provavelmente em fungio da maior concentragio de
sélidos nesse soro, ja que essa acidez reflete a concentragéo de substéincias que
reagem com hidréxido de sédio durante a titulagdo.

As bactérias do fermento latico utilizado na fabricagio dos queijos
possuem alta sensibilidade a presenca de antibidticos. Assim, as duas dosagens
utilizadas ndo apresentaram diferengas significativas, jo que ambas foram
suficientes para causar inibig#o.

Os resultados obtidos no tratamento controle estdo de acordo com os
obtidos por Ventura et al (1984) e Furtado & Wolfschoom Pombo (1979), que
estudaram a composigdo do soro dos queijos prato € minas e concluiram que o

soro proveniente da fabricagdo do queijo prato possui a seguinte composicao:
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gordura 0,70%-0,80%, proteina 0,75%-0,90%, sélidos totais 6,70-7,00 e pH
6,36-6,42.

Oliveira (2001), avaliando a composi¢io média do soro de queijos prato
fabricados com leite pasteurizado pelos sistemas HTST e injego direta de vapor
(IDV), encontrou valores proximos aos citados nas Tabelas 4 a 6, para o sistema
HTST, que foi o utilizado para pasteurizagdo do leite destinado a fabricagio dos

queijos no presente trabalho.

4.2.1 Determinaciio da presenga de residuos de antibiéticos no soro
Os dados referentes 4 concentragio de penicilina, estreptomicina e
tetraciclina presentes no soro proveniente da fabricagdo dos queijos nas duas

ctapas do experimento encontram-se na Tabela 8.

TABELA 8 Concentragiio média* de penicilina, estreptomicina e tetraciclina
encontrada no soro proveniente da fabricagio dos queijos

Etapa | Etapa 2
¢ halo(cm)  Concentragio ¢ halo (cm)  concentragdo
Penicilina 5,70 4,54Ul/mL 3,10 2,30 UVmL
Estreptomicina 0,98 2,25 pg/ml 0,55 1,12 pg/mL
Tetraciclina 0,14 0,95 pg/ml 0,139 0,47 pg/mL

* medias obtidas de trés observagdes

Pode-se observar transigdo de 91% e 92% da concentragdo de penicilina
do leite para o soro nas etapas | ¢ 2, respectivamente. Para a estreptomicina, a
transicio foi de 90,35% nas duas etapas; os maiores indices de transi¢do foram
observados para a tetraciclina, 95% nas duas etapas.

Como o soro ¢ utilizado na fabricagdo de vérios produtos como ricota,

bebidas lacteas, achocolatados dentre outros, esses resultados sdo preccupantes
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do ponto de vista de saide plblica bem como tecnolégico, pois quantidades
consideraveis de antibidticos podem estar presentes nesses produtos, podendo
causar problemas ao consumidor, tais como alergia e resisténcia bacteriana. A
migragdo dos antibidticos para o soro também pode ser danosa & industria por
meio da inibigdo parcial ou total das culturas lécteas e obtengdo de produtos com

caracteristicas indesejaveis.

4.3 Coagulagio, transi¢io dos componentes do leite para a coalhada e
rendimento

Os valores médios de tempo de coagulagio, transi¢io de gordura,

proteina e sélidos totais (EST) e rendimento nas duas etapas de fabricagio dos

queijos encontram-se nas Tabelas 9 a 13.

TABELA 9 Valores médios de tempo de coagulagdo (min) obtidos na fabricagéo
dos queijos prato, elaborados com leite adicionado ou ndo de
antibidticos em duas concentra¢des

Tratamentos
Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
40,00 ¢ 45,67 b 46,00 b 49,00 a

Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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O tempo de coagulag@o dos tratamentos com residuos de antibicticos foi
maior que o observado para o tratamento controle. A atuagio das enzimas do
coalho e a conseqiiente coagulagdo sdo dependentes da acidez desenvolvida
durante o processo de fabricagio. Dessa forma uma diminuigio no
desenvolvimento do fermento latico causa um aumento no tempo de coagulagio,
fato este que justifica o maior tempo de coagulagio para os tratamentos
contendo residuos de antibiéticos.

O antibiético que causou maior atraso no tempo de coagulagiio foi a
tetraciclina, resultado este coerente com os encontrados por Fagundes & Molin
(1988). Estes autores observaram, na fabricagdo de queijo cottage, que pequenas
concentragdes de tetraciclina interagem com a caseina e o célcio, provocando
atraso na coagulagfo.

Observa-se, na pritica, que nas indistrias queijeiras, uma das maneiras
de se suspeitar da presenca de residuos de antibi6ticos ¢ pela observagio do

tempo de coagulagdio que, embora néio seja um método cientifico é muitas vezes
eficiente.

TABELA 10 Valores médios de transigdio de gordura (%) na fabricagio dos
queijos prato, elaborados com leite adicionado ou ndo de
antibiticos em duas concentragdes

Tratamentos

Concentragdes| Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total

i 79,652 70,87 ¢ 73,43 b 74556 | 74,60 B
2 80,24a 75,84 b 76,22 b 76,68b |77.24 A
Total 7994a  73.56¢ 74,78 be 75,620

Médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas e maiuscula nas colunas
niio diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 11 Valores médios de transi¢do de proteina (%), obtidos na fabricagdo

dos queijos prato, elaborados com leite adicionado ou nio de
antibidticos em duas concentragdes

Tratamentos
Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina
78,20 a 74,26 b 73,35b 74,19b

Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de tukey, a 5% de probabilidade.

TABELA 12 Valores médios de transigio de s6lidos totais (%), na fabricagdo do
queijo prato elaborados com leite adicionado ou ndo de
antibidticos em duas concentragdes

Tratamentos

Concentragdes | Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total

1 51,02a 46,65 c 48,30 b 48,57b |48,64
2 51,39a 48,00b 47,03b 4823 b 48,66
Total 51,21 a 47,52b 47,66 b 48,40 b

Médias seguidas da mesma letra nas linhas ndo diferem estatisticamente, pelo
teste de tukey, a 5% de probabilidade.

Observou-se que, nos tratamentos utilizando leite contendo residuos de
antibi6ticos, independente do antibiético utilizado, a transigéo de gordura, EST e
proteinas foi menor em relag@o ao tratamento controle. Para transigéo de gordura
houve diferenca significativa entre as concentragdes e os antibiéticos utilizados.
Para transi¢do de proteina, observou-se diferenga significativa apenas entre os

tratamentos.
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TABELA 13 Valores médios de rendimento (L/kg), na fabricagdo do queijo
prato elaborados com leite adicionado ou né@o de antibiéticos em
duas concentragdes

Tratamentos

Concentragdes | Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina [ Total

1 9,00 ¢ 10,34 a 9,76 b 9,73b (9,71 A
2 8,96d 10,14 a 9870 9,72¢ |9,67B
Total 898d 10,24 a 9,81b 9,72c¢

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas linhas e maitscula nas colunas
ndo diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.

A menor transigio de componentes do leite para o queijo leva & redugdo
de rendimento, considerando-se queijos de mesma umidade, o que foi observado
para os leites contendo residuos dos antibiéticos utilizados. Houve diferenga
significativa entre os antibidticos e entre as concentragdes utilizadas (Tabela 13),
a concentragdo dois interferiu menos no rendimento. A penicilina,
estreptomicina e tetraciclina causaram redugdo no rendimento de 14,89%, 8,44%
e 7,88% respectivamente para a etapa 1 e 13,04%, 9,13% e 8,05%
respectivamente para a etapa 2. A penicilina foi o antibiético que mais afetou o
rendimento, essa maior perda pode ser, supostamente, devido & maior
porosidade observada na coalhada elaborada com esse leite, porosidade esta que
permite maior evasdo de componentes sélidos do grdo durante a mexedura.

A maior porosidade do tratamento penicilina, muito provavelmente, foi
devido ao maior desenvolvimento de coliformes nessa coalhada (Tabela 23).

O maior rendimento observado no tratamento controle est4 relacionado

ao maior aproveitamento dos constituintes do leite, o que pode ser explicado
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pelas diferengas encontradas nas porcentagens de transicdo de componentes
entre o tratamento controle e os demais e pela composi¢do do soro.

Os valores encontrados para o tratamento controle estdo de acordo com
os citados por Ventura et al. (1984) e Furtado & Wolfschoom Pombo (1979),
que determinaram as cifras de transigdo de componentes e rendimento de queijos
prato e minas. Furtado et al. (1988) e Oliveira (2001), analisando queijo prato
encontraram valores de transigiio de gordura de 77,21% e 80,91% e de sélidos
totais de 46,62% e 45,62%, respectivamente.

4.4 Composicio fisico-quimica do queijo prato

A composi¢io média de alguns pardmetros fisico quimicos do queijo
prato, 24 horas apés a salga, elaborado nas duas etapas do experimento
encontram se nas tabelasl4 ¢ 15.

De maneira geral, as caracteristicas fisico-quimicas dos queijos do
tratamento controle estdio dentro dos padrdes tecnicamente aceitdveis. Segundo
Furtado & Lourengo Neto (1994), o queijo prato possui a seguinte composig#o:
umidade 42-44%, gordura 26-29%, proteina 27-29%, teor de sal 1,6-1,9% e pH
5,2-5,4. Observam-se maiores valores de proteina, gordura e sdlidos totais

quando se compara o tratamento controle com os demais tratamentos.
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TABELA 14 Composico fisico-quimica média do queijo prato produzido na
etapa um, com um dia de maturagdo.

Tratamentos
Controle Penicilina  Estreptomicina  Tetraciclina

pH 5,16 6,34 6,15 5,50
Proteina (%) 27 24,5 35,5 25,8
Gordura (%) 28 26 27 27

GES (%) 50,00 51,52 51,73 50,80
EST (%) 56,00 50,45 52,19 53,15
Umidade (%) 44,00 49,56 47,89 46,85
Sal (%) 1,67 1,99 1,82 1,60
Sal/umidade (%) 3,65 3,86 3,67 3,34

TABELA 15 Composigio fisico-quimica média do queijo prato produzido na
etapa dois, com um dia de maturago.

Tratamentos
Controle Penicilina  Estreptomicina  Tetraciclina

pH 5,14 6,08 5,80 5,30
Proteina (%) 27 24,5 26 26

Gordura (%) 27 26 26 26

GES (%) 47,80 51,48 48,82 48,40
EST (%) 56,40 50,51 53,25 54,15
Umidade (%) 43,60 49,50 46,75 45,85
Sal (%) 1,67 1,97 1,81 1,62
Sal/umidade (%) 3,69 3,82 3,73 3,41
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O desenvolvimento do fermento latico ¢ extremamente influenciado pela
presenga de antibidticos no leite, 0 que provocou menores redugdes nos valores
deste importante parametro da fabricagio de queijos nos tratamentos com
antibidticos. Tecnicamente, o queijo prato com 24 horas de fabricagiio deve
possuir pH de 5,2, o qual sé foi alcangado no tratamento controle.

A penicilina foi o tratamento que mais afetou a queda do pH,
proporcionando, como conseqiléncia, ambiente mais favordvel para
desenvolvimento de coliformes que, por sua vez, produz gis e aumenta a
porosidade do queijo. Junta se a isso, o fato desses microrgariismos serem
proteoliticos, atacando as micelas de caseina. Esse conjunto de fatos promove
maior saida de matéria protéica dos grios durante o processo de mexedura,
enfraquecendo a malha protéica e permitindo maior saida de sélidos para o soro.
Este fato explica a razio do soro do queijo fabricado com leite contendo
penicilina ter apresentado maiores teores de EST, gordura e proteina (Tabelas 4
a6).

Como a coalhada ¢ dividida durante a fabricagdo em gréos e soro, os
componentes encontrados em maior quantidade no soro terdo valores reduzidos
nos grios. Observa-se entdo que o tratamento controle apresentou maiores
concentragdes de proteina, gordura e s6lidos totais.

Os queijos com residuos de antibidticos apresentaram maior teor de
umidade, ou seja, mesmo prolongando-se o periodo de mexedura, os gréos ndo
conseguiram atingir a umidade adequada para o queijo prato. Sabidamente a
acidez é um importante fator de sinérese, pois com o aumento da acidez ha uma
concentragio dos grios liberando igua; como os antibidticos prejudicaram a
formagdo de acidez, os queijos produzidos com leite contendo resfduos dos
mesmos apresentaram maior teor de umidade

O teor de sal apresentou valores mais elevados nos queijos fabricados

com leite contendo residuos de penicilina e estreptomicina. Isso ocorreu devido
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a maior umidade obtida, o que proporcionou maior difusdo de sal na massa

desses queijos. Foram observados teores de sal na umidade também superiores.

4.4.1 pH

A evolugdo do pH ¢ um parimetro fundamental na fabricagio de
queijos. O valor do pH diminui nas primeiras horas apés a fabricagdo e tende a
aumentar durante a maturagdo devido a geragiio de compostos de carater
alcalino.

O comportamento dos teores de acido latico durante a maturagio é
essencial para o desenvolvimento do “flavor” e para a manutengiio da qualidade
do queijo (Khatoon et al., 1990).

A evolugdo do pH durante a maturagdo dos queijos pode ser observada

nas Figuras 2 e 3.

Evolugiio do pH durante a maturago do queijo prato

| m1dia
m 15 dias |
@30 dias |
SE—— |

pH

controle penicilina estreptomicina

Tratamentos

FIGURA 2 Valores médios de pH do queijo prato elaborado na etapa um, em
diferentes periodos de maturagdo.
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Evolugiio do pH durante a maturagio do queijo prato

7
]
|
6,5 - ‘gldia
| m 15 dias
6. | @30 dias

controle penicilina estreptomicina tetraciclina

Tratamentos

FIGURA 3 Valores médios de pH do queijo prato elaborado na etapa dois, em
diferentes periodos de maturagio.

O tratamento controle apresentou evolugdo tecnicamente normal para o
queijo prato, enquanto que 0s outros tratamentos apresentaram valores mais
elevados que o controle, ficando todos acima dos valores tecnicamente

aceitaveis.
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TABELA 16 Valores médios de pH, obtidos nas duas concentragdes.

Tratamentos

Concentragdes| Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina| Total

1 5,30b 6,17 a 6,03 a 5,46ab [5,74 A
2 5,29¢ 590a 5,72b 533bc [5,56B
Total 5,29 ¢ 6,04 a 5,87b 5,39 be

Médias seguidas da mesma letra mintscula nas linhas e maitscula nas colunas
ndo diferem estatisticamente pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.

Houve diferenga significativa entre os tratamentos e entre as
concentragdes utilizadas, tendo a concentragiio dois afetado menos os valores de
PH. O tratamento com penicilina foi o que apresentou valores mais distantes em
comparagao ao controle, tendo inclusive, na concentragéio 1, mantido os mesmos
valores durante o periodo de maturagdo.

Nos queijos com residuos de estreptomicina, o pH experimentou uma
ligeira queda, muito provavelmente em fungdo de grande quantidade de lactose
residual. Isso permitiu sua fermentagdo durante a maturagdo, fermentagdo esta
ocasionada, provavelmente por outras bactérias que ndo as do fermento latico.

A tetraciclina foi o antibiético que menos afetou o pH, sendo seu
comportamento semelhante ao do controle, embora com valores acima dos
padrdes do queijo prato.

O que se observou nos queijos elaborados com leite contendo residuos
dos antibiéticos utilizados foi que o pH se comportou de maneira inadequada,
sendo muito elevado no inicio da maturacdo, ocorrendo uma ligeira queda
durante a maturagfo, porém, ficando ainda muito superior ao de um queijo prato
normal que, segundo Furtado & Lourengo Neto (1994), é de 5,2 a 5,4. Os
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queijos contendo residuos de tetraciclina foram os que obtiveram valores mais-
préximos aos do controle (Figuras. 2 e 3).

Estes resultados séo coerentes com os encontrados por Dunsmore et al.
(1985) e Packhan et al. (2001), que observaram inibigdo na produgiio de acidos
pelas culturas utilizadas na fabricagdo de queijo cheddar.

O comportamento do pH nos queijos elaborados com leite contendo
residuos de antibiSticos pode ser devido & inibicdo do crescimento dos
microrganismos do fermento, resultando em pouca acidifica¢dio, o que favoreceu
o desenvolvimento de microrganismos indesejaveis principalmente coliformes,
causando estufamento dos queijos. Os queijos ficaram com aspecto inadequado,
0 que causa prejuizos para a industria, pois, além de perdas econdémicas, ocorre
desconfianga do consumidor em relag#o ao produto e ao fabricante.

Resultados semelhantes foram encontrados por Albuquerque et al.
(1996) que observaram a deteriorag@o de queijos por coliformes resistentes a
agdio de antibidticos, fazendo com que néio ocorresse a fermentagéio pelas cepas

selecionadas, acarretando em modificagGes nas caracteristicas do produto.

4.4.2 indice de extensdo e profundidade de maturac¢fio do queijo prato

A protedlise do queijo € considerada resultante de vérias atividades
enziméticas (proteinases, peptidases), Os principais contribuintes s@o o coalho e
as enziinas do fermento latico (Wolfschoom Pombo & Lima, 1989).

A detecgéio e a quantificagdo dos produtos de degradagdo das proteinas
dos queijos s#o usadas como pardmetros para expressar o indice de maturaggo,
uma vez que a extensdio da degradagdio das proteinas tem implicagdo direta no
desenvolvimento da textura, sabor e aroma da maioria dos queijos maturados,

como ¢ o caso do queijo prato (Law, 1987).
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Para se estabelecer a qualidade dos queijos distribuidos no mercado, tem
sidlo comumente utilizada a determinagdo dos indices de extensio e
profundidade de maturago e os teores de tirosina e triptofano. Segundo Furtado
& Lourengo Neto (1979), o conhecimento desses dados em um queijo permite
conhecer a atividade proteolitica do coalho e peptidolitica do fermento, bem
como o momento ideal de langamento do queijo no mercado.

A primeira degradagdio protéica é feita pelas enzimas do coalho que
sofrem grande influéncia do pH, fato este responsdvel pelos indices do
tratamento controle ap6s 24 horas de fabricagdo. Apés essa primeira protedlise,
realizada pelas enzimas do coalho, entram em acdo as peptidases do fermento
latico. Os tratamentos com antibiéticos tiveram menor extensdio de maturagio
até 30 dias apds fabricag@o, nfio havendo diferenca entre os antibi6ticos nem
entre as concentragdes.

Os indices de extensdo de maturag@o obtidos durante a maturagio dos

queijos encontram-se na Tabela 17.

TABELA 17 Valores médios de extensio de maturagdo, dos queijos prato
elaborados com leite adicionado ou ndo de antibiéticos em duas

concentragdes
Tratamentos
Tempo | Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total
1 10,89 a 10,25 b 9,66 ¢ 933c [10,03C
2 14,05 a 12,35b 12,33 b 12,72b |12,86 B
3 16,42 a 14,54 ¢ 14,54 ¢ 15,17b |15,17A
Total 13,78 a 12,38b 12,18 b 12,41b

Médias seguidas da mesma letra mintscula nas Jinhas ¢ maigscula nas colunas
ndo diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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Os dados relativos ao tratamento controle variaram de 10,80% a 16,30%
na etapa | e de 10,83% a 16,40% na etapa 2, no periodo de 1 a 30 dias de
maturaggo.

Os valores encontrados sdo préximos aos observados por outros autores.
Oliveira (2001) encontrou valores de 8,91% a 15,36% avaliando queijo prato de
1 a 40 dias de matura¢do. Baldini et al. (1998), estudando prote6lise em queijo
prato durante 40 dias de maturagiio, observaram valores de 10,67% a 14,89%.
Alves et al. (1999) encontraram o valor de extensdo de maturagdo de 17,80% em
queijo prato com 50 dias de maturag#o.

Apos a atuagiio do coalho sobre as proteinas com gera¢éo de peptideos
de menor peso molecular, as peptidases do fermento latico atuam sobre esses
gerando peptideos de peso molecular ainda menor, chegando a nitrogénio ndo
protéico (NNP). Dessa forma, quaisquer substincias ou outros fatores que
inibem o desenvolvimento microbiano afetam diretamente a formag@o de NNP
e, conseqiientemente, a profundidade de maturagdo.

Os indices de profundidade de maturagdo obtidos durante a maturagdo

dos queijos encontram se na Tabela 18

TABELA 18 Valores médios de profundidade de maturagio, dos queijos prato
elaborados com leite adicionado ou ndo de antibi6ticos em duas

concentragoes
Tratamentos
Tempo Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total

1 8,67a 8,52a 8,35a 838a [848C

2 11,81 a 997¢ 10,33 be 10,47b |10,64 B

3 12,85a 10,40 ¢ 10,78 be 11,33b [11,34A

Total 1L11a 9,63 ¢ 9,82 be 10,06 b

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas linhas e maiiscula nas colunas ndo

diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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Houve diferenga significativa entre o tratamento controle e os demais,
néo tendo a concentragdo utilizada influenciado nos resultados

Baldini et al (1998) e Oliveira (2001), avaliando protedlise em queijo
prato durante 40 dias de maturagfio, encontraram valores de 8,17% a 16,43% ¢
7,89% a 12,75%, respectivamente.

Os valores médios de extensdo e profundidade de maturagdo observados
para os queijos produzidos com leite isento de residuos (controle) foram
superiores aos encontrados nos demais tratamentos. A menor protedlise nos
queijos elaborados com leite contendo residuos dos antibiéticos utilizados pode
ser em fungfio de menor atividade do coalho que ¢ o principal agente proteolitico
na primeira fase do processo e menor atividade dos microrganismos do

fermento, devido ao alto valor de pH encontrado nesses queijos.

4.4.3 Tirosina e Triptofano
Os teores de tirosina e triptofano sdo usualmente considerados como

bons indices de maturaggo dos queijos maturados (Vakaleris & Price, 1959).

TABELA 19 Valores médios de tirosina, obtidos durante o periodo de
maturagéio dos queijos prato elaborados com leite adicionado ou
ndo de antibiéticos em duas concentragSes

Tratamentos
Tempo Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total
1 2893 a 23,13 ¢ 22,28¢ 26,09b [25,11C
2 46,24 a 3L11¢ 34940 33,70bc |36,49B
3 73,35a  5838bc 55,80 ¢ 60,66b (62,05A
Total 49,51 a 37,54 ¢ 37,67 ¢ 40,15b

Médias seguidas da mesma letra miniiscula nas linhas € maitscula nas colunas
ndo diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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Houve aumento linear nos teores de tirosina em fun¢do da idade de
matura¢do dos queijos. Observou-se diferenga significativa entre o tratamento
controle e os demais, tendo a tetraciclina sido o antibidtico que menos afetou os
teores de tirosina. Ndo houve diferenga significativa entre as concentragdes
utilizadas.

O aumento nos teores de tirosina durante a maturagio pode ser
explicado pela agdo das peptidases do fermento litico sobre os peptideos
liberados pela agdo do coalho principalmente, formando mais aminoéacidos e
compostos de baixo peso molecular. o

Nos queijos elaborados com leite contendo residuos de antibidticos, os
teores de tirosina foram inferiores aos do tratamento controle em todo o periodo
de maturagio, o que pode ser explicado pela menor atividade do fermento.

Os teores de triptofano obtidos durante a maturagdio dos queijos
encontram se na Tabela 20. Houve diferenca significativa entre o tratamento
controle e os demais. Nio houve diferenga entre os antibiéticos utilizados ndo

tendo a concentragdo influenciado nos resultados.

TABELA 20 Valores médios de triptofano, obtidos durante o periodo de
maturagio dos queijos prato elaborados com leite adicionado ou
ndo de antibiéticos em duas concentragdes

Tratamentos
Tempo Controle Penicilina Estreptomicina Tetraciclina | Total
1 50,26 a 43,00 b 44,89 b 48,65ab |[46,70C
2 55,06 a 50,54 b 52,08b 51,81b |52,37B
3 59,52a 56,04 b 55,10b 5507b |5643 A
Total

Médias seguidas da mesma letra miniiscula nas linhas e maiuscula nas colunas
nio diferem estatisticamente, pelo teste de tukey, a 5% de probabilidade.
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Observou-se que, em todos os tratamentos utilizados, no final do periodo
de maturagdo, os teores de tirosina foram mais elevados que os de triptofano,
concordando com os dados obtidos por Baldini et al. (1998). Fernandez del Pozo
et al. (1992) encontraram comportamento semelhante nos teores de tirosina e
triptofano do queijo La Serena.

Pacciulli (1996), avaliando protedlise em queijo gorgonzola encontrou
teores de tirosina mais elevados que os de triptofano em todos os periodos de

maturacio.

4.4.4 Presenga de residuos de antibidticos no queijo
Os dados referentes & concentra¢do de residuos dos antibi6ticos durante

a maturagdo dos queijos elaborados nas duas etapas do experimento se

encontram nas Tabelas 2] e 22.

TABELA 21 Concentragdo média* de penicilina encontrada nos queijos durante
o periodo de maturagio

PENICILINA (UI/mL)
Etapa | Etapa 2
¢ halo(cm)  Concentragio ¢ halo (cm)  Concentragdo
1 dia 1,48 0,93 1,00 0,50
15 dias 1,09 0,61 0,80 0,36
30 dias 0,87 0,41 0,60 0,19

*média obtida de trés observagges
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TABELA 22 Concentragio média* de estreptomicina encontrada nos queijos
durante o periodo de maturagéo

ESTREPTOMICINA (pg/mL)
Etapa | Etapa 2
¢ halo(cm)  Concentragdo ¢ halo(cm)  Concentragio
1 dia 0,20 0,25 0,16 0,12
15 dias 0,15 0,097 0,13 0,045
30 dias 0,13 0,045 0,12 0,019

*média obtida de trés observagdes

De acordo com os dados das Tabelas2] e 22, observa-se que a
quantidade de residuos nos queijos ¢ inferior a quantidade encontrada no leite,
pois a maior parte dos residuos passou para o soro (Tabela 8). Porém, mesmo
em pequenas quantidades, a presenca de residuos causou alteragbes nas
caracteristicas fisico quimicas, coagulagdo, rendimento, atividade do fermento,
microbiota e aspecto dos queijos. Essas alteragSes prejudicam a industria devido
a necessidade de descarte de produtos e rejeigéo do consumidor, prejudicando a
imagem do produto e do fabricante; além disso, deve-se ressaltar que em caso de
pessoas sensiveis, pequenas quantidades sdo suficientes para causar danos a
saGide. Observou-se também que, durante o periodo estudado houve redugéo nas
concentragdes de residuos de penicilina e estreptomicina, o que pode ser devido
3 degradagdio dos antibidticos pelo microrganismo, causando alteragSes
bioquimicas, tais como inativagio de substincia por enzima penicilinase que
destréi o anel betalactimico presente nas penicilinas; modificagéo da droga por
enzimas aminoglicosidases produzidas pelo microrganismo resistente e alteragéo
do sitio ativo da droga no agente bacteriano (Tavares, 1996). Pelo método

utilizado, ndo se detectou a presenga de tetraciclina nos queijos.
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4.5 Pesquisa de microrganismos no queijo prato

4.5.1 Pesquisa de enterobacterias e bactérias liticas em queijos prato
fabricados com leite adicionado ou nio de antibiéticos
Os resultados da anilise de enterobactérias feita nos queijos fabricados

com leite adicionado ou nio de antibiético estiio descritos na Tabela 23.

TABELA 23 Numero de enterobactérias presentes em queijos fabricados com
leite adicionado ou ndo de antibidtico.

Tratamentor Contagem UFC/g

24 horas 15 dias 30 dias
Controle (T1) 3.8x 10 0 0
Penicilina (T2) 2,9 x 10 3,1x 10° 3,5x 10°
Estreptomicina (T3) 2,1 x 10* 3,1x 10* 1,9x 10*
Tetraciclina (T4) 3,2x10* 2,0x 10° 42x10°

Verifica-se que os queijos fabricados com a adigdio intencional de
antibidticos apresentaram nimero de enterobactérias mais elevado. Isto ocorreu
devido a multiplicagio dessas bactérias oriundas do leite que persistiram no
queijo. O queijo cujo leite de fabricagdo foi adicionado de penicilina (T2)
apresentou alto grau de multiplicagio de enterobactérias, chegando a 3,5
x10°UFC/g apés trinta dias de maturagdo. O queijo fabricado com
estreptomicina (T3) também apresentou elevado crescimento destas bactérias.
Contudo, o queijo fabricado com leite adicionado de tetraciclina manteve-se
com contaminagfio baixa se comparado aos queijos adicionados de outros
antibiéticos. E interessante notar o decréscimo na concentragio de bactérias no

decorrer da maturagdo, diminuindo duas unidades logaritmicas, passando de 10*
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UFC/g para lOzUFCfg apos trinta dias de maturagdo, nos queijos contendo
residuos de tetraciclina. Esta diminui¢do pode ser devido & perda da atividade
antimicrobiana do antibidtico empregado pois a tetraciclina complexa-se com
célcio (Chen & Chang, 1994) e grande parte € perdida no soro (Tabela 8). Com
isto ocorre multiplicagdo mais acentuada dos microrganismos do fermento
(Tabela 24), sendo essa diferenga de =4 ciclos logaritmicos quando comparado
com a penicilina e %1 ciclo logaritmico para estreptomicina. A maior
multiplicagdo do fermento inibe a proliferagdo das enterobactérias pela produgio
de compostos inibidores, como acidos, dentre eles o latico ou devido ao sistema
lactoperoxidasde (jungdo do tiocianato + peréxido de hidrogénio) ( Wolfson &
Summer, 1993; Furtado, 1994; Seifu et al. 2003).

TABELA 24 Contagem das bactérias laticas do fermento em meio MRS dos
queijos fabricados com leites adicionados e ndo adicionados de
antibioticos.

Tratamento Contagem UFC/g

24 horas 15 dias 30 dias
Controle (T1) 1,2x 10" 6,7x 10" 1,65 x 10"
Penicilina (T2) 1,1 x10° 2,2x 10° 9,3x 10*
Estreptomicina (T3) 1,0x 107 4,7 x10’ 1,3x 10
Tetraciclina (T4) 3,8x10° 53 x10° 8,6 x 10°

Na Tabela 24 pode-se notar elevada contagem de bactérias laticas
oriundas do fermento presentes no queijo sem adigdo dos antibidticos.
Confrontando os resultados obtidos para bactérias laticas com o namero de

enterobactérias obtidas para o mesmo tratamento (Tabela 23) pode-se afirmar
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que neste queijo houve menor multiplicagio de enterobactérias. Isto foi devido a
varios fatores, tais como a produgo de 4cidos, dentre eles 4cido litico que pode
promover abaixamento do pH. Isto pode ser observado no queijo isento de
antibitico o qual atingiu pH de 5,2 a 5,4 durante o periodo de maturagdo ou
mesmo 4 agdo especifica do préprio dcido na inibigao do crescimento bacteriano,
pois o abaixamento do pH auxilia na ag@o do acido latico sobre o microrganismo
causando inibigdo do metabolismo normal da célula microbiana indesejével,
inibindo sua multiplicagZo (Franco & Landgraf, 2001); também pode-se inferir
sobre a inibigdo pelo sistema lactoperoxidase formado no leite pela agdo das
bactérias laticas, que produzem pequenas quantidades de peréxido de hidrogénio
capazes de ativar o sistema (Wolfson & Summer, 1993; Boussouel et al., 2000;
Seifu et al., 2003)

A inibigdo do fermento pelos antibidticos é marcante nos queijos em que
houve a adigéio de penicilina (2,5UI). O nimero de bactérias laticas neste queijo
foi, em média, 7,5 x IO‘UFC/g , valor baixo se comparado ao controle, ficando
na ordem de 1,1 x 10°UFC/g com 24 horas de fabricag@io, concentragdo
microbiana muito abaixo da normatizada pela legislagdo, 10°UFC/g
(Brasil,2002). A inibig¢do por penicilina também foi observada por Champagne
(1992) que observou a inibigéio de Lactococcus lactis ap6s adigdo de 0,3 Ul de
penicilina e trés horas de fermentagdo. Com relagdo a estreptomicina, a inibi¢do
do fermento foi menor do que aquela causada pela penicilina. Apés 24 horas de
fabricacdo, obteve-se 1,0 x lO’UFC/g, de bactérias laticas, porém a
multiplicagdio foi reduzida se comparada ao controle. A inibigdo do fermento
pela tetraciclina foi menor comparando-se com os dois outros antibiéticos. Apos
24 horas de fabricagdo, o nimero de bactérias laticas encontradas foi de 3,8x
10°UFC/g, e ap6s 30 dias, a fabricaggo j4 atingia niveis altos de bactérias laticas
na ordem de 8,6 x 10°UFC/g, porém ,abaixo do controle.
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Segundo Fagundes & Molin (1988) os antibioticos inibem fortemente os
fermentos laticos, que sdo muito sensiveis, havendo desenvolvimento excessivo
de coliformes e estafilococos, uma vez que no leite normal os coliformes teriam
seu desenvolvimento limitado pelo fermento.

A resisténcia desses microrganismos ¢ ressaltada por Furtado (1990), o
qual cita que as bactérias do grupo coliforme sdo sete vezes mais resistentes a
antibidticos que aquelas do fermento latico mesofilico; no caso do leite contendo
pequenas concentragdes de penicilina, a cultura latica sera parcial ou totalmente
inativada, porém os coliformes sobreviverdo causando o estufamento dos
queijos, o que pode ser observado nos queijos fabricados com leite contendo

residuos de penicilina e estreptomicina (Figura 4).

oy e Ao

b |
Penicilina

»

; Tetraciclina
30 Dias : Estreptomicina _
; | 30 Dias

FIGURA 4 Fotografia dos queijos prato inteiros e partidos aos trinta dias de
maturagao
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Considerando que dentro da familia Enterobacteriaceae estdo varios
patogenos entéricos incluidos, os resultados obtidos caracterizam situagiio de
risco potencial, tendo em vista a inter-relagio entre bactérias desta familia e as
possiveis ocorréncias de patégenos entéricos. Estes dados mostram que pequena
populagdo microbiana pode ser aumentada pela adi¢io de antibiéticos que
mudaréio a microbiota normal do queijo, aumentando o risco de ocorréncia de
toxinfecgdes pelo produto.

As espécies mais comumente encontradas nos queijos, pertencentes &

familia Enterobacteriaceae, estio relacionadas na Tabela 25.

TABELA 25 Porcentagem de espécies de enterobactérias isoladas em VRB.

Controle  Penicilina Estreptomicina Tetraciclina

Enterobacter cloacae 25,00% 35,71% 58,62% 30,43%
Klebsiella pneumoniae 0% 9,52% 31,03% 8,70%
Enterobacter sakazaki 25,00% 38,10% 3,45% 43,48%
Enterobacter amnigenus 37,50% 2,38% 3,45% 0%
Enterobacter aerogenes 0% 2,38% 0% 0%
Klebsiella oxytoca 0% 2,38% 0% 0%
Enterobacter intermedius 0% 2,38% 3,45% 0%
Cedecea neteri 0% 2,38% 0% 0%
Escherichia hermani 12,50% 0% 0% 8,70%
Enterobacter aglonerans 0% 2,38% 0% 8,70%
Serratia mascem 0% 2,38% 0% 0%

As bactérias da familia Enterobacteriaceae identificadas nos queijos ndo
apresentam grande risco a satide do consumidor. Porém, algumas espécies, como
Klebsiella pneumoniae podem ser responsaveis por infecgdes como pneumonia,
septicemia e infec¢Ges do trato urinario e normalmente sio encontradas em leite
mastitico ou que sofreu tratamento térmico inadequado (El-Sukhon, 2003).

Além disso, as bactérias pertencentes a esta familia interferem muito nos
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aspectos fisicos do queijo, causando grande produgdo de gis, com conseqiiente

estufamento dos queijos, tornando a sua aparéncia do queijo desagradavel.

4.5.2 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva

A Tabela 26 mostra os resultados médios nas contagens totais de
Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase positiva oriundos dos queijos
fabricados com leite adicionados ou ndo de antibidticos. Dentre os 212 isolados

um total de 37% foi classificado como plasma coagulase positiva.

TABELA 26 Contagem de Staphylococcus sp e Staphylococcus coagulase
positiva em meio BP, em queijos elaborados com leite
adicionado ou niio de antibidtico.

Tratamento Contagem UFC/g
24 horas 15 dias 30 dias
sp* cp** sp cp sp cp
Controle (T1) 1,9x 102 0 0 0 0 0
Penicilina (T2) 2,7x107 1,04x10° 57x10° 57x10° 1,7x10° 1,7x10°

Estreptomicina (T3) 1,4x10° 1,40x10° 1,6x10° 16x10° 51x10* 52x10°
Tetraciclina (T4) 1,.8x10° 1,82x10° 1,6x10° 1,6x10" 25x10* 2,5x10

*sp : Staphylococcus sp
**cp: Staphylococcus coagulase positiva

A contagem total média de microorganismos (UFC/g) foi bastante
elevada quando adicionou-se antibi6tico ao leite destinado a fabricagéio dos
- queijos. Estes microrganismos podem ter diversas origens. E importante
salientar que as portarias do Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento

ndo estabelecem padrfio para contagem de Staphylococcus em queijo, apenas os
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coagulase positivas estdo relacionados na portaria. Entretanto sabe-se que o
crescimento destas bactérias em altos niveis em alimentos é extremamente
perigoso, pois dentro deste género pode-se encontrar espécies produtoras de
enterotoxinas termoestaveis (Bergdoll, 1991).

Os Staphylococcus coagulase positivas s@o em sua grande maioria
produtores de enterotoxinas, e quando presentes nos alimentos (queijo) podem
sintetizar toxinas principalmente se estiverem em contagem elevada. Resultados
obtidos em outros trabalhos mostram que niveis acima de 10° a 10° UFC/g ou
mL apresentam riscos critico a saide publica (ICMSF, 1998). A grande
proliferagdo destes microrganismos parece também estar relacionada com a
inibigdo do fermento pelo antibiético o que pode ser notado quando comparado
o valor encontrado para o queijo fabricado com adi¢do de antibiticos e o isento.
Esta grande incidéncia pode ser devido a presenga de cepas produtoras de
penicilinase ou aminoglicosidase que degradam o antibiético, promovendo o
aumento de outras espécies desta e outras bactérias ou pela elevagdio da
concentragdo de algum metabélito que antagonize a droga inibidora (Tavares,
1996).
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢Ges experimentais utilizadas, os resultados obtidos permitem

concluir que:

* Nas concentragbes utilizadas, a presenca de residuos dos trés antibidticos em
estudo afetou negativamente a qualidade dos queijos, prolongando o tempo de

coagulag@o e ocasionando queda no rendimento.

* As caracteristicas fisico-quimicas dos qucijos foram alteradas pela presenga de
residuos, 0s qucijos apresentaram menores teores de proteina, gordura e sélidos

totais e alta concentragio de sal.

- Os queijos claborados com Icite contendo residuos de antibidticos
apresentaram menores indices de extensdo ¢ profundidade de maturagéo ¢ teorcs
dc tirosina ¢ triptofano infcriores aos do tratamento controlc em todo o periodo

dc maturagdo.
« A presenca de residuos causou alteragdes no pH dos queijos levando a um
grande desenvolvimento dc microrganismos indescjéveis € redugdo no

desenvolvimento do fermento.

« A penicilina foi o antibidtico que mais afctou o desenvolvimento do fermento e

as caracteristicas do queijo.

+ A maior partc dos residuos passou do leite para o soro ¢ a quantidade retida

nos qucijos reduziu durante o periodo de maturagao.
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FIGURA 1A Curva padrio de penicilina

Curva padri de estreptomicing

*2

¥=0J85% ¢ 0,1123
Ri= 09794

<

-4
-

diimentro do halo (em)

02

-] as t (5] 2
achode estreptomicina (mg/md)

FIGURA 2A Curva padrio de estreptomicina
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FIGURA 3A Curva padrio de tetraciclina
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ANEXOB

TABELA 1B

TABELA 2B

TABELA 3B

Resumo da anilise de varidncia de transigiio
de gordura, transi¢do de EST, transi¢io de
proteina, coagulagio e rendimento dos queijos

Resumo da anélise de varidncia de gordura,
pH, EST, proteina e acidez do soro dos
queijos

Resumo da andlise de varidncia de pH,
extensio de maturagio, profundidade de
maturagdo, tirosina e triptofano dos queijos
durante o periodo de maturag#o.
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TABELA 1B Resumo da anélise de varidncia de transigdo de gordura, transiggo -
de EST, transi¢io de proteina, coagulagio ¢ rendimento dos

queijos.
Quadrados Médios

Causas de GL Trans. Trans. Trans. Coagulagdo Rendimento

variagdo Gordura EST  Proteina
Tratamento 3 4831 18,65 28,35 84,67 1,49
Concentragdes 1 41,87  0,003" 0,0134® 0,00 0,006
Trat. XDoses 3 497 1,84 048" 0,44 0,177"
Residuo 16 1,11 0,43 0,37 0,75 0,0005
CV(%) 1,39 1,35 0,81 1,92 0,23

ns, ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
* ¢ **, significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente

TABELA 2B Resumo da andlise de varifincia de gordura, pH, EST, proteina e
acidez do soro dos queijos

Quadrados Médios
Causas de variagio GL  Gordura pH EST Proteina  Acidez
Tratamento 3 0,074** 0,0024* 0,227** 0,031** 0,26
Concentragdes 1 0,0504** 0,0016™ 0,0045™ 0,005**  0,042%
Trat. X Doses 30,0056 0,0006™ 0,0041™ 0,0033**+ 0,042
Residuo 16 0,002t  0,0005 0,0124  0,0006 0,25
CV(%) 4,98 0,34 1,62 2,56 4,07

ns, ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
* e **_significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente



TABELA 3B Resumo da andlise de variincia de PH, extensdo de maturagio,
profundidade de maturagio, tirosina e triptofano do queijo prato.

Quadrados Médios

Causas de variagio GL pH EM PM tirosina  triptofano

Tratamento (A) 3 2,315 9,813%*  7,92%*  57564%% 89 50%*
0,590** 0,020  0,06™ 4,02™ 0,041™

—

Concentragio (B)

Tempo (C) 2 0,133**  159,09** 53,26** 8589,53** 573 76**
AxB 3 0,088** 0,074  0,07™ 2,76" 2.30™
AXC 6 0,126%*  0,817** | ,52%%  5601** 13,08**
BXC 2 0,039™ 0,023™  0,017™ 3,10™ 135™
AXBXC 6 0,037  0,0503™ 0,015™ 2,817 2,08™
Residuo 48 0,016 0,069 0,101 2,94 2,21
CV(%) 2,27 2,08 3,13 4,16 2,87

ns, ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
* e **, significativo a 5% e 1% de probabilidade pelo teste F, respectivamente
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