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RESUMO

NOBREGA, Juliana Escarido da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
fevereiro de 2012. Biodiversidade microbiana, descritores fisico-quimicos
e sensoriais dos queijos artesanais fabricados nas regides da Serra da
Canastra e do Serro, Minas Gerais. Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes
Ferreira. Coorientadores: Antdnio Fernandes de Carvalho e Florence Valence-
Bertel.

O objetivo deste estudo foi caracterizar os queijos artesanais produzidos nas
regides da Serra da Canastra e do Serro. Avaliaram-se suas caracteristicas
fisicas, visuais e fisico-quimicas. Foram quantificados os principais grupos de
bactérias lacticas e isolados 271 clones a partir do meio M17 incubado a
temperatura de 24 °C/3dias. A biodiversidade dos Enterococcus faecalis
presentes foi investigada por intermédio da PFGE. A diversidade microbiana
também foi estudada pelo método cultura-independente TTGE. O perfil
sensorial dos queijos Canastra e Serro foi determinado pelo uso da analise
descritiva quantitativa. Cocos e lactobacilos mesofilicos formam a microbiota
dominante nos queijos Canastra e Serro na estacdo da chuva e da seca. A
biodiversidade destes produtos, acessada pela TTGE indicou que o queijo
Canastra possui maior diversidade e apresentou um total de 10 diferentes
bandas, 3 das quais estiveram presentes em todos os queijos avaliados. No
perfil TTGE do queijo do Serro, 8 diferentes bandas foram encontradas sendo
gue 1 esteve presente em todas as amostras avaliadas. O resultado da
identificagcédo dos 271 isolados em meio M17 confirma os resultados da TTGE e
aponta uma maior diversidade de espécies no queijo Canastra. As espécies
Lactobacillus plantarum, Streptococcus gallolyticus, Streptococcus infantarius
subsp. infantarius, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecalis e
Leuconostoc fallax foram as mais frequentes no queijo Canastra enquanto no
gueijo do Serro as espécies Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius,

Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis foram as que mais se

Vi



destacaram. Dezessete perfis de PFGE foram identificados entre os isolados
de Enterococcus faecalis, sendo que as estirpes encontradas foram especificas
da propriedade rural na qual o queijo foi fabricado. Os queijos Canastra e Serro
apresentaram formato cilindrico, sem abaulamento na superficie e na lateral.
Observaram-se também poucas olhaduras, com distribuicdo uniforme, do tipo
mecanica no queijo Canastra e do tipo mecéanica e microbiana no queijo do
Serro. Os queijos do Serro apresentaram maior acidez e umidade que o0s
gueijos Canastra. Dezesseis atributos assinalam o perfil sensorial dos 2
gueijos, sdo eles: cor da casca, uniformidade da cor da casca, rugosidade da
superficie, cor da massa, aroma amanteigado, de coalhada, de curral e de
ranco, elasticidade, dureza, friabilidade, adesividade, gosto salgado, amargo e
acido e sensacao picante. Quando comparado as médias do queijo Canastra e
Serro estes dois queijos diferiram em 11 atributos sendo que os atributos que
melhor os diferenciaram foram: cor da casca, aroma de curral e de ranco e

gosto acido.
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ABSTRACT

NOBREGA, Juliana Escariio da, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2012. Microbial biodiversity, physicochemical descriptors and
sensory characteristics of artisan cheeses produced in the Serra da
Canastra and Serro regions, Minas Gerais. Adviser: Célia Lucia de Luces
Fortes Ferreira. Co-Advisers: Antonio Fernandes de Carvalho and Florence
Valence-Bertel

The objective of this study was to characterize artisanal cheeses produced in
the Serra da Canastra and Serro regions. We evaluated their physical, visual
and physicochemical properties. We quantified the main groups of lactic
bacteria and isolated 271 clones from the M17 medium, incubated at the
temperature of 24°C/3days. The biodiversity of the Enterococcus faecalis was
investigated by PFGE. The microbial diversity was also studied by TTGE, un
culture-independent method. The sensory profiles of Canasta and Serro
cheeses were determined by means of quantitative descriptive analysis. Cocci
and mesophilic lactobacilli formed the dominant microbiota in Canasta and
Serro cheeses during the rainy and dry seasons. The biodiversity of these
products, accessed by TTGE, indicated that the Canastra cheese had the
greatest diversity and it had a total of 10 different bands, 3 of them found in all
of the evaluated cheeses. In the TTGE profile of the Serro cheese, 8 different
bands were found, 1 of them was present in all evaluated samples. The results
of the identification of the 271 isolates in M17 medium confirm the results of the
TTGE and indicate a greater diversity of species in the Canastra cheese. The
species of Lactobacillus plantarum, Streptococcus gallolyticus, Streptococcus
infantarius subsp. infantarius, Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus
faecalis and Leuconostoc fallax were the most frequent in Canastra cheese,
while the species of Lactobacillus plantarum, Streptococcus salivarius,
Lactococcus lactis subsp. lactis and Enterococcus faecalis were the most

common in Serro cheese. Seventeen PFGE profiles were identified among the
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isolates of Enterococcus faecalis, and the identified strains were specific to the
farm where the cheese was made. The Canastra and Serro cheeses are
characterized by cylindrical shape, without bulging on the surface and side, and
uniform distribution of little eyelet holes of mechanical kind in Canastra cheese
and mechanical and microbial kind in Serro cheese. The Serro cheeses had
higher acidity and moisture level than the Canastra cheeses. We selected 16
attributes for the sensory characterization of the two cheeses: skin color; skin
color uniformity; surface roughness; mass color; buttery, curd, barnyard and
rancid aroma; elasticity; hardness; friability; stickiness; salty, bitter and sour
taste; and spicy flavor. Evaluating the averages of Canasta and Serro cheeses
data, they differed in 11 attributes, but the ones that best differentiated and
distinguished them were: skin color, barnyard and rancid aroma, and sour taste.



1. Introducéao Geral

A valorizagédo do queijo artesanal constitui um eixo importante para o
desenvolvimento de um grande numero de propriedades rurais no Brasil e
uma estratégia de valorizagcdo de recursos locais. No estado de Minas
Gerais, a producado da variedade artesanal conhecida como queijo Minas
artesanal € realizada, a partir de leite de vaca cru, em pequenas
propriedades rurais com mao-de-obra familiar. Emprega tecnologia simples,
que inclui a adigdo de fermento enddgeno e coalho industrializado em leite
recém-ordenhado, prensagem manual e salga a seco seguida de maturagao

por tempo variavel, mas normalmente inferior a 30 dias.

A regido da Serra da Canastra compreende 7 municipios que
abrigam 1.529 produtores de queijo Minas artesanal que, nesta regiao,
recebe o nome de queijo Canastra. Juntos, estes produtores fabricam por
ano 5.787 toneladas deste produto. Dez municipios compdem a regido do
Serro. Protegida por uma Indicagdo de Procedéncia para a producédo do
queijo Minas artesanal, denominado queijo do Serro, esta regido fabrica
3.106 toneladas anualmente deste queijo entre seus 881 produtores
(EMATER, 2008).

Nos dultimos anos, estudos tém sido realizados nas regides
produtoras destes queijos, no intuito de diagnosticar as condigdes em que
sdo produzidos, as etapas de fabricacdo e a forma como sdao maturados
(Dores, 2007; Nobrega, 2007; Martins, 2006; Ornelas, 2005; Pinto, 2004).
Porém, poucas informacbdes estdo disponiveis quanto a biodiversidade
encontrada nestes produtos e o que os diferenciam quanto as suas

caracteristicas sensoriais.

A caracterizagao dos queijos artesanais fabricados nas regides da
Canastra e Serro podera fornecer aos produtores destas regides,
descritores para os referidos produtos, facilitando assim o estabelecimento
de normas e requisitos a serem seguidos para a sua produgao. Este

conhecimento € necessario para prote¢cao e reconhecimento destes queijos



como produto tradicional, seguro e de qualidade. O objetivo deste trabalho
foi determinar os descritores fisico-quimicos, microbiolégicos e sensoriais
dos queijos artesanais fabricados nas regides da Serra da Canastra e Serro,

Minas Gerais.



2. Revisao de Literatura

2.1. Queijos artesanais no Brasil

Dados historicos apontam como provavel marco inicial da industria
queijeira no Brasil a granja leiteira instalada nas cercanias do colégio
fundado pelos jesuitas na cidade de Sao Salvador, Bahia. Esta informacéao
consta na carta escrita pelo padre Manoel da Nébrega ao padre provincial
de Portugal no ano de 1552 (Dias, 2010). Todavia, somente no ano de 1888
foi instalada no Brasil uma industria queijeira com moldes empresariais, no
estado de Minas Gerais. Neste mesmo século (1897) surgiu no estado do
Piaui a segunda queijaria brasileira e, primeira da regido Nordeste. No ano

de 1907 surge a terceira queijaria do pais, no interior do Rio Grande do Sul.

Pela localizagdo das 3 primeiras industrias laticinistas implantadas no
Brasil, presume-se que a produgédo de leite havia, ja naquela época, se
dispersado por quase todo o territério nacional. Esta € uma caracteristica da
pecuaria leiteira nacional apontada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), cuja produgdo se da em 554 microrregides das 558
existentes no pais. Outra caracteristica marcante é que nao ha um padrao
de produgédo. Existem, desde propriedades de subsisténcia, sem tecnologia
apropriada e producado diaria inferior a 10 litros, até produtores com
tecnologias avangadas, cuja produgdo diaria € superior a 60 mil litros
(Zoccal et al, 2007).

A produgéo artesanal de queijos no Brasil, por seu carater informal,
constitui uma atividade muito pouco documentada. Porém, a pratica
queijeira, ao longo de sua histéria, se difundiu nas fazendas e pequenas
propriedades rurais por todo territério nacional, gerando produtos variados e
muito apreciados por seus consumidores. E possivel destacar-se, pelo
menos um tipo de queijo artesanal em cada regido geografica do Brasil (Fig.
1). Queijos estes, cuja importadncia ndo se limita apenas as suas qualidades
sensoriais, mas que refletem a histéria e a tradigdo de quem os produz em

um conhecimento passado de geragdao em geracgao.
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Figura 1. Mapa do queijo artesanal no Brasil por regido geografica

2.1.1. Queijo de coalho

O queijo de coalho é um produto tipicamente nordestino cuja
apreciacdo pelos consumidores ultrapassa as barreiras geograficas da
regido que lhe deu origem. E produzido em todos os estados do Nordeste,
no entanto, algumas regides tem se destacado ao longo dos anos por
fabricarem produtos com caracteristicas sensoriais diferenciadas, a exemplo
do Vale do Jaguaribe no Ceara, o Sertdo do Serid6 no Rio Grande do Norte

e o Agreste em Pernambuco (Fontenele et al, 2010). Existe uma grande



caréncia de dados oficiais que reportem o volume de producdo desse
queijo, porém, alguns estudos apontam que em determinados estados,
como no caso de Pernambuco (Escobar et al, 2001) a produgédo do queijo
de coalho artesanal chega a consumir até 50% de todo o leite produzido.
Este valor pode ser traduzido em, pelo menos, 400 mil litros de leite

diariamente (Menezes, 2009).

Do ponto de vista tecnoldgico, o processo de fabricagdo do queijo de
coalho é relativamente simples. O leite cru é coagulado enzimaticamente e
nao se faz uso de culturas iniciadoras ou fermentos endoégenos. Entretanto,
variagbes podem ser observadas no fluxograma de produgéo, dependendo
do local onde o0 mesmo é fabricado. Nos dias de hoje, por exemplo, ainda é
possivel encontrar, em algumas fabricas, o uso do coalho natural, obtido do
estbmago de pequenos animais, em detrimento ao coalho industrializado
(Nascimento et al, 2001).

O tempo de mexedura, apds a quebra da coalhada, o tipo de salga, a
seco ou na massa, o tipo de prensagem, manual ou mecanica sao
exemplos da variabilidade no processo. Destaca-se também, a retirada e
aquecimento de parte do soro que logo em seguida € reincorporado a
massa, pratica adotada por uma consideravel parte dos produtores e,
identificada por Nascimento et al. (2001) como uma mudancga tecnoldgica
que se reflete em um aumento da vida util do produto quando comparado
aos queijos de massa crua. O queijo de coalho é encontrado em formato
retangular e cilindrico com peso em torno de 1 kg (Bastos et al, 2010). A
maturacdo € praticamente inexistente, sendo que alguns produtores
mantém o produto a temperatura ambiente até o momento da
comercializagdo, enquanto que outros os mantém sob refrigeracao (Escobar
et al, 2001; Pires et al, 1994, Aquino, 1983).

2.1.2. Queijo de manteiga



A origem do queijo de manteiga nao esta bem documentada, porém
acredita-se que a mesma é consequéncia de adaptagcbes de varias
influéncias tais como a portuguesa e espanhola que introduziram o queijo
precursor do queijo Coalho e africana, que trouxe para o Brasil o Ghee,
produto originado da desidratagao do creme de leite, conhecido no Nordeste

como manteiga de garrafa ou manteiga da terra (Ventura, 1987).

O queijo de manteiga € uma importante alternativa para o
aproveitamento do leite nas pequenas propriedades rurais no Nordeste do
Brasil e constitui uma forma de conservagao do leite e da manteiga que
apresenta uma boa resisténcia as adversidades ambientais, sobretudo as
altas temperaturas, tipicas da regido. Essa capacidade de conservacao é
devido ao intenso tratamento térmico empregado e do desenvolvimento de
uma pelicula oleosa que se forma quando o produto € colocado nas
condigdes ambientes. Possui formato cilindrico ou retangular, peso variavel
entre 1 e 15 kg e sua cor varia do branco-palha ao caramelo (Aquino, 2011;
Cavalcante et al, 2005; Ventura, 1987).

A fabricacdo do queijo de manteiga no Nordeste se da em maior
escala nos estados de Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Paraiba e Rio
Grande do Norte (Nassu et al, 2003). Este produto recebe outras
denominagdes de acordo com o lugar especifico onde € produzido, tais
como queijo manteiga, requeijao crioulo, requeijao do Norte, requeijao do

Nordeste e requeijao do sertdo (Cavalcante et al, 2005; Ventura, 1987).

O queijo de manteiga artesanal é obtido a partir de leite cru,
normalmente desnatado, deixado a coagular espontaneamente, cuja massa
€ submetida a dessoragem, lavagem e fusdo. Assim como o queijo coalho,
sua tecnologia de fabricacdo apresenta grande variabilidade (Ventura,
1987). Apresenta como etapas comuns: a coagulagdo microbiana do leite
desnatado, dessoragem da massa, desacidificagdo e lavagem da massa
com agua e/ou leite, salga, fusdo da massa com manteiga da terra e

moldagem. Trata-se de um produto de consumo imediato e, normalmente &



armazenado a temperatura ambiente na propria sala de fabricacdo até o

momento da comercializacdo (Aquino, 2011; Ventura, 1987).

2.1.3. Queijo do Marajo6

O queijo do Marajo, obtido a partir do leite de bufala, representa uma
importante atividade econdémica em municipios localizados na ilha do
Marajo, nos quais, vigoram a producéo de forma artesanal (Blaskovsky et al,
2010). A histdria do bufalo doméstico no Brasil data de 1895 e teve como
reduto inicial a ilha do Maraj6é no Para, que abriga nos dias atuais, 62,3 %

do rebanho brasileiro (Vieira et al, 2011; Sousa et al, 2002).

Estima-se que existam sessenta queijarias na ilha com producgdo de
500 a 1000 quilos de queijo/més/queijaria e geragao de 480 empregos
diretos e indiretos (Silva e Oliveira, 2003). A fabricagao desse produto ja era
uma tradicdo mesmo antes da introducdo dos bubalinos, sendo fabricado
naquela época, a partir do leite de vaca (Figueiredo, 2006). Este fato, aliado
a semelhanga de tecnologia com o queijo de Manteiga e a proximidade da
ilha com a regiao Nordeste, indica a possibilidade destes produtos

possuirem uma origem comum.

O queijo do Marajo, também é denominado de queijo Marajé, queijo
Marajoara ou requeijdo Marajoara. Possui massa compacta, peso entre 1 kg
e 10 kg, apresenta textura macia, superficie externa com coloragao
amarelo-esverdeada e parte interna com cor branca e aroma agradavel,
sendo levemente acido e salgado. Seu consumo € imediato e a maior parte
da produgédo €& destinada a Belém, capital do estado do Para (Lourenco,
1999). Pode ser definido como um produto obtido pela coagulagao
espontanea do leite de bufala, desnatado, ndo pasteurizado (Figueiredo et
al, 2011). Destacam-se duas variedades deste queijo, o tipo creme (quando
0 cozimento da massa é feito adicionando-se o creme obtido do desnate) e

0 queijo tipo manteiga (quando em seu cozimento € adicionado a manteiga



propriamente dita) (Lourengo et al, 2002). Figueiredo et al (2011) apontam
como grande entrave ao desenvolvimento da cadeia produtiva do queijo
Marajo, a auséncia de padrdes e legislagdo especifica, favorecendo desta

forma a comercializacao clandestina.

2.1.4. Queijo Serrano

O queijo Serrano € produzido em uma regido conhecida como Campos
de Altitude no sul do Brasil e abrange a area do Planalto Sul Catarinense,
estado de Santa Catarina, e Campos de Cima da Serra no estado do Rio
Grande do Sul, totalizando 32 municipios. Com uma tradicdo secular, o
queijo Serrano é uma das principais fontes de renda das familias de
pequenos pecuaristas e costuma representar mais da metade da renda
familiar total (Vitrolles, 2011; Menezes, 2009; Ide e Benedet, 2001).

Acredita-se que a histéria do queijo Serrano iniciou-se ainda no século
XVIII no Rio Grande do Sul onde era utilizado como moeda de troca pelos
tropeiros que desciam a serra nas suas incursbes as outras regides do
estado e a Santa Catarina para adquirirem sal, acucar, farinha de mandioca,
entre outros mantimentos (Vitrolles 2011; Cruz et al, 2008). O queijo
Serrano apresentava um formato circular e pesava até 20 Kg, requerendo

um periodo de maturagédo que variava entre 2 a 6 meses (Menezes, 2009).

A tradicdo da produgéo do queijo Serrano foi transmitida de geracao
em geragao, porém observa-se que ao longo dos anos, esta sofreu
modificagdes (Cordova et al, 2010). No que diz respeito ao seu formato,
hoje é possivel encontrar o queijo Serrano no formato retangular e mesmo
quadrado. Seu tamanho diminuiu e, cada pecga do produto pesa entre 500 e
1500 g. O tempo de maturagédo também foi reduzido e usualmente, o queijo
Serrano hoje é consumido apds poucos dias (entre 5 e 15 dias) de
maturacéo (Krone e Menasche, 2010; Menasche e Krone, 2010; Cruz et al,
2008).



Uma caracteristica marcante na produgao do queijo Serrano € o tipo
de leite utilizado, obtido de ragas bovinas especializadas na producao de
carne, alimentadas com pastagens de campo nativo, cuja produgdo é
inferior a 5 litros de leite por vaca/dia (Menasche e Kroner, 2010). No
entanto, segundo Krone e Menasche (2010) é clara a preferéncia dos

produtores ao bovino de corte em fungao da facilidade no manejo.

2.1.5. Queijo Caipira

A exploragdo pecuaria no estado do Mato Grosso do Sul esteve
sempre voltada a producdo de carne, sendo que a baixa produtividade de
leite era aproveitada para a produgao de um queijo artesanal denominado
entre os produtores de queijo Caipira, em um processo semelhante aquele
descrito para o queijo Serrano no sul do pais (Menezes, 2009). Nao foi
encontrado na literatura nenhum dado a respeito da sua produgcdo e
caracteristicas, porém o fato de possuir legislagdo prépria desde 2004 (Lei
estadual 2.820, de 04 de maio de 2004), sugere se tratar de um produto ja

bem estabelecido na tradicdo e costumes local.

2.1.6. Queijo Minas artesanal

Documentos do inicio do século XVIII demonstram, ja naquela época,
a pratica da fabricagao artesanal de queijo em Minas Gerais. Exploradores
portugueses que partiram para as regidoes das minas no Brasil Central em
busca de ouro levaram a pratica da elaboragdo do queijo, baseado na
técnica portuguesa do queijo Serra da Estrela, desenvolvendo, sobretudo o
chamado Queijo Minas a partir do leite de vaca cru (Meneses, 2006; Saint-
Hilaire, 1975). Apds a decadéncia da mineragao, o queijo se estruturou na

economia local, e sua pratica, transmitida por diversas geracoes,



transformou-se em uma heranga culturalmente difundida na regiao
(Menezes, 2009).

O inicio do século XXI, aproximadamente trés séculos apds o
comecgo da fabricagdo do queijo Minas, ficou marcado na historia desse
produto por varias acdes importantes que tem colaborado para o
fortalecimento da cadeia produtiva como um todo. Em 2001, o Ministério
Publico interditou a comercializagdo do queijo artesanal gerando uma
grande mobilizag&o por parte dos produtores que contaram com o apoio de
diversas entidades publicas e privadas. Como resultado desse movimento,
inumeras agdes tiveram inicio, dando origem a elaboragao, aprovagao e
regulamentacdo da Lei Estadual n°® 14.185, em 31 de janeiro de 2002,

legislagdo especifica para o queijo artesanal.

Destaca-se também o importante estudo historico, agrogeologico e
edafoclimatico, para identificagdo e caracterizacdo das regides
tradicionalmente produtoras do Queijo Minas Artesanal no estado, realizado
pela EMATER-MG. Foram identificadas inicialmente 4 regides (Araxa,
Canastra, Cerrado e Serro) que se estendem por 47 municipios. Mais
recentemente, no ano de 2009, foi identificada oficialmente a regido de
Campos das Vertentes, composta por 15 municipios, como também
produtora do queijo Minas artesanal, totalizando 62 municipios no estado de
Minas Gerais, reconhecidamente tradicionais na producédo deste produto
(Fig. 2). Juntas, estas regides contam com 9.445 produtores que fabricam
29.005 toneladas de queijo por ano e geram 26.792 empregos diretos
(EMATER, 2008; EMATER, 2004; EMATER, 2004a). Porém, o numero de
municipios aptos a produzirem o queijo Minas artesanal foi ampliado para
aproximadamente 600 municipios, desde janeiro de 2011, com a entrada
em vigor da Lei estadual n® 19.492 que considera queijo Minas artesanal o
queijo produzido no estabelecimento rural que produziu o leite, sem que, a
propriedade em questao esteja situada em regides anteriormente definidas

como tradicionais.
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CERRADO

CAMPO DAS
VERTENTES

Fonte: EMATER, 2008

Figura 2. Regides tradicionalmente produtoras de queijo Minas artesanais

Outra agcédo que contribuiu para o reconhecimento e afirmagédo da
tradicdo dos queijos artesanais mineiros foi o titulo de Patriménio Cultural
do Brasil conferido pelo Instituto do Patriménio Histérico e Artistico Nacional
(IPHAN) no ano de 2006. Cabe ressaltar que o queijo Minas artesanal
fabricado na cidade do Serro ja constava como Patriménio Cultural do

estado de Minas Gerais desde o ano de 2002.

Os queijos Minas artesanal do estado de Minas Gerais séo
fabricados com tecnologias semelhantes. Estudos demonstram que a
diferengca basica entre os queijos fabricados nas regidbes de Araxa,
Canastra, Cerrado e Serro reside no fato que na regiao do Serro, a
prensagem manual ocorre sem o auxilio de tecido, como acontece nas
outras trés regides (Dores, 2007; Martins, 2006; Araujo, 2004; EMATER,
2003). Porém, as caracteristicas finais do queijo (e nhome) variam conforme

a regiao do estado onde € produzido.
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Além do coalho e do sal, os produtores artesanais utilizam um
fermento enddgeno, como coadjuvante a produgao do queijo. Diariamente,
apos enformagem e salga do queijo, parte do soro eliminado é coletado e
adicionado a produgéo subsequente. Esse fermento endégeno, comumente
conhecido como pingo, contém diversos grupos microbianos que ajudam a
direcionar a fermentacdo e maturacdo do queijo (Nobrega, 2007). Essa
pratica insere ao produto uma microbiota diversificada, representativa da
regido na qual o produto & fabricado e confere ao queijo caracteristicas

sensoriais diferenciadas e endémicas.

Os queijos Minas artesanal possuem formato cilindrico e peso de
aproximadamente 1 Kg. Sua maturagao é realizada a temperatura ambiente
por um periodo quase nunca superior a 8 dias pela grande maioria dos
produtores. Na figura 3 esta representado o fluxograma de produgao e

apontado a principal diferenga em sua fabricagdo de acordo com a regiao.
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Leite cru

1

Filtracdo

1

Adicéo do coalho e pingo

1

Coagulacao

1

Corte da coalhada

1

Dessoragem

1

Enformagem

1

Prensagem manual*

1

Salga a seco

1

Maturacéo

* Realizada com o auxilio de tecido nos queijos Canastra, Araxa e Cerrado.

Fonte: Nobrega, 2007

Figura 3. Fluxograma do processamento do queijo Minas artesanal

produzido nas regides de Araxa, Cerrado, Serra da Canastra e Serro
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2.2. Bactérias do acido latico em queijos

Bactérias do acido latico (BAL) sao micro-organismos Gram-
positivos, ndo esporulados, sob a forma de cocos, bacilos ou cocobacilos.
Nao possuem catalase, embora algumas espécies possam produzir uma
pseudo-catalase quando crescidas em meio com baixa concentragao de
acgucar. Quanto ao seu metabolismo, BAL convertem glicose principalmente
em acido latico (homofermentativas) ou em acido latico, CO, etanol e/ou

acido acético (heterofermentativas) (Ferreira, 2003).

Sao amplamente utilizadas na fermentagdo de carnes, vegetais,
frutas, bebidas e produtos laticos. Sua importancia na tecnologia de queijos
advém da capacidade de produzir acido latico a partir de agucar, utilizagao
de citrato, degradacéo de proteinas, lipideos e esters. Seis géneros estéo
associados a produtos laticos, sdo eles: Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus e Streptococcus (Pot, 2008;
Wouters, 2002).

A microbiota latica em queijos compreende o grupo de bactérias
starters e nao-starters. Bactérias starters podem ser definidas como BAL
cuja producdo de acido € suficiente para reduzir o pH do leite para valores
inferiores a 5,3 em 6h a 30-37 °C . Podem ser adicionadas no inicio da
fabricacdo ou serem contaminantes naturais do leite, ambiente de ordenha
e fabricagdo (Beresford et al, 2001). Sua fungao primaria é produzir acido
durante o processo de fermentacdo, porém também contribuem para a
maturagcdo do queijo onde suas enzimas estdo envolvidas na protedlise e
conversao de aminoacidos em compostos aromaticos. As espécies de
bactérias starters mais frequentes pertencem aos géneros Lactococcus,
Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (Fox e Wallace,
1997).

Lactobacillus e Pediococcus sao considerados os principais géneros
de BAL n&o-starters presentes em queijos e, durante a maturagcéo, podem
atingir niveis de até 10° ufc/g (Cogan et al, 2007). Nao contribuem para a

producdo de acido durante a fabricagcdo do queijo, mas por outro lado,
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desempenham importante papel na formagao do aroma e sabor dos queijos

maturados (Beresford e Williams, 2004).

2.2.1. Lactococcus

Sao os microrganismos mesofilicos mais usados para producgédo de
acido em produtos laticos, pois convertem rapidamente a lactose em acido
latico. Crescem a 10°C, mas ndo a 45°C, com uma temperatura étima em
torno de 30°C. N&o crescem em presenca de 6,5% de NaCl, nem em pH
9,6. O género Lactococcus se constitui atualmente de seis espécies, porém
apenas a espécie L. lactis é significante na fermentagao de produtos laticos
(Cho et al, 2008).

L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp. lactis e L. lactis subsp. lactis
biovar. diacetylactis s&o abundantes em queijos frescos de massa nao
cozida e sua presenca tem consequiéncias determinantes para a maturacao.
Além da transformacgdo da lactose em acido latico, produzem metabdlitos
secundarios que contribuem para formagdo do aroma e possuem um
complexo sistema proteolitico (Euzéby , 2010; Choisy et al, 2008; Teuber e
Geis, 2006). Os Lactococcus produzem determinados compostos
antagbnicos, dentre os quais podemos citar as bacteriocinas, que sao
proteinas ou complexos de proteinas com atividade antagbnica contra
espécies homodlogas, podendo também apresentar um amplo espectro de
acao contra uma variedade de microrganismos Gram-positivos (Moreno et
al, 1999).

2.2.2. Lactobacillus

Lactobacillus ¢ um dos géneros mais importantes de BAL e foi
descrito por Beijerinck em 1901. Possuem a forma de bacilo ou cocobacilo,
frequentemente organizados em cadeia. Sao fermentativos, aerotolerantes,

mas crescem melhor em condigdes de anaerobiose (microaerdfilos). Como
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sdo produtores de acido latico, preferem condigcbes relativamente acidas
(pH 5,5 a 6,5) (Singh et al, 2009; Pot, 2008).

Constitui um grupo bastante heterogéneo que atualmente conta com
mais de 160 espécies descritas (Euzeby, 2010). Nos anos 60 foram
divididos em trés principais grupos (Sharpe, 1962) de acordo com o produto
final de sua fermentacdo: grupo | (Lactobacillus obrigatoriamente
homofermentativos), importante por conter a maioria das espécies
empregadas como culturas starters (Tamime, 2002). A este grupo
pertencem os lactobacilos mais acidofilicos (toleram pH 2,7) e termofilicos
(resistem temperaturas proximas de 40 a 53°C), como Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lb. delbrueckii subsp. lactis e Lb. helveticus, utilizados como
culturas iniciadoras em diversas variedades de queijo tais como Emmental,
Provolone, Gorgonzola, Mussarela, entre outros (Bernadeau et al, 2008;
Coeuret et al, 2003; Dellaglio et al, 1994).

No grupo Il (Lactobacillus heterofermentativos facultativos)
encontram-se os lactobacilos mesofilicos que utilizam outras fontes de
carbono além de hexoses. Fermentam pentoses produzindo acido latico e
acético. Este grupo inclui Lb. casei, Lb. paracasei, e Lb. plantarum,
consideradas BAL nao starters (Beresford e Williams, 2004) e sao
frequentemente isolados em queijos artesanais tais como Manchego (Nieto-
Arribas et al, 2009), Raschera (Dolci et al, 2008) e Saler (Callon et al, 2004).

O grupo lll (Lactobacillus obrigatoriamente heterofermentativos) é
composto por lactobacilos mesofilicos que fermentam hexoses produzindo
acido latico, acido acético ou etanol e CO,. A fermentacdo de pentoses
resulta em acido latico e acido acético. O grupo é caracterizado pela
capacidade acidificante fraca e inclui as espécies: Lb. brevis e Lb.

fermentum.

2.2.3. Leuconostoc
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Os Leuconostoc foram isolados a partir de produtos laticos em 1912
por Beijerinck. Hoje, o género inclui 22 espécies sendo que Leuconostoc
mesenteroides foi a primeira a ser descrita e compreende trés subespécies:
mesenteroides, dextranicum e cremoris. (Euzeby, 2010; Pot, 2008;
Devoyod e Poullin, 1988).

As bactérias do género Leuconostoc sao diferenciadas das outras
BAL por serem cocos heterofermentativos. Apresentam crescimento 6timo
na faixa de temperatura de 20 °C a 30 °C (Choisy, 2008). Estudos
fisiolégicos indicam que esses microrganismos sdo BAL préximas as
espécies pertencentes ao grupo de Lactobacillus, sendo diferenciados pela
morfologia e pela exclusiva produ¢ao de D-lactato a partir de glicose (Ogier
et al, 2008).

As principais espécies associadas com produtos laticos s&o:
Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris e Leuconostoc lactis (Ogier et
al, 2008; Devoyod e Poullin, 1988). Durante a fermentagdo, produtos do
metabolismo dos carboidratos contribuem para preservacdo do produto,
porém sua principal importancia tecnolégica diz respeito a formacédo do
aroma e textura gragas as suas propriedades metabdlicas, principalmente a
producao de CO2 e a sintese de diacetil (Bourel et al, 2001).

Cogan e colaboradores (1997) em um extenso estudo com produtos
lacteos europeus constataram que 10% dos isolados identificados eram
Leuconostoc. Eles estdo naturalmente presentes em uma grande variedade
de queijos fabricados a partir de leite cru ou s&o intencionalmente
adicionados na forma de culturas iniciadoras (Ogier et al, 2008; Devoyod e
Poullain, 1988). Algumas espécies de Leuconostoc tais como Leuconostoc
mesenteroides ssp. mesenteroides, Leuconostoc gelidum, Leuconostoc
carnosum e Leuconostoc paramesenteroides produzem bacteriocinas,
porém a sua aplicacao industrial na preservagao de alimentos ainda nao foi
reportada (Hemme e Foucaud-Scheunemann, 2004; Stiles, 1994;

Klaenhammer, 1993).
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2.2.4. Enterococcus

O género Enterococcus foi proposto por Schleifer e Kilpper-Balz
(1984) para acomodar os estreptococos fecais, do grupo D Lancefield. Hoje,
sdo reconhecidas 40 espécies (Euzeby, 2010) das quais Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium e Enterococcus durans sdo as mais

comumente encontradas em leite e derivados.

E o género de BAL mais controverso e por este motivo ndo é
considerado GRAS (geralmente reconhecido como seguro), pois alguns
estudos o apontam como patégeno emergente para humanos. Por outro
lado, Enterococcus ocorrem em uma grande variedade de queijos,
especialmente queijos artesanais, sendo considerados como essenciais
para a formacao de flavor em muitos queijos fabricados no sul europeu
(Foulquié Moreno et al, 2006). Bacteriocinas produzidas por Enterococcus
possuem atividade antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas, incluindo
bactérias formadoras de esporos e bactérias patogénicas como Listeria spp.
Estas bacteriocinas tém sido motivo de investigagado pela possibilidade de
serem empregadas na biopreservagao dos alimentos devido principalmente
as caracteristicas de resisténcia ao calor e a atividade em ampla faixa de
pH (Cleveland et al. 2001; Giraffa, 1995).

2.2.5. Streptococcus

O género Streptococcus foi descrito pela primeira vez em 1884 por
Rosenbach, desde entdo tem passado por varios rearranjos taxonémicos e,
na década de 80, subdividido em 3 géneros: Streptococcus stricto sensu,

Enterococcus e Lactococcus (Pot, 2008; Kohler, 2007).

Do ponto de vista tecnoldgico, Streptococcus thermophilus é a
espécie mais importante do género e é considerada a segunda cultura
starter industrial vindo logo apds Lactococcus lactis (Hols et al, 2005).
Trata-se de uma BAL termofilica com capacidade de fermentar e converter

rapidamente a lactose em acido latico, causando uma rapida diminui¢ao do
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pH, possui também a capacidade de produzir metabdlitos com propriedades
tecnologicas importantes, como exopolisacarideos e bacteriocinas
(Delorme, 2008; Shene et al, 2008; Ivanova et al, 1998). Tem sido
tradicionalmente utilizada para a produgédo de iogurte e varios tipos de
queijos tais como Mussarela, Cheddar, Emmental, Gruyére, Parmigiano,
entre outros (Delorme, 2008).

A espécie Streptococcus macedonicus, descrita pela primeira vez no
final da década de 90, isolada em queijos gregos (Kasseri), tem despontado
como uma potencial cultura iniciadora em funcdo das suas caracteristicas
fisiolégicas e tecnoldgicas (Vuyst e Tsakalidou, 2008; Tsakalidou et al,
1998). Trata-se de um microrganismo termofilico, homofermentativo e
possui o status de ndo-patogénico, moderadamente acidificante, proteolitico
e lipolitico, algumas estirpes produzem bacteriocinas (Lombardi et al, 2004;
Anastasious et al, 2007; Vuyst e Tsakalidou, 2008). Desde a sua descri¢ao,
tem sido detectado em varios queijos italianos, franceses e gregos
(Georgalaki et al, 2009; Callon et al, 2004; Lombardi et al, 2004, Poznanski
et al, 2004; Baruzzi et al, 2002) .

2.3. Microbiota ndo-latica em queijos

A classe Actinobacteria inclui varios géneros cujas espécies sdo de
interesse para a industria de laticinios, principalmente na producédo de
queijos. Neste grupo amplo e heterogéneo podem-se encontrar espécies
aerdbicas, tais como as pertencentes aos géneros Micrococcus,
Brevibacterium e Corynebacterium, isoladas da superficie de queijos
maturados (smear-cheeses), assim como, espécies anaerobicas,
pertencentes ao género Propionibacterium (Choisy, 2008; Denis e Irlinger,
2008; Meile et al, 2008).

Bactérias do género Micrococcus, Brevibacterium e Corynebacterium
sdo denominadas genericamente bactérias de superficie e representam

uma parte importante da microbiota superficial de diversos tipos de queijos
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tais como Tilsit, Limburgo e Appenzeller, contribuindo para a formacéao da
textura, aroma e cor (Hoppe-Seyler et al., 2007; Bockelmann e Hoppe-
Rademaker et al., 2005; Seyler, 2001).

No género Propionibacterium quatro espécies sdo consideradas de
interesse para a industria laticinista: P. freudenreichii, P. acidipropionici, P.
jensenii e P. thoenii (Meile et al, 2008; Britz e Riedel, 1994). Em presenca
de lactato, produzem grande quantidade de propionato acompanhado de
acetato e CO,. A presenga de bactérias propibnicas enddgenas ou
adicionadas ao leite na forma de fermento € indispensavel para inferir as
caracteristicas essenciais de sabor e textura de varios queijos de massa
cozida como Gruyére e Emmental (Choisy, 2008; Thierry et al, 2004;
Ferreira, 2003).

Mofos contribuem para a maturacdo de uma grande variedade de
queijos. Segundo a tecnologia empregada, atuam seja na superficie do
queijo, a exemplo do Penicillium camemberti (queijos Camembert e Brie),
seja no interior, como Penicillium roqueforti, em queijos como Roquefort,
Gorgonzola e Stilton. Possuem uma forte atividade bioquimica e tem
importante contribuicdo para a formacdo de aroma e sabores tipicos, assim
como na modificagdo do corpo e estrutura do queijo (Beresford e Williams,
2004; Wouters, et al, 2002; Beresford et al, 2001).

Leveduras ocorrem naturalmente em varios queijos, sobretudo em
queijos fabricados a partir de leite cru. Usualmente, sdo detectadas em
grande quantidade, refletindo uma boa adaptagdo ao substrato rico em
proteinas, lipidios, agucar e acidos organicos. Sua ampla distribuigcdo é
consequéncia da sua atividade lipolitica e proteolitica, da habilidade em
fermentar/assimilar lactose, de utilizar acidos organicos, da capacidade de
crescimento em baixas temperaturas e baixa atividade de agua e resisténcia
a compostos de limpeza e sanificagdo (Fadda et al, 2004; Praphailong e
Fleet, 1997; Jakobsen e Narvhus, 1996; Fleet, 1990).

A ocorréncia de leveduras em queijos € esperada, devido ao baixo

pH, baixa umidade, elevada concentracdo de sal e estocagem sob
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refrigeracao desses produtos (Fleet, 1990). Entre as espécies encontradas,
as mais frequentes pertencem aos géneros Kluyveromyces, Debaryomyces,
Pichia, Saccharomyces, Torulopsis, Candida e Rhodotorula, detectadas em
diferentes estagios da fabricacdo e em diferentes tipos de queijos (Larpent
et al, 1991).

Hoje, ja é reconhecida a importante contribuicdo das leveduras no
processo de maturacdo de queijos, em que linhagens de Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces
cerevisie, frequentemente estdo presentes em concentracbes elevadas
(Ferreira e Viljoen, 2003). As leveduras contribuem para o desenvolvimento
do sabor, aroma e textura devido a protedlise, lipdlise, utilizagdo de acido
latico, fermentagdo da lactose e autdlise da sua biomassa (Fleet, 2007;
Nufez et al, 1981).

2.4. Metodologias para identificacao de BAL

2.4.1. Métodos fenotipicos

Os protocolos para identificacdo de BAL por métodos fenotipicos
normalmente incluem analises microscopicas, testes fisiologicos e
bioquimicos. A analise microscopica é a primeira etapa na identificagdo das
BAL e fornece informagdes a respeito da morfologia e pureza dos isolados.
Normalmente € acompanhada do método tintorial de Gram que permite a
distingao entre os dois principais grupos de bactérias, organismos Gram-
positivos e Gram-negativos, sendo que todos os géneros de BAL pertencem
ao grupo Gram-positivo. Porém, as condi¢cdes e o estagio de crescimento
podem interferir na morfologia da célula bacteriana, induzindo a erros de
interpretacédo, além disso, alguns Lactobacillus mesofilicos podem exibir
uma morfologia cocobacilar semelhante a morfologia do género
Leconostoc. (Pot, 2008).

A base para classificagcao das BAL foi elaborada por Orla-Jensen em
1919 e incluia critérios fisiolégicos e bioquimicos utilizados até os dias

atuais tais como: modo de fermentagcdo da glicose (homo ou
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heterofermentacéo), crescimento em diferentes temperaturas e
concentracbes de NaCl e utilizacdo de diferentes acgucares (Stiles e
Holzapfel, 1997).

2.4.2. Métodos genotipicos

Até recentemente, para identificacdo microbiana, o isolamento de
culturas puras, seguido por multiplos testes fisiolégicos e bioquimicos era a
unica metodologia disponivel (Lévéque et al, 2008; Amann et al, 1995).
Embora estes métodos possam ser razoavelmente sensiveis, nem sempre
conduzem a uma discriminacdo ao nivel de espécie ou estirpe, nem
detectam relacdes filogenéticas entre certos grupos (Randazzo et al, 2009).
Atualmente, existe um grande numero de técnicas genotipicas que
permitem o estudo das comunidades microbianas e sao divididas em: (1)
técnicas cultivo-dependente, baseada no cultivo seguido por identificagbes
ao nivel fenotipico e genotipico e (2) técnicas que nao requerem o cultivo e
isolamento prévio da microbiota. Estas técnicas cultivo-independente sao
especialmente importantes para identificagdo de microrganismos que nao

crescem in vitro (Randazzo et al, 2009; Jany e Barbier, 2008).

O grande numero de sistemas disponiveis para tipagem bacteriana
variam quanto a acuracia, reprodutibilidade e habilidade de discriminagao
de estirpes bacterianas e devem ser escolhidos de acordo com o objetivo
pretendido, custos, disponibilidade de tempo e equipamentos (Pot, 2008).
Os métodos mais utilizados para identificacdo intra-especifica de isolados
de BAL em queijos sao eletroforese de campos pulsados (PFGE) (Jurkovic
et al, 2007; Psoni et al, 2003), polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(RAPD) (Randazzo et al, 2008; Cronin et al, 2007; Bizarro et al, 2000),
ribotipagem (Kongo et al, 2007; Giraffa e Neviani, 2000) e sequenciamento
(Dolci et al, 2008; Fortina et al, 2003).

Estratégias para investigacao direta da comunidade microbiana tém
sido desenvolvidas, mas poucas tém uso corrente (Jany e Barbier, 2008).

As técnicas TTGE (eletroforese em gradiente de temperatura e tempo) e
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DGGE (gel de eletroforese em gradiente desnaturante) desenvolvidas na
década de 1990 (Muyzer et al, 1998; Muyzer, 1993) tém sido amplamente
utilizadas para o estudo da diversidade em queijos artesanais (Casalta et
al, 2009; El Baradei et al, 2007; Florez e Mayo, 2006) por se tratarem de
uma ferramenta capaz de monitorar mudancas espaciais/temporais da
comunidade microbiana fornecendo uma visdo ampla e simplificada das

espécies microbianas presentes em uma amostra (Randazzo et al, 2009).

2.5. Analise sensorial em queijos

A analise sensorial € definida como a area cientifica multidisciplinar
usada para evocar, medir, analisar e interpretar reagdes das caracteristicas
dos alimentos e materiais da forma como séo percebidas pelos sentidos da
visdo, audigdo, olfato, tato e paladar (ABNT, 1993). A utilizagdo correta da
tecnologia sensorial disponivel leva a obtengédo de resultados reprodutivos,
com precisdao e exatiddo comparaveis aos resultados dos métodos

denominados objetivos (Chaves, 1996).

As caracteristicas sensoriais de um alimento sao critérios importantes
para a aceitacdo do alimento pelo consumidor. O aspecto do queijo, sua
cor, odor, consisténcia, sabor e aroma, estimulam os receptores sensoriais
e provocam reacgdes de aceitagdo ou rejeicao do produto por parte do

consumidor (Issanchou, 2008).

Os métodos sensoriais podem seguir uma abordagem discriminativa,
avaliando as diferencas existentes entre duas ou mais amostras; afetiva,
avaliando a aceitagcao e preferéncia dos consumidores com relacdo as
amostras e/ou uma abordagem descritiva, descrevendo e quantificando as

caracteristicas sensoriais das amostras (Drake, 2007).

2.5.1. Anélise sensorial descritiva

Andlise descritiva é uma metodologia sensorial que fornece

informacgdes baseadas na percepgao de um grupo de individuos treinados
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para este fim. Envolve a deteccéo e descricdo dos componentes sensoriais
qualitativos e quantitativos do produto (Murray et al, 2000). Na analise
descritiva, além de caracterizar as propriedades sensoriais, 0 provador
também avalia, por meio de uma escala, o grau de intensidade com que

cada atributo esta presente no alimento.

Existem varios métodos de analises descritiva, dentre eles, perfil de
sabor (Cairncross e Sjostrom, 1950), perfil de textura (Brandt et al, 1963),
analise descritiva quantitativa (Stone et al, 1974) e, mais recentemente, o
método do perfil livre (Williams e Langron, 1984), o método Spectrum
(Meilgaard et al, 1987) e o método perfil descritivo otimizado proposto por
Silva et al. (2012) como um método rapido para obtencdo de descritores

sensoriais em alimentos utilizando julgadores semi-treinados.

Cada método possui suas particularidades, mas todos possuem em
comum trés passos basicos para a implementacdo. O primeiro envolve a
selecdo do painel que participara das avaliagbes sensoriais, 0 segundo,
trata-se do estabelecimento da terminologia a ser utilizada para a descrigao
das caracteristicas sensoriais do produto e o terceiro, a quantificagcao destes

aspectos sensoriais (Delahunty e Drake, 2004).

As caracteristicas sensoriais de varios queijos tém sido descritas na
literatura por intermédio destas variadas metodologias. O perfil de textura de
queijos artesanais duros e semi-duros produzidos na Franga, Italia,
Espanha e Suica foi definido em um amplo estudo inter-laboratorial
realizado por Lavanchy e colaboradores (1993). Esta mesma equipe
também elaborou um guia de avaliagéo olfato-gustativa para esses mesmos

tipos de queijos (Bérodier et al, 1997).

Andlise descritiva de textura e sabor foi utilizada no queijo mexicano
Chihuahua para comparar o perfil sensorial deste queijo produzido a partir
de leite cru e pasteurizado (Hekken et al, 2006) e, analise descritiva
qualitativa foi utilizada para estabelecer o perfil sensorial do queijo Salers

produzido de forma artesanal na Franga (Duthoit et al, 2005), assim como
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em queijos de Manteiga (Nassuet al, 2009) e de Coalho (Nassu et al, 2010)

ambos produzidos de forma artesanal e industrial no nordeste do Brasil.
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- Capitulo 1 -

Diversity and dynamics of the microbial community of two
Brazilian farmhouse cheeses by culture-dependent and
culture-independent methods

Abstract

We studied the microbial diversity and dynamics of the Brazilian raw milk
cheeses Canastra and Serro using both microbial counting and a culture-
independent method temporal temperature gel electrophoresis (TTGE). A
total of 24 cheeses produced in both the rainy and dry seasons were
evaluated. Mesophilic cocci and lactobacilli were the dominant microbiota in
both seasons. Although the microbiota of Canastra and Serro cheeses were
similar, from a quantitative perspective, TTGE analysis indicated that
Canastra cheese had greater microbial diversity, yielding a total of 10
different bands, 3 of which were found in all samples. In the TTGE profile for
Serro cheese, 8 bands were found, and 1 was common to all of the samples.
From the physicochemical perspective, Serro cheese showed higher levels
of acidity and moisture than Canastra cheese as a result of differences in

their manufacturing steps.

Keywords: Canastra cheese, Serro cheese, raw milk, microbial diversity,
TTGE.
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1. Introduction

The Brazilian state of Minas Gerais is known for its cheese
production. Part of this production includes artisanal Minas cheese, which is
made from raw cow's milk. Documents from the early eighteenth century that
mention the production of dairy products, such as artisanal cheese, in the
region reveal that Minas cheese has been manufactured since the
colonization period of Brazil, suggesting that it is the oldest and most
traditional cheese made in Brazil (Saint-Hilaire, 1975). It is estimated that the
Canastra and Serro regions together produce approximately 9,000 tons of
homemade cheese per year (EMATER, 2007). In 2006, its social, economic
and cultural significance was recognized with the title of intangible cultural
heritage by the Instituto do Patriménio Historico e Artistico Nacional - IPHAN
(Brazilian Institute of History and Art Heritage).

Although they are manufactured by using similar technologies, the
characteristics (and the name) of artisanal Minas cheeses vary according to
the region of the state where it is produced. In April 2010, two of the more
traditional areas, Canastra and Serro, organized into producer associations
and started the process of obtaining a protected designation of origin (PDO)
for their products. These regions are both small rural areas surrounded by
mountains, and they both use salt whey, collected from the batch of cheese

produced the day before (back-slopping), known among farmers as “pingo”
(drop).

Traditionally, the cheeses in these regions are made soon after
milking, when commercial rennet and pingo are added. The curd is then cut
into chestnut-size pieces. A portion of the free whey is removed, and the
mass is transferred into molds on which manual pressure is applied. In the
Canastra region, a clean tissue is used around the entire mass within the
mold to aid the draining process; in Serro, only hand pressure is employed.
After pressing, the curd is salted, and the excess whey is drained. This
salting process is repeated three times during the day on alternate sides,
usually with coarse salt. The collection of the pingo occurs at the end of the

first day and continues until the next morning, when cheese production starts
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anew. The next day, the cheese is removed from the molds and kept on
wooden shelves for maturation, which usually lasts 15 days. In the region of
Serro some producers send cheeses to the central cooperative where they
are vacuum packaged and kept under refrigeration.

Usually, in cheeses manufactured without the addition of starter
cultures, as in Serro and Canastra cheeses, the lactic microbiota present in
the raw milk and cheese are strictly related to the geographical area of
production (Beresford et al., 2001). Therefore, it is important to know the
intrinsic microbial communities of these cheeses to better understand the
product's characteristics, to establish markers of authenticity, and to improve
quality.

Traditional cultivation methods can provide significant information
regarding the microbial populations present in cheese. However, these
methods may over- or underestimate the microbial diversity because they
may not be sufficiently selective; moreover, these methods are laborious and
time-consuming ways of monitoring population dynamics (Temmerman et
al., 2004). Recently, faster methods based on direct DNA analysis that do
not require cultivation, such as TTGE, have been developed and used to
complement the study of the microbial communities in dairy ecosystems
(Ogier et al., 2002).

The objectives of this study were to determine the microbial and
dynamic biodiversity in the artisanal Minas cheeses produced in Serra da
Canastra (Canastra cheese) and Serro (Serro cheese) in both the rainy
season (November to March) and the dry season (April to October)
employing a combination of culture-dependent (plate counts) and culture-

independent (TTGE - temporal temperature gel electrophoresis) methods.

2. Materials and Methods
2.1 Sampling procedure

Five Canastra cheeses and seven Serro cheeses, all 20 days old and

manufactured in different farms, were collected in each studied region. The
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same farms were sampled in March (rainy season - RS) and October (dry

season - DS).

2.2 Physicochemical and microbiological analyses

Cheeses were evaluated for the following characteristics: pH
(electrode connected to Hanna Instruments Hi 9024, Hanna Instruments,
France), total solids and fat, as described by the International Dairy
Federation (1982 and 1997, respectively) and NaCl concentration

(measured using a Corning 926 chloride analyzer, Halstead, England).

To determine microbial counts, 10 g from the center of each cheese
were homogenized in 90 ml of sterile 2% sodium citrate solution in a
laboratory blender (Grosseron, Saint-Herblain, France) for 1 minute. Serial
dilutions were prepared in sterile saline-tryptone solution to 10® and then
plated in duplicate for each dilution on agar medium appropriate for the
different groups evaluated. Presumptive mesophilic and thermophilic cocci
were enumerated on M17 agar (Oxoid, Hampshire, England) after incubation
under aerobic conditions at 24°C for 3 days and 43°C for 48 hours,
respectively. Presumptive mesophilic lactobacilli were enumerated on MRS
agar (Difco, Becton Dickinson, USA), pH 5.4, under anaerobic conditions at
30°C for 48 hours. Presumptive thermophilic lactobacilli were enumerated on
MRS agar (Difco, Becton Dickinson, USA), pH 5.4, under aerobic conditions
for 48 hours at 43°C. Presumptive enterococci were enumerated on KF agar
(Bioko, Beauvais, France) under aerobic conditions at 30°C for 48 hours and

yeast agar containing chloramphenicol at 30°C for 5 days.

2.3 TTGE analysis of cheese bacteriological composition

Total DNA was extracted from cheese samples as described by
Parayre et al. (2007). The V3 region of the 16S rDNA gene was amplified
using the primers V3P3-GC-Clamp (5'GCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGG
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GGCGGGGGCACGGGGGGCCTCGGGAGGCAGCAG-3') and V3P2 (5-
ATTACCGCGGCTGCTGG-3'). The PCR mixture (50 pl) contained Taq
polymerase buffer (10 mM Tris—HCI, pH 9.0, 50 mM KCI, and 1.5 mM
MgCl;), 200 yM deoxynucleoside triphosphate mix, 1 yM of each primer, 2.5
U Taq polymerase (Q-BIOgene, lllkirch, France) and 100 ng of DNA
template. Amplification was performed on a C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) under the following conditions: 94°C for 2
min; 35 cycles of 95°C for 30 s, 63°C for 30 s, and 72°C for 1 min; and 72°C
for 5 min.

For TTGE analysis, the Dcode universal mutation detection system
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) was used to separate the V3
region PCR products. Gels were prepared according to Parayre et al.
(2007). Migration was performed at 41 V for 16 h with a temperature
increase from 63°C to 70°C (rate of 0.4°C/h). A standardization ladder made
by blending equal amounts of amplicons obtained from the DNA of selected
strains was loaded in triplicate in each gel. The gels were stained with
ethidium bromide for 15 min (0.6 pg ethidium bromide per mL of 1.25x TAE
buffer), rinsed for 15 min in distilled water and photographed on a UV
transillumination table. The bands were analyzed using the database for

presumptive species identification developed by Parayre et al. (2007).

3. Results
3.1 pH and gross composition of the cheeses

The physicochemical properties of Canastra and Serro artisanal
cheeses are shown in Table 1. Serro cheese was more acidic and moister
than Canastra cheese. The concentrations of fat and sodium chloride (NaCl)

were the same (P <0.05) in both cheeses.

Canastra cheese did not show any differences (P <0.05) between the

rainy (RS) and dry seasons (DS) in total solids or sodium chloride content.
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However, the pH and fat content were lower (P <0.05) in the DS. All of the
physicochemical variables measured in Serro cheese differed between the
two seasons. The concentrations of total solids and fat were lower (P <0.05)
in the DS, and a higher level of NaCl (P <0.05) probably contributed to the

increase in pH (P <0.05) observed in this season.

Table 1. Physicochemical characteristics of Canastra and Serro
cheeses made during the rainy season (RS) and the dry season

(DS)
Regions of Cheese
Parameter Canastra Serro
Rainy Rainy
Dry season Dry season
season season
5.07 4.96 4.66 4.73

B (£0.15)aA (£0.18)bA (+0.08)aB (+0.08)bB
60.48 61.62 56.39 51.03

Total solids (%) (+1.93)aA (+3.10)aA (+3.13)aB (+2.68)bB

Fat (%) 31.30 29.30 27.53 23.21
° (£3.98)aA  (¢5.56)bA  (x4.90)aA  (¥2.72)bA
Salt (%) 1.50 1.36 1.51 1.84

(£0.32)aA  (0.16)aA  (20.27)aA  (+0.34)bA

Same lower case letters - no significant difference between the two seasons for that cheese. Same
capital letters - no significant difference between Serro and Canastra cheeses within that season as
evaluated using Tukey’s t-test.

3.2 Microbial diversity evaluated using plate counts

Table 2 shows the mean scores of the bacterial groups investigated in
Canastra and Serro cheeses manufactured in the RS and the DS.

Mesophilic LAB counts were remarkably high when compared to the
thermophilic counts in both cheeses. This result is a reflection of the
technology employed in the manufacture of these cheeses, which uses no
heat treatment. Canastra cheese proved to be a more stable product in
terms of its microbiota than Serro cheese, and some microbial groups

remained constant between the two seasons. However, presumptive
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mesophilic and thermophilic cocci and yeasts showed higher counts in the
rainy season (P <0.05). Serro cheese showed a different dynamic when
compared to Canastra cheese; all of the microbial groups in Serro cheese

were influenced by the season.

Interestingly, from the quantitative perspective, the microbiota of
these two cheeses were similar. According to the Tukey test (Table 2), in the
RS, the microbiota differed only in the mesophilic Lactobacillus count (higher
in Serro cheese; P <0.05) and in the yeast count (higher in Canastra cheese;
P <0.05). In the DS, higher counts of mesophilic cocci and yeasts (P <0.05)

were obtained in Serro cheese.

Table 2. Log counts (£SD) of microbial groups of Canastra and Serro
cheeses made during the rainy (RS) and dry season (DS)

Cheese

Group Targeted
Canastra Serro

Rainy season Dry season Rainy season Dry season

Mosonhilic cocci 7.89 7.74 8.16 9.10
P (£0.78)aA (£0.38)bA (£0.80)aA (+0.36)bB

Mesophilic lactobadili gre e sy [
P (£0.28)aA (£0.26)aA (£0.30)aB (£0.38)bA

Thermophilic cocci 5.79 28 5.72 5.91
(£0.43)aA (£0.93)bA (£1.19)aA (+1.22)bA

Thermophilic 5.88 5.44 4.99 4.60
lactobacilli (x1.28)aA (x0.90)aA (x1.57)aA (£1.06)bA

Erterosoce 4.95 472 455 452
(£0.58)aA (£0.94)aA (+1.30)aA (£0.91)bA

Veast 5.41 377 465 5.49
(£0.72)aA (£0.72)bA (£0.43)aB (£0.45)bB

Same lower case letters - no significant difference between the two seasons for that cheese. Same
capital letters - no significant difference between Serro and Canastra cheeses within that season as
evaluated using Tukey’s t-test.
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3.3 TTGE Identification of low GC-content bacteria

TTGE was used to preliminarily characterize the ecosystem of
Canastra and Serro cheeses and to monitor their changes in the RS and the
DS (Fig. 1).

The TTGE profile of Canastra cheese revealed 10 different bands in
the two seasons studied (Fig. 2a). Three major bands were detected that
corresponded to the species Lactobacillus plantarum/Lactobacillus
gasseri/Lactobacillus johnsonni (band 1), Streptococcus gallolyticus spp.
(band 3) and Lactococcus lactis (band 4). These three bands were found in
all samples of Canastra cheese analyzed in both the RS and the DS. The
high frequency of these species may reflect their strong dominance in
Canastra cheese. In the RS, nine different bands were detected, three of
which were present only in this season: band 5 (Corynebacterium variabile),
band 7 (Lactobacillus delbruekii subsp. lactis) and band 8 (Streptococcus
salivarius). In the DS, seven different bands were detected, and band 10

(Enterococcus faecium) was observed only in this season.

The bacterial profile analysis of Serro cheese using TTGE revealed
eight different bands in both seasons (Fig. 2b). Among these, seven were
identified using the species database. In some cheeses, the profile showed
only two bands, e.g., cheese batches 3DS, 6RS, 7DS and 8DS. Although
the profile was more complex in other cheese batches, it did not exceed five
different bands in any sample (Fig. 2b). The band that corresponded to the
species L. plantarum, L. gasseri, and L. johnsonni (band 1) was found in all

of the samples.
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Fig.1. TTGE profiles of 16S rRNA gene V3 regions under low GC-content migration conditions from Canastra
cheese (Fig. 2a) and Serro cheese (Fig. 2b) in the rainy season (RS) and the dry season (DS). Lanes L: ladder (a.
Lactobacillus plantarum , b. Lactobacillus fermentum, c. Enterococcus faecium, d. Lactobacillus helveticus, e. E.
faecalis, f. Lactococcus lactis, g. Streptococcus thermophilus, h.Corynebacterium variabile, and i. Lactobacillus
paracasei ). Bands: 1: L. plantarum/Lactobacillus gasseri/ Lactobacillus johnsonni, 2: Lactobacillus
acidophilus/Lactobacillus crispatus/L. helveticus, 3. Streptococcus gallolyticus spp. macedonicus, 4: Lactococcus
lactis, 5: C. variabile, 6: Lactobacillus brevis/Staphylococcus xylosus, 7: Lactobacillus delbruekii subsp. lactis, 8:
Streptococcus salivarius, 9: Staphylococcus equorum subsp. linens, 10: E. faecium, and 11: unknown band.
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4. Discussion

We report here the first characterization of the diversity of the
indigenous microbiota of Canastra and Serro cheeses produced during two
different periods: the rainy and the dry seasons. In Serro and Canastra
regions, the climate is characterized by two well-defined seasons. Rainfall
and high average temperatures (22°C to 24°C) are characteristic of the RS,
while the DS is characterized by lower average temperatures (18°C to
21°C), low rainfall and low humidity. These climatic features contribute to
differences in the final physicochemical and microbiological characteristics of

artisanal cheeses.

In Canastra cheese, the pH varied according to the season. Although
the cocci counts (which are known as major acid producers and are
characterized as mesophilic and thermophilic) were higher (P <0.05) in the
RS, there was an increase in the average pH in this season. This fact may
be due to high yeast counts detected in this season. The lactose
consumption of this group limits the production of lactic acid by LAB.
Moreover, the oxidative assimilation of lactic acid by yeasts generates higher
pH (Larpent, 1991). The culture-dependent method also showed that
mesophilic cocci and lactobacilli were the dominant microbiota in Canastra

cheese in both seasons.

In agreement with the culture-dependent methods, L. lactis was
always detected as a dominant species in 20-day-old Canastra cheese using
the TTGE method. Lactococci are the dominant microbiota in several other
types of artisanal cheeses (Cogan et al., 1997). Their high acidifying
capacity prevents product changes and the growth of pathogenic bacteria
(Delves-Broughton et al., 1996; Casalta and Montel, 2008). Another band
found in all of the evaluated Canastra cheeses corresponded to
Streptococcus macedonicus, recently reclassified as S. gallolyticus subsp.
macedonicus (Schlegel et al., 2003). It is a thermophilic, homofermentative

species that, although it shows optimum growth at 42.3°C, can grow
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between 25 and 45°C (Van den Berghe et al., 2006; Vuyst and Tsakalidou,
2008). Strains of S. macedonicus are moderately acidifying and proteolytic,
and they participate in fat hydrolysis, citrate consumption and casein
hydrolysis in milk (Georgalaki et al., 2000). S. macedonicus has been
isolated from Greek cheese (Tsakalidou et al., 1998; Georgalaki et al.,
2000), ltalian cheese (Lombardi, 2004) and French cheese (Callon et al.,
2004), and it clearly has an important role as an adjunct culture in Canastra

cheese.

Using TTGE, many samples taken at different time points in a given
study can be analyzed simultaneously (Muyzer and Small, 1998). However,
a limitation of the TTGE method is species comigration. Despite sequence
differences, the melting temperatures of comigrating V3 fragments are
similar; thus, they migrate to the same position in the gel (Ogier et al., 2002).
In the present study, one of the major bands (band 1) from Canastra cheese
corresponded to L. plantarum, L. gasseri and/or L. johnsonni. Sequencing of
the band did not provide conclusive results. In a previous study with the
same cheese, Borelli (2006) indicated that L. plantarum predominated in
Canastra cheese. Furthermore, it is well known that this species is frequently
present in artisanal starter-free cheeses (Beresford et al., 2001). Therefore,
it is likely that band 1 in this case corresponds to L. plantarum. Therefore, it
appears that L. lactis, S. macedonicus and L. plantarum have an important
role in the fermentation and sensory characteristics of Canastra cheese due
to their presence in all of the analyzed samples. The Lactobacillus
acidophilus group (band 2) was frequently found, and E. faecium (band 10)
and the non-LAB species C. variabile (band 5) were occasionally found.
These bacteria may have a secondary role in the fermentation process of

Canastra cheese.

The results also demonstrate that Serro cheese is a more unstable
product than Canastra cheese. As seen in Tables 1 and 2, all of the
variables of Serro cheese showed significant changes (P <0.05) between
seasons. It is important to note that the Serro cheese used in this

experiment was maturated under refrigeration and brought to market in
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vacuum packaging, conditions that substantially modify the maturation
dynamics when compared to Canastra cheese, which is matured at room
temperature and without packaging. The process of maturation under
refrigeration for artisanal cheeses is questionable because potentially
pathogenic bacteria such as Staphylococcus aureus survive and stay longer
in the cheese matrix. In the RS, the amount of total solids in Serro cheese
was higher (P <0.05) than in the DS, probably due to the increased

acidification (P <0.05) resulting in more whey drainage.

TTGE analysis of Serro cheese revealed a band common to all of the
analyzed samples (band 1). This band was also found in all of the Canastra
cheeses. L. lactis (band 4) was not detected only in two of the samples from
the RS. This result is consistent with the culture-dependent method, which
indicated lower counts of mesophilic cocci in this season. However, the
thermophilic coccus S. salivarius (band 8) was detected in almost all of the
samples of Serro cheese in the RS (except sample 6Rs), whereas in the DS,
it was detected in only two samples. Other species were found less
frequently, such as the L. acidophilus group and E. faecium.

In conclusion, Serro and Canastra cheeses differ in their
physicochemical aspects and microbial diversity. Differences in their
production control their physicochemical and, consequently, their microbial
characteristics, resulting in products with distinct final properties. Both
cheeses undergo changes in their composition depending on the season,
suggesting the need for better control in the manufacturing steps, mainly in
relation to maturation time and temperature. The role of the species
identified in this study in the formation of the sensory characteristics of

Canastra and Serro cheeses awaits investigation.
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- Capitulo 2 -

Biodiversidade de cocos autoctones isolados em queijos

artesanais produzidos em Minas Gerais, Brasil

Abstract

The objective of this work was to study the diversity of lactic acid bacteria
(LAB) at the level of species and strains in artisan Canastra and Serro
cheeses manufactured from raw milk. A total of eight samples, collected at
four farms during the rainy and dry seasons, were submitted to
microbiological analysis. LAB were isolated from M17 agar medium and
identified by the combined use of species-specific PCR and sequencing of
16S rDNA. The biodiversity of Enterococcus faecalis was investigated
by PFGE. The species of Enterococcus faecalis, Streptococcus infantarius
subsp. infantarius, Leuconostoc fallax and Lactococcus lactis subsp. lactis
were the most frequent in Canastra cheese, while the species of
Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis and Lactococcus lactis
subsp. lactis were the most common in Serro cheese. Seventeen different
PFGE profiles were identified among the Enterococcus faecalis isolates. The
results show that the geographical distance between the farms, even within
the same region, is reflected in unrelated strains. The biodiversity at species

and strains level was higher in Canastra cheese.

Keywords: Canastra cheese, Serro cheese, raw milk, PFGE, Enterococcus
faecalis.
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade de bactérias laticas (BAL)
ao nivel de espécies e estirpes em queijos Canastra e Serro, fabricados de
forma artesanal a partir de leite de vaca cru. Um total de 8 amostras,
coletadas em 4 propriedades rurais, nas estagcées chuvosa e seca, foram
submetidos a analises microbioldgicas e genotipicas. BAL foram isoladas a
partir do meio M17 agar e identificadas pelo uso combinado de PCR
espécie-especifica e sequenciamento. A biodiversidade dos
Enterococcus faecalis foi investigada por PFGE. No queijo Canastra, as
espécies Enterococcus faecalis, Streptococcus infantarius subsp.
infantarius, Leuconostoc fallax e Lactococcus lactis subsp. lactis foram as
mais frequentes enquanto que no queijo do Serro destacaram-se as
espécies Streptococcus salivarius, Enterococcus faecalis e Lactococcus
lactis subsp. lactis. Dezessete diferentes perfis de PFGE foram identificados
entre os isolados de Enterococcus faecalis avaliados. Os resultados
demonstram que a distancia geografica entre as fazendas, mesmo dentro
de uma mesma regido, se reflete em estirpes nao relacionadas entre si. A
biodiversidade ao nivel de espécies e estirpes foi superior no queijo

Canastra.

Palavras-chave: queijo Canastra, queijo do Serro cheese, leite cru, PFGE,
Enterococcus faecalis.
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1. Introducéo

Os queijos Canastra e Serro a mais de 200 anos sao fabricados de
forma artesanal, com leite de vaca cru no estado de Minas Gerais, Brasil
(Meneses, 2006). O queijo Serro foi recentemente reconhecido como o
primeiro queijo no Brasil com indicacdo geografica. Nos ultimos anos,
houve um crescente interesse no estudo das caracteristicas destes queijos
por se tratarem de produtos fortemente ligados a tradicdo cultural e

alimentar brasileira, sobretudo no estado de Minas Gerais.

A ampliagdo do conhecimento sobre as populagbes microbianas,
naturalmente presentes em queijos artesanais, pode ajudar a prevenir a
extincdo da sua biodiversidade e, consequentemente, a perda de uma
grande variedade destes produtos (Fortina et al, 2003; Beresford et al,
2001). A biodiversidade de bactérias envolvidas na producado de queijos
artesanais pode ser considerada como um dos fatores principais para a

manutengao das suas caracteristicas tipicas (Marino, 2003).

Bactérias do acido lactico (BAL) ocorrem naturalmente como
microbiota enddégena em leite cru e influenciam as caracteristicas
bioquimicas e sensoriais do queijo. A presenga destes microrganismos
também confere maior seguranga ao produto em consequéncia da producgao
de diversos compostos antimicrobianos como acidos organicos, peréxido de
hidrogénio, diacetil e bacteriocinas. Pesquisas com BAL enddgenas podem
revelar novas estirpes que apresentem efeitos benéficos as caracteristicas
finais de produtos laticos artesanais e industrializados (Pogacic et al, 2011;

Topsirovic et al, 2006).

O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar a microbiota de cocos
mesofilicos presentes nos queijos Canastra e Serro, fabricados na época da
chuva e da seca, para obtencdo de conhecimentos preliminares referentes
as espécies de BAL envolvidas na fermentagao destes queijos. Além disso,
objetivou-se comparar a diversidade genotipica de estirpes isoladas nas
diferentes regides por intermédio da técnica de pulsed field gel

electrophoresis (PFGE).
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2. Material e métodos
2.1. Amostragem, andlises microbioldgicas e isolamento de bactérias

Os 8 queijos utilizados neste experimento foram coletados em duas
diferentes propriedades nos meses de margo (época da chuva - EC) e
outubro (época da seca - ES) aos 20 dias de maturagdo. Esta amostragem
foi realizada nas regides da Serra da Canastra e Serro. Para determinar a
contagem presuntiva de cocos mesofilicos, 10 g de queijo foram
homogeneizadas em 90 mL de solugéo estéril de citrato de sédio a 2 % com
0 auxilio de um blender (Grosseron, Saint-Herblain, France) por 1 minuto.
Diluigdes seriadas foram preparadas em solugao salina-triptona estéril e em
seguida plagqueadas em duplicata. A enumeragao presuntiva de cocos
mesofilicos foi feita em agar M17 (Oxoid, Hampshire, England) apds

incubacao, em condicdes aerdbias a 24 °C por 3 dias.

Trinta e cinco coldnias foram selecionadas de forma randomizada a
partir das placas de M17 (cuja contagem encontrava-se entre 30 e 300
colénias) em cada propriedade avaliada, nas duas estacdes e regides
estudadas, totalizando 280 isolados. As colbnias foram purificadas e
submetidas a exame microscoépico, coloragao de Gram e teste de catalase.
Os isolados foram mantidos a -80 °C em caldo M17 contendo 15 % de

glicerol.

2.2. ldentificac&o das espécies isoladas

A identificagcdo dos isolados foi realizada por intermédio de reacdes
de PCR espécie-especifica. As culturas submetidas a reacdo de PCR eram
previamente ativadas (3 vezes) em caldo M17. Aliquota de 1 mL foi
centrifugada a 10.000 g por 10 min., e o pellet resuspendido em 1 mL de
agua estéril. Dois pL desta suspensao foram utilizados para a PCR. Foram
utilizados primers para Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
(Licitra et al, 2007), Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis ssp. lactis e

Lactococcus lactis ssp. cremoris (Pu et al., 2002). Os parametros para cada
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ciclo, as concentracdes dos primer, MgCI2, dNTPs e uso da Taq polimerase
em todas as reagdes de PCR foram os mesmos relatados pelos diferentes
autores citados anteriormente. As reagdes de PCR foram realizadas em um
termociclador C1000 Thermal Cycler (BioRad). Apos a amplificagcéo, 5 yL do
amplicon obtido, acrescidos de 2 uL de corante Orange loading dye solution
(Fermentas), foram submetidos a eletroforese a 5 V cm
agarose a 1,5 % em tampao de TBE 0,5 x (1 M Tris-Borato, EDTA 0,5 M, pH

8,5). Em seguida, o gel foi mergulhado por 15 min em uma solugédo de

em gel de

brometo de etidio (0,5 g/mL) e fotografado em luz UV.

Os isolados que nao foram identificados por intermédio de reacoes
de PCR com os primers espécie-especifica acima citados, tiveram uma
porcao de 1500 pb do gene que codifica rRNA 16S amplificado (Godon et
al, 1997) e sequenciado. A reagdo de PCR foi submetida aos seguintes
ciclos térmicos: 4 min a 96 °C, em seguida, 30 ciclos de 40 s a 96 °C , 30 s
a 50 °C, 1 min e 30s a 72 °C , com extenséo final de 10 min a 72 °C. Os
produtos da reacado foram analisados por meio de um sequenciador de DNA
ABlI PRISM 310 (PE Applied Biosystems) segundo as instrugdes do

fabricante.

2.3. Analise de PFGE

A andlise de PFGE foi realizada em todos os isolados de
Enterococcus faecalis. A preparagdo do DNA gendmico intacto em blocos
de agarose foi realizado segundo Gautier et al (1996) com modificagdes.
Resumidamente, células crescidas em caldo M17 (ODgso de 0.3) incubadas
a temperatura de 30 °C foram centrifugadas (10 min/10.000g), lavadas em 5
ml de tampao TES (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0, 500 mM sacarose),
resuspendidas em 400 uyL de EDTA 50 mM, adicionadas de 700 pL de
agarose Gibco BRL (1 % em 125 mM EDTA, pH 7.0) a 60 °C e rapidamente
transferidas para férmas de 150 L. Os blocos de agarose formados foram
lavados em TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e incubados na solugéo

de lise a 37°C por 4 h. Apds a lise, os blocos foram novamente lavados com
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TE e mergulhados na solugdo de desproteinizagdo a 50°C por 12 horas.
Terminada esta etapa, os blocos foram imersos em uma solugao de PMSF
( 175 pg de phenylmethylsulfonylfluoride/ mL em TE ) e incubados por 1h a
temperatura ambiente. Os blocos foram entdo lavados 3 vezes em TE e
mantidos nesta solucdo a 4°C até o momento da digestdo do DNA

cromossdmico.

A digestdo do DNA cromossémico e a eletroforese em campo
pulsado foram realizadas conforme Saeedi et al (2002). Para a digestao do
DNA utilizou-se 20U da enzima de restricdo Smal em pré-incubacéo por 30
min a 30°C seguida da digestdo por 4h a 25°C. Smal foi escolhida para a
digestdo dos enterococos por apresentar uma rica sequéncia de
reconhecimento G+C, sendo que Enterococcus faecalis tem um teor de G +
C de aproximadamente 40 % (Schleifer e Kilpper-Balz, 1984). Os
fragmentos do DNA foram separados em um aparelho CHEF DRII, Bio-Rad,
segundo as condi¢des eletroforéticas: tempo de corrida inicial de 5 s
linearmente aumentado para um tempo final de corrida de 35 s (20h),
seguido de tempo de corrida inicial de 5 s e tempo final de corrida de 10 s
(4h). Em seguida, o gel foi mergulhado por 15 min em uma solugéo de

brometo de etidio (0,5 g/mL) e fotografado em luz UV.

3. Resultados
3.1. Quantificacéo, isolamento e identificacdo dos cocos mesofilicos

A contagem de cocos mesofilicos, realizadas em placas contendo o
meio M17 incubado a 24 °C por 3 dias, revelou contagens entre 7,13 Log
UFC.g™" e 9,06 Log UFC.g™ para os queijos Canastra e de 6,92 Log UFC.g™
a 9,34 Log UFC.g" para o queijo do Serro. Na tabela 1 estdo indicadas as
espécies identificadas. Tratam-se das espécies de cocos predominantes,
presentes nos queijos Canastra e Serro aos 20 dias de maturagao, visto
que, foram isoladas nas diluicbes mais elevadas a partir das placas cuja

contagem se situava entre 30 e 300 colbnias.
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Tabela 1. Identificacédo
incubado a 24

%enotl’pica das espécies isoladas em meio M17,
C/3 dias, presentes nos queijos Canastra e Serro

Origem .
g Total de e Numero de
dos . Identificacéo .
. isolados estirpes
isolados
Enterococcus faecalis 15
Lactococcus garvieae 02
C1-EC 32 Lactococcus lactis subsp. lactis 11
Leuconostoc fallax 04
Enterococcus faecalis 23
Enterococcus italicus 01
C1-ES 34 Leuconostoc fallax 09
Leuconostoc mesenteroide subsp. mesenteroide 01
C2-EC 35 Streptococcus infantarius subsp. infantarius 35
Enterococcus faecium 03
Enterococcus durans 06
Enterococcus italicus 01
C2-ES 31 . _
Lactococcus lactis subsp. lactis 09
Leuconostoc fallax 11
Leuconostoc mesenteroide subsp. mesenteroide 01
Enterococcus faecalis 14
S1-EC 35 o
Streptococcus salivarius 21
S1-ES 35 Streptococcus salivarius 35
S2 -EC 34 Enterococcus faecalis 29
Lactococcus garvieae 01
Lactococcus lactis subsp. lactis 04
S2 -ES 35 Lactococcus lactis subsp. lactis 20
Streptococcus salivarius 15

C1 e C2: queijos Canastras, S1 e S2: queijos do Serro, EC: época da chuva, ES: época da seca.

No total, foram detectados 4 géneros e 10 espécies diferentes. Os

queijos Canastra apresentaram maior diversidade quanto ao numero de

espécies encontradas (9 espécies) que o queijo Serro (4 espécies). Trés

espécies sao comuns a ambos 0s queijos, enquanto que uma espécie foi

encontrada apenas no queijo do Serro e outras 6 espécies foram
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especificas do queijo Canastra, como pode ser melhor visualizado na figura
1.
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Figura 1. Frequéncia de distribuicdo das espécies isoladas a partir do meio
M17 incubado a 24°C/3dias presentes no queijo Canastra e Serro

Os isolados referentes as espécies Enterococcus italicus,
Leuconostoc fallax, Leuconostoc mesenteroide subsp. mesenteroide,
Streptococcus infantarius subsp. infantarius e Streptococcus salivarius,

foram identificados por intermédio do sequenciamento do gene 16S rRNA.

3.2. Diversidade genética de Enterococcus faecalis

A andlise de PFGE foi realizada para explorar a diversidade genética
de 81 Enterococcus faecalis isolados a partir dos queijos Canastra e Serro

por se tratar da espécie mais frequentemente encontrada, constituindo 30 %
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do total de isolados identificados nas duas regides estudadas. Os isolados
foram originarios do queijo Canastra C1 coletado na época das aguas (15
isolados) e na época da seca (23 isolados) e dos queijos do Serro S1 (14
isolados) e S2 (29 isolados), ambos coletados na época da chuva. Foram
considerados como tendo o mesmo perfil PFGE as estirpes que partilhavam
pelo menos 86 % de similaridade (Braak et al, 2000). Como pode ser
observado no dendograma da Fig. 2, as estirpes isoladas nos queijos
Canastra e Serro apresentaram similaridade de apenas 25,5% sendo,

portanto, considerados nao-relacionadas entre si (Tenover et al., 1995).

Entre as 38 estirpes de Enterococcus faecalis isoladas nos queijos
Canastra avaliados, detectou-se 10 diferentes gendétipos, dos quais, 7 foram
encontrados apenas na época da seca e 2 apenas na época das chuvas.
Um gendtipo (gendtipo 16, ver Fig. 2) foi encontrado em ambas as
estagdes sugerindo tratar-se de uma estirpe melhor adaptada as variagdes

do ambiente.

As estirpes de Enterococcus faecalis estudadas no queijo do Serro
foram isoladas em queijos fabricados em 2 propriedades rurais e
apresentaram perfis de PFGE distintos (similaridade de 44,2 %) como
observado na Fig. 2. Os 14 isolados do queijo S1 apresentaram o mesmo
perfil genotipico, por outro lado, o queijo S2 com 29 isolados de
Enterococcus faecalis apresentou 6 diferentes gendtipos, demonstrando

maior diversidade ao nivel de subespécie que a amostra S1.
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Figura 2. Dendograma mostrando os grupos (clusters) das estirpes de
Enterococcus faecalis isolados no queijo Canastra na época da chuva (prefixo
C15- seguido do numero de identificagao) e na época da seca (prefixo C25- ) e no
queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1 (prefixo S13- ) e S2
(prefixo S15- ), analisados com GelCompar software (Applied-Maths, Belgium).

4. Discussao

Alimentos tipicos e tradicionais representam um importante
patrimdnio para a regido que o produz e uma excelente oportunidade para o
desenvolvimento de areas rurais (Alessandria et al, 2008). Isto € uma
grande verdade para os queijos artesanais Canastra e Serro. Juntas, estas
duas regides produzem 8.893 toneladas de queijo por ano e empregam
diretamente 6.571 individuos (EMATER, 2008).

Bactérias do acido latico naturalmente presentes no leite e no
ambiente de produgdo, desempenham um papel critico na producédo de
queijos artesanais. No presente trabalho, enfatizou-se o estudo dos cocos
de BAL por sua importante acdo como cultura iniciadora e também pela
contribuicdo na maturacdo dos queijos, onde suas enzimas estdo
envolvidas na protedlise e na produgao de compostos aromaticos a partir de

aminoacidos (Fox e Wallace, 1997).

Os queijos Canastra e Serro avaliados no presente trabalho
apresentaram altas contagens de cocos no meio M17 incubados a 24 °C por
3 dias. Embora a temperatura de incubagdo empregada direcione para o
crescimento de microrganismos mesofilicos, espécies termofilicas como
Streptococcus salivarius e Streptocccus infantarius subsp. infantarius,

também foram isoladas em ambos os queijos.

Com base nos 271 isolados identificados, pode-se ressaltar que os
géneros Enterococcus, Lactococcus e Streptococcus sdo comuns a ambos
0s queijos. Porém, o género Leuconostoc foi encontrado apenas no queijo
Canastra. Este género tem um importante papel na tecnologia de produtos
laticos gragas ao metabolismo do citrato, conduzindo a formagao de diacetil,

um importante componente do aroma em produtos laticos, e outros
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compostos como acetato e acetoina (Hemme et al, 2004; Bourel et al,
2001).

No queijo Canastra, 89 % da microbiota identificada se refere as
espécies Enterococcus faecalis (29 %), Lactococcus lactis subsp. lactis (15
%), Leuconostoc fallax (18 %) e Streptococcus infantarius subsp. infantarius
(27 %). Esta ultima espécie foi isolada apenas no queijo Canastra C2 na
época da chuva, porém de forma predominante. Streptococcus infantarius
subsp. infantarius pertence ao grupo Streptococcus bovis e, embora ja
tenha sido isolado em alguns produtos laticos (Shori, 2012; Abdelgadir et al,
2008) é considerado um patégeno potencial para humanos (Schlegel et al,
2000). Sua total predominancia sobre as outras LAB pode estar relacionada
a producdo de bacteriocinas previamente detectada por Jans et al (2010)

em estirpes isoladas em leite de camelo fermentado espontaneamente.

A ocorréncia das espécies Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis
subsp. lactis ndo é surpreendente, visto que sdo espécies comumente
encontradas em diversos queijos artesanais (Casalta et al, 2009; Dolci et al,
2008; Psoni et al, 2006; Fortina et al, 2003; Marino et al, 2003). Por outro
lado, a presenga (18 % do total de isolados) da espécie Leuconostoc fallax
€ interessante por se tratar de uma espécie normalmente isolada em
vegetais fermentados (Barrangou et al, 2002). Outras espécies como
Leuconostoc mesenteroide subsp. mesenteroide, Lactococcus garvieae,
Enterococcus durans, Enterococcus italicus e Enterococcus faecium foram
menos frequentes e, juntas, constituem 11 % da microbiota identificada no

queijo Canastra.

O queijo do Serro apresentou menor diversidade de género e espécie
quando comparado ao queijo Canastra. Streptococcus salivarius foi a
espécie predominante, representando 51 % do total de isolados obtidos
neste produto. Esta foi a principal espécie encontrada em queijos Canastra
avaliados aos 60 dias de maturagao por Lacerda e colaboradores (2011) e
também, em menor proporg¢ao, no queijo artesanal francés, Salers (Callon et

al, 2004). Enterococcus faecalis e Lactococcus lactis subsp. lactis , assim

67



como no queijo Canastra, sao importantes espécies também no queijo do
Serro e constituem respectivamente a 31 % e 17% do total de isolados para
este queijo. Como espécie minoritaria que compde a microbiota de cocos no
queijo do Serro pode-se citar Lactococcus garvieae correspondendo a 1 %

dos isolados identificados.

Entre os métodos moleculares usados para tipagem de espécies
bacterianas, PFGE ¢é considerado um dos mais confiaveis devido ao seu
poder discriminatério, sensibilidade e reprodutibilidade (Gordillo et al, 1993;
Chiew e Hall, 1998). No presente trabalho, 17 diferentes perfis de PFGE
foram identificados entre os isolados de Enterococcus faecalis. Os
resultados mostram que a distdncia geografica entre as duas regides
estudadas, Canastra e Serro, se reflete em estirpes nio relacionadas entre
si (similaridade 25,5 %). Mesmo quando comparada diferentes fazendas em
uma mesma regiao, como realizado no queijo do Serro, observa-se uma
similaridade < 50 % entre as estirpes, considerado como estirpes néo-
relacionadas, segundo critério adotado por Tenover et al (1995). Isto
demonstra uma relagéo entre gendtipo e origem das estirpes que pode vir a
refletir nas caracteristicas sensoriais desses queijos. O resultado das
analises de PFGE aponta para uma maior diversidade, também ao nivel de

estirpes (Enterococcus faecalis), nos queijos Canastra.

Este estudo revelou a diversidade de cocci de bactérias laticas em
queijos Canastra e Serro. Em fungdo do numero reduzido de amostras,
pode ser assumido que através da andlise de um numero maior de queijos a
diversidade hora observada seja ainda maior. Posteriormente sera
interessante estabelecer a interagdo entre a microbiota existente e as

caracteristicas sensoriais destes produtos.
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- Capitulo 3 -

Perfil sensorial dos queijos Minas artesanal produzidos na

regido da Serra da Canastra e Serro, MG

Abstract

The objective of this study was to establish the sensory profiles of Serro and
Canastra cheeses at 18 and 23 days of ripening, respectively. The method
of quantitative descriptive analysis (QDA) was employed for the sensory
analysis of the samples. Physical, visual, physicochemical and
microbiological analyzes were also carried out. The Canastra and Serro
cheeses are characterized by cylindrical shape, without bulging on the
surface and side, and uniform distribution of little eyelet holes of mechanical
kind in Canastra cheese and mechanical and microbial kind in Serro cheese.
The Serro cheese can be classified as a cheese with high moisture level
(>45.9%) and the Canastra cheese has average moisture level. In both
cheeses all microbiological parameters evaluated were within the standards
established by legislation. We selected 16 attributes for the sensory
characterization of the two cheeses: skin color; skin color uniformity; surface
roughness; mass color; buttery, curd, barnyard and rancid aroma; elasticity;
hardness; friability; stickiness; salty, bitter and sour taste; and spicy flavor.
The Canastra cheeses’ profiles were very homogeneous and differed among
themselves in 5 attributes, on the other hand, the Serro cheeses’ profiles
had a greater variation, differing in 10 of the 16 evaluated attributes.
Evaluating the averages of Canasta and Serro cheeses data, they differed in
11 attributes, but the ones that best differentiated and distinguished them

were: skin color, barnyard and rancid aroma, and sour taste.

Keywords: Canastra cheese, Serro cheese, sensory characterization, raw

milk.
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Resumo

O objetivo deste estudo foi estabelecer o perfil sensorial dos queijos
Canastra e Serro aos 23 e 18 dias de maturagao, respectivamente. Para a
analise sensorial das amostras foi utilizado o método de analise descritiva
quantitativa (ADQ). Adicionalmente foram realizadas analises fisicas,
visuais, fisico-quimicas e microbiolégicas. Os queijos Canastra e Serro se
caracterizaram por apresentarem formato cilindrico, sem abaulamento na
superficie e na lateral e apresentaram poucas olhaduras, com distribuigcao
uniformes, do tipo mecanica no queijo Canastra e do tipo mecanica e
microbiana no queijo do Serro. O queijo do Serro pode ser classificado
como um queijo de alta umidade (> 45,9 %) e o queijo Canastra de média
umidade. Todos os parametros microbiologicos avaliados estavam dentro
dos padrdes estabelecidos pela legislagdo, em ambos os queijos. Foram
selecionados 16 atributos para a caracterizagao sensorial dos 2 queijos, sao
eles: cor da casca, uniformidade da cor da casca, rugosidade da superficie,
cor da massa, aroma amanteigado, de coalhada, de curral e de rango,
elasticidade, dureza, friabilidade, adesividade, gosto salgado, amargo e
acido e sensagado picante. Os queijos Canastra apresentaram perfis
bastante homogéneos e diferiram entre si em 5 atributos. Por outro lado, os
queijos do Serro apresentaram perfis bastante variados, diferindo em 10 dos
16 atributos avaliados. Quando comparado as médias do queijo Canastra e
Serro estes dois queijos diferem em 11 atributos, sendo cor da casca,
aroma de curral e de rango e gosto acido os atributos que melhor os

diferenciaram.

Palavras-chave: queijo Canastra, queijo do Serro, caracterizagao sensorial,

leite cru.
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1. Introducéo

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de queijo do Brasil.
Entre as principais variedades produzidas, podem-se citar os queijos Minas
artesanal cuja produgéo se estende por mais de 600 municipios dos quais
17 fazem parte da regido da Serra da Canastra (7 municipios) e Serro (10
municipios), tradicionais na fabricacéo deste produto.

O queijo do Serro foi o primeiro queijo brasileiro a ter sua indicagcao
geografica reconhecida, sendo que a regido da Serra da Canastra segue o
mesmo processo de reconhecimento para diferenciacido do seu produto, o
queijo Canastra. Com a entrada em vigor da nova legislagcao federal, a
Instrucdo Normativa n. 57 (BRASIL, 2011) que permite, sob certas
condigdes, a produgdo e comercializagao de queijo fabricado a partir de leite
cru com maturacao inferior a 60 dias, espera-se uma intensificacdo do
consumo dos queijos artesanais visto que os mesmos poderdo ser
comercializados de forma legal e em ambito nacional.

Entretanto, nenhum trabalho até o presente determinou os atributos
sensoriais que caracterizam e diferenciam os queijos Minas artesanal
fabricados nas regides da Serra da Canastra e no Serro. A textura, o
aspecto, o sabor e o aroma sado as principais categorias de atributos que
definem conjuntamente a qualidade sensorial de um alimento e podem ser
identificadas e quantificadas pelo uso da analise descritiva quantitativa
(ADQ) (Murray et al, 2001; Jack et al., 1993). Este método proporciona uma
completa descricdo e quantificagdo das propriedades sensoriais de um
produto, representando um dos métodos mais completos e sofisticados para
a caracterizagéo dos atributos sensoriais (ABNT, 1998; Stone et al., 1974).

O presente estudo visa estabelecer, pelo método de ADQ, os
atributos sensoriais que caracterizam os queijos artesanais Canastra e
Serro fabricados por trés diferentes produtores em cada uma das regides
pesquisadas. Ao mesmo tempo, comparar o perfil sensorial dos queijos

produzidos nestas duas regides.
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2. Material e Metodologia

2.1. Amostras

Foram avaliadas 3 amostras dos queijos Canastra e Serro,
coletadas com 3 repeticobes em cada uma das 6 propriedades rurais
produtoras. O critério para escolha dos queijos foi a selecdo dos 3
produtos mais caracteristicos de cada regido, decidido em conjunto com
as associacbes de produtores e técnicos da empresa de assisténcia
técnica e extensao rural do estado de Minas Gerais (EMATER-MG). Os
queijos Canastra e Serro foram analisados aos 23 e 18 dias de
maturacgao, respectivamente. Este tempo, foi anteriormente definido como
necessario para a garantia da seguranga microbioldgica desses produtos
(Dores, 2007; Martins, 2006). Para as analises sensoriais, os queijos do
Serro também foram avaliados aos 23 dias de maturagao para posterior

comparagao com o queijo Canastra com mesmo tempo de maturacgéao.

2.2. Caracteristicas fisicas e visuais

Todas as amostras foram pesadas (balanca Filizola BP15), medidas
quanto a altura, didmetro, espessura da casca (régua Bandeirante 1041) e

analisadas visualmente quanto a presenca de abaulamento e olhaduras.

2.3. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas

Foram realizadas determinagdes de pH pelo método potenciométrico,
acidez em acido latico, cloreto de soédio, gordura e umidade segundo
BRASIL, 2006. Para as analises microbiologicas, seguiu-se as
recomendagdes da legislacdo do estado (Lei 14.185, de 12 de janeiro de
2002) para queijo Minas artesanal que preconiza as analises de Coliformes
a 30°C e 45°C ( Petriflm® - AOAC 991.14), Staphylococcus aureus
(Petrifilm®- AOAC 981.15), Listeria monocytogenes (Teste REVEAL - AOAC
Licenca 960701) e Salmonella sp. (Teste REVEAL - AOAC Licenga
960801).
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2.4. Andlise Sensorial

Para a andlise sensorial das amostras foi utilizado o método de
Analise Descritiva Quantitativa (ADQ), adaptado da metodologia descrita
por Stone e Sidel (1993).

2.4.1. Recrutamento e pré-selecdo dos julgadores

Por intermédio da aplicagdo de um questionario, foram recrutados
candidatos, levando-se em consideragao o interesse e a disponibilidade em
participar das analises, estado de saude e habilidade em trabalhar com a
metodologia utilizada. Em seguida, os candidatos foram submetidos a uma
avaliacao de testes triangulares (Stone e Sidel, 1993). Para este teste foram
utilizados queijo mussarela e queijo mussarela com 30 % de redugéo de
gordura. Os candidatos que obtiveram pelo menos 60 % de acertos foram

selecionados para as etapas seguintes.

2.4.2. Desenvolvimento da terminologia descritiva

Para a obtengédo dos descritores foram utilizados queijos fabricados
artesanalmente nas regides da Canastra e Serro. Os mesmos foram
codificados e apresentados aleatoriamente para a realizagdo do teste. O
levantamento dos atributos foi realizado utilizando-se o método de rede
(Moskowitz, 1983). Para tanto, foram realizadas trés sessbes e em cada
uma delas, duas amostras foram avaliadas, solicitando-se aos candidatos
que descrevessem as similaridades e as diferengas entre as amostras em

formularios especificos.

ApoOs a geragao dos descritores, foi realizado uma discussédo em
grupo, sob a supervisdo de um moderador com o intuito de agrupar os
termos semelhantes e definir os padrdes de referéncia para ancoragem dos

extremos da escala ndo estruturada de 9 cm.
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2.4.3. Treinamento da equipe

Os candidatos pré-selecionados passaram por sessboes de
treinamento que consistiram na apresentacado e familiarizacdo do conceito
de cada atributo, bem como, das referéncias utilizadas para cada atributo e
que ancoram o extremo da escala nao estruturada. Também foram
orientados a exercitar o uso da escala heddnica nao estruturada, provar e

memorizar os padrdes referentes a cada atributo.

2.4.4. Selecao dos provadores

Para a selegao final dos candidatos, realizou-se a analise de 2
amostras de queijo (Canastra e Serro) em 4 repeticbes. Os provadores
foram selecionados em fungao das habilidades de discriminar as amostras
entre si, repetibilidade nas avaliagbes e, concordancia entre os provadores
(Damasio e Costell, 1991). Para isso, realizou-se uma analise de variancia
(ANOVA) para o resultado de cada provador e para cada descritor avaliado,
com duas fontes de variagdo (amostra e repetigdo). Foram selecionados os
provadores que apresentaram boa capacidade discriminativa (pPamostra <
0,05) e boa reprodutibilidade nos resultados (prepeticao > 0,05) para todos os

atributos.

2.4.5. Andlise das amostras

As amostras foram avaliadas de forma monadica em cabines
individuais, sob luz branca. Os provadores receberam amostras com as
dimensdes: 1,5 cm x 1,5 cm x 5 cm para avaliacdo dos atributos de aroma,
textura, sabor e sensacdo picante. Para avaliacdo da aparéncia foi
apresentado uma amostra equivalente a 7 do tamanho do queijo a ser
analisado. As amostras foram servidas de forma aleatoéria e balanceada, em
pratos descartaveis codificados com 3 digitos aleatérios, acompanhado de

um copo de agua a temperatura ambiente e uma ficha de avaliagao.
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2.4.6. Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados por intermédio da analise de
variancia (ANOVA) com duas fontes de variacdo (amostra e provador) e
interagcdo amostra-provador para cada atributo. Havendo diferengas
significativas entre as médias (p < 0,05), as mesmas foram submetidas ao

teste de Tukey ao nivel de 5 %.

3. Resultados e discusséo
3.1. Caracteristicas fisicas e visuais dos queijos Canastra e Serro

As caracteristicas fisicas e visuais encontradas nos queijos Canastra
e Serro podem ser visualizadas na tabela 1. Os queijos Canastra e Serro
aos 23 e 18 dias de maturagao, respectivamente, se caracterizaram por
apresentarem formato cilindrico, sem abaulamento na superficie e na lateral
e apresentarem poucas olhaduras com distribuicdo uniformes, do tipo
mecanica no queijo Canastra e do tipo mista (mecanica e microbiana) no

queijo Serro.
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Tabela 1. Caracteristicas fisicas e visuais dos queijos Canastra e Serro
aos 23 e 18 dias de maturacgéo, respectivamente

_ Canastra Serro
Caracteristicas

Minimo Média Maximo Minimo Média Maximo
Formato - Cilindrico - - Cilindrico -
Peso (g) 791,00 951,49 1010,00 730,00 829,02 993,00
Altura (cm) 3,70 4,47 4,90 4,30 5,24 7,00
Diametro (cm) 14,80 15,06 16,00 12,00 13,51 15,00
Abaulamento na - Nao - - Nao -
superficie
Abaulamento lateral - Nao - - Néao -
Espessura da casca na 0,20 0,44 0,60 0,00 0,21 0,50
superficie (cm)
Espessura da casca na 0,20 0,32 0,60 0,00 0,20 0,50
lateral (cm)
Olhaduras - Sim - - Sim -
Distribuigdo uniforme - Sim - - Sim -
das olhaduras
Tipo de olhadura - Mecanica - - Mecanica e -

Microbiana

Tamanho da olhadura: 0,00 2,52 4,00 0,00 2,39 7,00
até 2 mm (em 3 sz)
de2a5mm(em3 cm2) 0,00 0,47 4,00 0,00 2,11 10,00
de5a8mm(em3 sz) 0,00 0,25 3,00 0,00 0,75 3,00

3.2. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas

Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos dos queijos

Canastra e Serro avaliados aos 23 e

18 dias de maturacao,

respectivamente, podem ser visualizados na tabela 2. Segundo o

regulamento da lei 14.185 de 31 de janeiro de 2002 que trata dos queijos

Minas artesanal no estado de Minas Gerais, estes queijos devem
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apresentar, no maximo 45,9 % de umidade enquadrando-se como queijo de
média umidade como definido pela legislacao federal (Portaria no 146, de 7
de margo de 1996). Seguindo este critério, o queijo Serro apresentou, em
média, umidade superior a estabelecida constituindo um queijo de alta
umidade. Por outro lado, todos os parametros microbioldgicos estavam

dentro dos padrdes estabelecidos pela legislacdo, em ambos os queijos.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos queijos
Canastra e Serro aos 23 e 18 dias de maturacao,
respectivamente

Canastra Serro
Parametro
Minima Média Maxima Minima Média Maxima

pH 4,75 4,77 4,82 4,62 4,79 5,02
Acidez (% &cido 1,35 1,49 1,61 1,51 1,58 1,67
latico)

Umidade (%) 34,6 39,22 42,88 4423 47,72 50,66
Sal (%) 0,56 1,24 1,66 1,67 2,23 2,96
Gordura (%) 28,00 29,18 31,25 245 25,53 26,5
Coliformes totais* 0,00 2,08 2,54 0,00 0,22 1,00
E. coli * 0,00 1,00 1,77 0,00 0,00 1,00
S. aureus* 0,00 0,64 1,60 0,00 1,33 1,63
Listeria sp.** - Ausente - - Ausente -
Salmonella sp.** - Ausente - - Ausente -

*Em Log UFC/g™". ** em 25 g.

3.3. Analise sensorial dos queijos Canastra e Serro

3.3.1. Selecao dos julgadores e desenvolvimento da terminologia

descritiva
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Apos a aplicagao dos testes triangulares, 24 candidatos foram
selecionados para participarem do desenvolvimento da terminologia
descritiva por intermédio do método de rede (Moskowitz, 1983). A equipe
selecionou 16 termos como sendo os que melhor caracterizavam os queijos
Canastra e Serro. Os atributos escolhidos, suas definicdes e as respectivas
referéncias para ancoragem do minimo e maximo na escala hedbnica
podem ser visualizados na tabela 3. Apds treinamento e selegao final dos
provadores, a equipe ficou constituida por 10 provadores, com idade entre
18 e 40 anos, sendo 2 do sexo masculino e 8 do sexo feminino. Em seguida
as analises sensoriais dos queijos Canastra e Serro, dois provadores foram
eliminados por desisténcia e mais 2 por apresentar deficiéncia na precisao e

acuracia das suas avaliagoes.

Tabela 3. Lista dos atributos com suas respectivas definicdes e
referéncias

Atributo Definigao Referéncias

Cor da casca Intensidade da cor da casca Minima: queijo Minas frescal
variando do branco ao amarelo
Maxima: queijo Gruyére

Uniformidade da Presenga de manchas mais claras Minima: 50 % mais clara.
cor da casca na superficie
Maxima: 100 % uniforme.

Rugosidade da Superficie irregular Minima: casca de banana prata.
superficie
Maxima: biscoito champagne.

Cor da massa Intensidade da cor da massa Minima: queijo Minas frescal
variando do branco ao amarelo
Maxima: queijo Gruyére

Aroma Aroma caracteristico de manteiga  Minima: ricota
amanteigado
Maxima: creme fermentado por 24 h.

Aroma de Aroma caracteristico de leite Minima: ricota
coalhada fermentado

Maxima: coalhada natural
Aroma de curral Aroma caracteristico de curral Minima: ricota

Maxima: palhas e residuos
presentes no piso do estabulo.
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Aroma de rang¢o

Elasticidade

Dureza

Friabilidade

Adesividade

Gosto salgado

Gosto amargo

Gosto acido

Sensacéo picante

Aroma caracteristico de
(gordura oxidada)

rango

Aptiddo da amostra de recuperar
sua espessura inicial apos ter sido

comprimido entre os dedos
polegar e indicador
Resisténcia a uma dada

deformacao

Caracteristica de um material que
pode ser facilmente reduzido em
pedacos

Trabalho necessario para
descolar, com a lingua, produto
colado no palato e nos dentes.

E o salgado percebido ao contato
do queijo com as papilas
gustativas

E o amargo percebido ao contato
do queijo com as papilas
gustativas

E o acido percebido ao contato do
queijo com as papilas gustativas

E a sensacdo de picotamento ao
contato do queijo com a boca

Minima: ricota

Maxima: leite cru,
vigorosamente por 5
fermentado por 48 h

agitado
min. e
Minima: queijo parmeséao

Maxima: queijo Minas frescal

Minima: queijo Minas frescal
Maxima: queijo parmesao
Minima: queijo Minas frescal
Maxima: queijo parmesao
Minima: clara de ovo cozido
Maxima: requeijao em barra

Minima: ricota adicionada de 1 % de
sal

Maxima: ricota adicionada de 3 % de
sal

Minima: ricota

Maxima: ricota adicionada de 0,07 %
de cafeina

Minima: ricota
Maxima: iogurte natural
Minima: ricota

Maxima: rabanete

3.3.2. Perfil sensorial do queijo Canastra

As médias da intensidade dos atributos sensoriais investigados nos

trés queijos Canastra podem ser visualizadas na tabela 4. O perfil de cada

um dos queijos € mostrado graficamente na Figura 1, onde o valor médio

atribuido a cada descritor para cada um dos trés queijos avaliados é

marcado no eixo correspondente. O centro da figura representa o ponto
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zero da escala utilizada na avaliagdo, enquanto a intensidade aumenta do

centro para a periferia.

Tabela 4. Médias dos atributos sensoriais avaliados no queijo Canastra
aos 23 dias de maturacao

Queijo Canastra

Atributos sensoriais A B C
Aparéncia

Cor da casca 6,84 a 6,88 a 7,40 a

Uniformidade da cor da 3,34 b 594 a 6,61 a

casca

Rugosidade da casca 4,61 a 1,26 b 221p

Cor da massa 2,82 a 297 a 3,16 a
Aroma

Aroma amanteigado 5,10 a 5,85 a 5,44 a

Aroma de coalhada 4,40 a 4,31 a 4,67 a

Aroma de curral 1,79 a 0,88 b 1,68 ab

Aroma de ranco 3,08 a 3,08 a 3,14 a
Textura

Elasticidade 1,46 a 2,52 a 1,90 a

Dureza 581a 5,67 a 5,30 a

Friabilidade 5,15 a 5,84 a 5,36 a

Adesividade 2,76 a 2,79 a 3,16 a
Gosto

Gosto salgado 4,68 b 6,47 a 5,20 b

Gosto amargo 4,14 a 3,18 b 3,75 ab

Gosto acido 4,60 a 4,16 a 4,43 a
Sensacgao picante 2,96 a 3,10 a 2,63 a
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Médias na mesma linha, seguidas da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey a 5 % de probabilidade (p>0,05).

Cor da casca _ _
Uniformidade da cor
S da casca

Sensacdo picante 8-

Gosto dcido Rugosidade da casca

Gosto amargo Cor da massa

A
Gosto salgado 1: -.f.'._‘ "- L Aromaamanteigado eeseeB
| \ e c
Adesividade ' " Aroma de coalhada
Friabilidade | T Aroma de curral
Dureza ——— — Aroma de rango
Elasticidade

Figura 1. Perfil sensorial do queijo Canastra aos 23 dias de maturagéo

Dos 16 atributos avaliados, onze nao apresentaram diferenca
significativa (p > 0,05) quanto a intensidade, entre os trés diferentes queijos.
Fica também demonstrado que os queijos Canastra diferem entre si quanto
a uniformidade da cor da casca e sua rugosidade, aroma de curral, gosto
salgado e amargo. O queijo A possui casca de cor menos uniforme e maior

rugosidade que os demais queijos avaliados, como evidenciado na figura 1.
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O queijo B apresentou gosto salgado mais intenso que as 2 outras
amostras. O aroma de curral e gosto amargo foram significativamente
(p<0,05) diferentes entre os queijos A e B, porém nao diferem quando
comparado ao queijo C. Os queijos B e C foram considerados pelos
julgadores como muito semelhantes quanto aos atributos sensoriais
avaliados, diferindo apenas quanto a intensidade do gosto salgado,

enquanto que os queijos A e B foram os que mais diferiram entre si.

3.3.3. Perfil sensorial do queijo Serro

O queijo do Serro foi avaliado sensorialmente aos 18 e 23 dias de
maturagcdo. As médias da intensidade dos atributos sensoriais investigados
nos trés queijos Serro no tempo 18 e 23 podem ser visualizadas na tabela
5. O perfil de cada um dos queijos aos 18 e 23 dias de maturagdo é
mostrado, respectivamente, nas figuras 2 e 3. Na figura 4 é possivel
observar a comparagédo das médias dos atributos do queijo do Serro nos 2

tempos de maturacao estudados.

Tabela 5. Médias dos atributos sensoriais avaliados no queijo do Serro
aos 18 e 23 dias de maturagéo

Queijo do Serro

Atributos sensoriais 18 dias de maturagéo 23 dias de maturacéo
D E F D E F
Aparéncia
Cor da casca 374c 748a 6,06b 442b 6,14a 546ab

Uniformidade da cor da 3,98 b 6,92 a 3,00 c 326a 2,76ab 1,88b
casca

Rugosidade da casca 0,76b 0,72b 257a 1,83c 4,15b 5,78 a
Cor da massa 220c 380a 2,70b 241b 463a 3,03b
Aroma
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Aroma amanteigado
Aroma de coalhada
Aroma de curral
Aroma de rango
Textura
Elasticidade
Dureza
Friabilidade
Adesividade
Gosto
Gosto salgado
Gosto amargo
Gosto acido

Sensacgéo picante

3,83b
4,31 ab
0,63 a
1,71 a

1,49 b
3,70 a
4,58 a
3,46 b

6,09 a
2,38 a
5,47 a
1,40 a

495a
3,61b
0,73 a

2,08 a

3,22 a
2,28b
3,68 Db
415b

590a
3,28 a
4,70 a
1,68 a

4,20 ab
4,94 a
0,53 a
1,75 a

3,71a
1,45b
259¢c
543 a

5,95 a
2,70 a
5,33 a
1,56 a

4,56 b
4,62 a
0,36 a
1,43 a

0,27 b
7,18 a
7,38 a
1,66 ¢

6,07 a
4,23 a
6,62 a
2,06 a

6,01 a
3,22b
0,44 a

1,73 a

2,98 a
2,61b
419b
4,04 b

5,89 a
3,65a
5,68 b
1,66 a

520D
3,69b
0,28 a

1,23 a

2,90 a
1,95b
3,04c
4,65 a

6,35a
3,66 a
5,66 b
1,74 a

Médias na mesma linha, referentes ao mesmo tempo de maturagéo, seguidas da

letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade (p>0,05).

Sensacdo picante 8-
7

Gosto acido

Gosto amargo

Cor da casca

Uniformidade da cor
da casca

. Corda massa

Gosto salgado

Adesividade

Friabilidade

Figura 2. Perfil sensorial do queijo do Serro aos 18 dias de maturagao

Dureza —

Aroma de curral

Rugosidade da casca

i Aroma amanteigado

" Aroma de coalhada

— Aroma de ranco
Elasticidade

mesma
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Uniformidade da cor
da casca

Cor da casca
Sensagdo picante —

N o

Gosto acido, .Rugosidade da casca

Gosto amargo /. _ Cor da massa

Gosto salgado | | Aroma amanteigado

Adesividade Va "":Aroma de coalhada

Friabilidade "Aroma de curral
Dureza | _—Aroma de ranco
Elasticidade

Figura 3. Perfil sensorial do queijo do Serro aos 23 dias de maturagao
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Cor da casca
Uniformidade da

Sensacdo picante_-8 )
7 cor da casca®
Gosto Acido* 6 Rugosidade da
5 casca®
4 _
Gosto amargo 3 Cor da massa*

Aroma  ===-=- SERRO 18
amanteigado®

Gosto salgado

SERRO 23
Adesividade "Aroma de coalhada
Friabilidade* T Aroma de curral
Dureza® ‘Aroma de ranco
Elasticidade®

*Significativo a 5 % de probabilidade.

Figura 4. Média do Perfil sensorial do queijo do Serro aos 18 e 23 dias de
maturacao

Os queijos do Serro apresentaram uma importante diferenga quanto
a intensidade de seus atributos sensoriais aos 18 dias de maturacgio.
Apenas 6, (gosto salgado, amargo e acido, sensagao picante, aroma de
curral e de rango) dos 16 atributos avaliados apresentaram resultados
semelhantes (p>0,05) para os 3 queijos analisados. Estas variagdes podem
ser mais claramente visualizadas na figura 2. Resultado semelhante foi
obtido por Andrade (2006) ao analisar 4 queijos de Coalho produzidos
artesanalmente em um mesmo municipio no estado do Ceara, no qual as
amostras apresentaram diferengas significativas para todos os 16 atributos

avaliados.

Além do aroma de coalhada e amanteigado, todos os atributos
referentes a aparéncia e textura diferiram significativamente (p<0,05) quanto
a sua intensidade em, pelo menos, dois dos queijos do Serro avaliados. A
formagao do aroma em queijos sofre influéncia de uma complexa interagéo
entre o leite, tipo de coalho, condigdes de fabricagdo e maturacdo, bem

como atividade da populagdao microbiana (Kocaoglu-Vurma et al, 2008),
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nao sendo portanto surpreendente que queijos artesanais apresentem uma
grande variacao destes atributos. Os atributos referentes a aparéncia, com
excegdo da cor da massa, sofrem grande interferéncia da forma como o
produtor trata a casca do queijo. Alguns produtores costumam raspar ou
lixar a superficie do queijo antes de envia-lo para o0 mercado. Quanto a
textura, esta diretamente ligada a composigao e estrutura do queijo e é
influenciada pelas etapas de processamento sobretudo a formacdo e

manuseio da coalhada (Benevides et al, 2000).

Aos 23 dias de maturagdo além dos atributos que ja apresentavam
diferenga significativa (p<0,05) entre os queijos avaliados no tempo 18, o
gosto acido também passou a diferir estatisticamente (p<0,05) entre as
amostras avaliadas, sendo este atributo percebido pelos julgadores como
sendo mais intenso no queijo D. Esta caracteristica estd associada a
microbiota predominante, sendo que BAL homofermentativas produzem
maior quantidade de acido que aquelas cujo metabolismo ¢&

heterofermentativo.

Quando se compara as médias dos queijos do Serro avaliados aos
18 e 23 dias de maturacdo (Figura 4), verifica-se que o tempo exerceu
influéncia nos atributos sensoriais destes queijos. Aos 23 dias de maturagao
0 queijo do Serro foi percebido pelos julgadores como sendo um produto
com gosto mais acido, textura mais dura, friavel e menos elastica, aroma
amanteigado mais intenso, cor da massa mais amarelada, casca mais
rugosa com a cor menos uniforme que o mesmo produto avaliado aos 18
dias de maturacdo. Para metade (8) dos atributos avaliados, nao foi

detectada diferenca significativa (p>0,05).

3.3.4. Comparacao do perfil sensorial do queijo Canastra e Serro

As médias dos atributos dos queijos Canastra e Serro, assim como o

valor p referente a comparagado das médias das duas regides, definido pela
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ANOVA encontram-se na tabela 6. Na figura 5 pode ser visualizado o perfil

meédio dos queijos avaliados.

Tabela 6. Médias dos atributos sensoriais avaliados nos queijos
Canastra e Serro aos 23 dias de maturacao

Queijo Comparacao
Canastra x Serro
Atributos sensoriais Canastra Serro p-valor

Aparéncia

Cor da casca 7,04 5,34 <0,001*

Uniformidade da cor da 5,29 2,63 <0,001*

casca

Rugosidade da casca 2,69 3,92 <0,001*

Cor da massa 2,98 3,35 0,010*
Aroma

Aroma amanteigado 5,46 5,25 0,812

Aroma de coalhada 4,46 3,84 0,792

Aroma de curral 1,45 0,36 0,004*

Aroma de ranco 3,10 1,46 0,004*
Textura

Elasticidade 1,96 2,05 <0,001*

Dureza 5,59 3,91 <0,001*

Friabilidade 5,45 4,87 0,004*

Adesividade 2,90 3,45 0,068
Gosto

Gosto salgado 5,45 6,10 0,062

Gosto amargo 3,69 3,84 0,008*

Gosto acido 4,39 5,98 0,002*
Sensacao picante 2,89 1,82 0,715

* Significativo a 5 % de probabilidade.
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Uniformidadeda

corda casca®
Fgugoadade da

casca®

Cor da casca*
Sensacdo picante é:’»

Gosto acido®

Gosto amargo® Corda massa*™

Aroma CANASTRA
Gosto salgado + .
amanteigado — — —SERRO
Adesividade / Aroma de coalhada
Friabilidade® ST Aroma de curral*
Dureza* ——| — Aroma de rango*®
Elasticidade*

*Significativo a 5 % de probabilidade.

Figura 5. Perfil sensorial do queijo Canastra e Serro aos 23 dias de
maturacao

Com base nas médias da intensidade dos atributos percebidas nos
queijos Canastra e Serro pode-se inferir que o queijo Canastra, quanto a
aparéncia, possui casca mais amarelada, uniforme e lisa enquanto o queijo
do Serro possui massa mais amarelada. Os aromas de curral e rango foram
considerados mais intensos no queijo Canastra enquanto que os aromas de
coalhada e amanteigado foram semelhantes para ambos os queijos. Quanto
a textura, o queijo Canastra é mais duro e fridvel e menos elastico do que o
queijo do Serro. Ambos o0s queijos apresentaram a mesma intensidade
quanto a adesividade. Os gostos amargo e acido foram mais intensos nos
queijos do Serro enquanto que o gosto salgado ndo ficou evidente a
diferengca entre os dois produtos avaliados. A sensagao picante foi

considerada de mesma intensidade para os dois queijos.
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Parte destas alteracbes esta associada a diferenca no teor de
umidade encontrada nos dois produtos que, por sua vez, é influenciada por
diferencas na tecnologia destes dois queijos. Na regido da Serra da
Canastra, o tecido empregado na hora da prensagem para auxiliar a
dessoragem, resulta em um produto mais seco ja nas primeiras horas de
fabricacdo. No Serro a prensagem realizada apenas com o0 uso das maos
conduz a um produto com maior teor de umidade, e que tende a maior
variagao em funcdo do manipulador e da pressao exercida por suas maos

no momento da prensagem.

Dos 16 atributos sensoriais avaliados para o queijo Canastra e Serro,
onze apresentaram valores significativamente diferentes entre os 2 queijos
e portanto podem ser considerados como atributos importantes na
diferenciacao ou reconhecimento destes dois produtos. Por outro lado, ao
analisar-se a faixa dos valores encontrados para cada atributo (valores
minimos a maximos) nos 3 diferentes produtores para o queijo Canastra e
Serro, observa-se que determinados atributos apresentam faixas bem
delimitadas e que nédo se sobrepdem quando analisa-se os dois queijos em
questdo e por isso sao atributos que mais claramente diferenciam o queijo
Canastra do queijo do Serro. Sao eles: cor da casca, aroma de curral e de
ranco e gosto acido, como podem ser observados na figura 6 que
esquematiza as faixas de valores encontrados para os queijos Canastra e

Serro aos 23 dias de maturacgao.
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ATRIBUTOS ESCALA
0 4,5

Cor da casca
Uniformidade da cor da casca

Rugosidade da casca

Cor damassa

Aroma amanteigado
Aroma de coalhada

Aroma de curral _

Aroma de rango .

Elasticidade

Dureza

Friabilidade

Adesividade

Gosto salgado I

Gosto amargo -

Gosto acido

Sensacdo picante -

Queijo do Serro Queijo Canastra Faixa de sobr icdo entre os ijos Canastra e Serro
2} ] P quel)

Figura 6. Diagrama das faixas de valores dos atributos sensoriais
encontrados para o queijo Canastra e Serro aos 23 dias de maturagéo.

4. Conclusao

Os perfis sensoriais dos queijos Canastra e Serro sdo compostos por
descritores de aparéncia (cor da casca, uniformidade da cor da casca,
rugosidade da superficie, cor da massa), aroma (amanteigado, coalhada,
curral, rango), textura (elasticidade, dureza, friabilidade, adesividade), gosto

(salgado, amargo, acido) e sensagao picante.

Os queijos Canastra avaliados, quando comparados entre si,
apresentaram perfis homogéneos sendo que diferiram em no maximo 5
atributos. Por outro lado, os queijos do Serro apresentaram perfis muito
variaveis, indicando que as condi¢cdes de obtencdo deste produto variam

consideravelmente de um produtor a outro.

Os queijos Canastra e Serro diferem significativamente em 11 dos 16
descritores estudados. Sendo que os atributos que melhor os
individualizam e distinguem sao: cor da casca, aroma de curral e de rango e

gosto acido.

O estabelecimento do perfil sensorial dos queijos Canastra e Serro

contribui para o reconhecimento, protecdo e diferenciacdo das
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caracteristicas e peculiaridades destes dois produtos artesanais. Para
estudos futuros, recomenda-se que o perfil sensorial destes queijos sejam
determinados em diferentes estagios de maturagdo em conjunto a um
estudo com consumidores para a determinacéo da aceitabilidade em fungcao

do tempo de maturacéo.
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Os queijos Canastra e Serro sao produtos distintos quanto a
biodiversidade microbiana, caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais. O
queijo Canastra enquadra-se na classificagdo de um produto de média
umidade enquanto o queijo do Serro, no periodo da seca, apresentou
umidade compativel a queijos de alta umidade (> 45,9 %). Os queijos
Canastra e Serro, quando analisados aos 23 e 18 dias de maturacgao,
respectivamente atendem ao disposto na legislagdo quanto as contagens de

coliformes totais, E. coli, S. aureus, Listeria monocytogenes e Salmonella

sp.

A diversidade microbiana dos queijos Canastra e Serro, avaliados
aos 20 dias de maturagdo por intermédio das metodologias cultivo-
dependente (PCR e PFGE) e cultivo-independente (TTGE) apontam para
uma maior diversidade de espécies e estirpes nos queijos Canastra. Essas
metodologias, também apontam as espécies Lactobacillus plantarum,
Streptococcus gallolyticus, Streptococcus infantarius subsp. infantarius,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Enterococcus faecalis e Leuconostoc fallax
como as principais espécies que compdem a microbiota do queijo Canastra.
No queijo do Serro se destacam as espécies Lactobacillus plantarum,
Streptococcus salivarius, Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus

faecalis.

Do ponto de vista sensorial, os queijos fabricados na regido da Serra
da Canastra apresentam perfis semelhantes, o que indica haver certa
padronizacao entre os produtores, nas etapas de fabricacdo deste produto.
Os queijos do Serro apresentam perfis muito variaveis entre si. O queijo
Canastra quando comparado ao queijo do Serro apresentaram diferencas
significativas em 11 dos 16 atributos sensoriais definidos no presente
estudo, sendo que os atributos que melhor os distinguem sdo a cor da

casca, aroma de curral e de rango, gosto acido e sensagao picante.

Para estudos futuros, sugere-se a analise da microbiota,
acompanhada pela analise sensorial dos atributos estabelecidos no

presente trabalho em amostras de um mesmo produtor, para que se possa
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assim, inferir mais profundamente a correlagdo entre biodiversidade e
caracteristicas sensoriais nestes produtos. O acompanhamento da
microbiota ao longo das etapas de fabricagdo, incluindo a maturagéo,
também se faz necessario para um maior entendimento da dinamica da

populagao ao longo tempo.
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Anexo A: Fotografias dos géis de PFGE referente aos isolados de
Enterococcus faecalis avaliados

ITG P18C15-12 C15-16 C15-17 C15-19 C15-21 ITG P18 C15-22 C15-34 (C25-27 C25-28 ITG P18 C25-29 (C25-34 C25-35 S13-23 S13-25 S13-27 S13-30 ITG P1

- —

—
s

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do niumero de identificacdo) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15-). ITG18 (Marcador).
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Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do niumero de identificagéo) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15- ). ITG18 (Marcador).
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ITG18 C25-1 C25-2 C25-3 C25-4 C25-6 C25-7 “C25-8 C25-9 C25-10C25:11C: C25-19C25-20C25-21 025-220_2-4 C25-25 C25-26ITG18

- -— . W sl W G . —

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do nimero de identificagao) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15- ). ITG18 (Marcador).
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TG P18 51526 B1527 81529 818430 116 p1s Teg1 Siods 3‘1‘5? $15-35 ITG P18

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do niumero de identificagdo) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15-). ITG18 (Marcador).
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ITG18 S15-1 S15-2 S15-4 S15-6 S15-7 S15-10 S15-11 ITG18
1
_ = e ) YT L - e |

. e —

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do numero de identificagao) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15-). ITG18 (Marcador).
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ITG P18 S13-32 S13-34 S15-12 S15-13 S15-14 ITG P18 S15-15 S15-16 S15-17 S15-18 S15-19 ITG P18 S15-20 S15-21 S15-22 S15-23 S15-24 S15-25 ITG P18

— -

-
...a'

— =

—
;eeweY

—

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do niumero de identificagdo) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15- ). ITG18 (Marcador).
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ITG18 C15-1 C15-2 C15-3 C154 C15-5 C15-7 C15-8 C15-11 ITG18

p— i T Nl il A — 4

Queijo Canastra na época da chuva (prefixo C15- seguido do nimero de identificagao) e na
época da seca (prefixo C25- ). Queijo do Serro na época da chuva nas propriedades S1
(prefixo S13- ) e S2 (prefixo S15- ). ITG18 (Marcador).
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Anexo B: Ficha de recrutamento dos julgadores.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

PROJETO: Caracterizagao Sensorial dos Queijos Artesanais Produzidos na
Regido da Serra da Canastra e no Serro

RECRUTAMENTO DE DEGUSTADORES

Nome:

mail:

Faixa etaria: ()16 — 20 ()21-30  ()31-40  ()41-50 ()51
~ 60

Telefone para

contato:

Horario e dias da semana em que trabalha ou tem aula (marcar com um X):

Horarios Segunda Terca Quarta Quinta Sexta

8 as 10h

10 as 12h

12 as 14h

14 as 16h

16 as 18h

18 as 19h
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Indique o quanto vocé gosta de queijo:

() gosto

desgosto

Existe algum alimento que vocé n&o pode comer ou beber? Qual?

( ) nem gosto/nem desgosto

Vocé faz algum tipo de dieta alimentar? Em caso positivo, explique, por favor.

Vocé esta tomando alguma medicag¢ao que poderia influir em sua capacidade de

perceber aromas e sabores? Em caso positivo, explique, por favor.

Indique se vocé possui:

Diabetes

()

Hipertensao

()

Hipoglicemia

()

Enxaqueca

()

Dentadura

()

Aparelho ortoddntico

()

Doenca bucal

()
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Marque na linha a direita de cada figura, um trecho que indique a propor¢ao da
figura que foi coberta de preto. Por favor, ndo use régua ou outra ferramenta, utilize

apenas sua capacidade visual para avaliar.

B
AN

-
AN

Muito Obrigada pelo seu interesse e apoio em participar deste projeto!

Juliana Nébrega
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Anexo C: Ficha para avaliacido das amostras.

ADQ - Ficha de Avaliagdo

Nome: Crata:

Codigo da Amostra:

Por favor, prove a3 amostra e margue com um traco vertical nas escalas abaixo, a posicdo que identifigue melhor
a3 intensidade dacaracteristica avaliada.

Aparéncia

Cor da caeca | |
b1rl = amare b l
Uniformidade da cor | |
p:l. I_'i mrta |
Rugosidade da superficie l |
's-J TUETED l
Cor da mas= | |
b1rl = amare b l

Aroma
Amanteigado ] |
f1:|_-, forts l
Coahada | |
f1:|:n forte l
Curral ] |
f—aJ:h fort= l
Rango ] |
f1:|_-, forts l

Textura
Elasgticidade ] |
f1:l_'n fort= l
Dureza ] |
f1:|_-, forts l
Frigbilidade | |
f1:l:- forte |
Adesividade ] |
f1:l_'n fort= l

Sabor
Gosto salgado | |
f1:l:- forte |
GOsto amarg o | |
f1:|:- forts |
Gosto acido | |
f1:l:- forta |
Sensacdo picante | |
f1:l:~ forte [
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Anexo D: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Serro
com 18 dias de maturagao

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 64,1369 <0,0001
Cor da casca Provador 3 11,8166 <0,0001
Interagéo 5 3,7912 0,0194
Residuo 19 1,4891
Queijo 2 74,9310 <0,0001
. . Provador 3 1,8043 0,1806
Uniformidade da cor - oo 5 5,6106 0,0001
Residuo 19 1,1162
Queijo 2 20,1420 <0,0001
Rugosidade da casca Provador 3 4,1764 0,0083
Interacao 5 1,8819 0,1265
Residuo 19 1,1271
Queijo 2 12,1502 <0,0001
Cor da massa Provador 3 16,1422 <0,0001
Interagéo 5 1,5759 0,0002
Residuo 19 0,3221
Queijo 2 5,8876 0,0110
Aroma Provador 3 41,7192 <0,0001
amanteigado Interagao 5 1,2514 0,3966
Residuo 19 1,1500
Queijo 2 7,9401 0,0017
Aroma Provador 3 38,3373 <0,0001
de coalho Interacao 5 3,5835 0,0030
Residuo 19 1,0405
Queijo 2 0,1901 0,4018
Aroma de curral Provador 3 4,9834 <0,0001
Interacao 5 0,9309 0,0003
Residuo 19 0,2033
Queijo 2 0,7302 0,5617
Aroma de rango Provador 3 35,3975 <0,0001
Interacao 5 0,7497 0,8017
Residuo 19 1,2458
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Anexo E: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Serro
com 18 dias de maturagao

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 24,5492 <0,0001
Elasticidade Provador 3 52,5875 <0,0001
Interagao 5 4 2797 0,0085
Residuo 19 1,4589
Queijo 2 23,3014 <0,0001
Dureza Provador 3 10,0804 0,0008
Interagao 5 4,1633 0,0359
Residuo 19 1,8415
Queijo 2 17,5494 <0,0001
Friabilidade Provador 3 54,2668 <0,0001
Interagao 5 6,5198 <0,0001
Residuo 19 0,3808
Queijo 2 17,9892 0,0005
- Provador 3 38,8039 <0,0001
Adesividade Interagéo 5 1,7859 0,5030
Residuo 19 1,8836
Queijo 2 0,1724 0,9003
Gosto salgado Provador 3 6,3159 0,0067
Interacao 5 1,7132 0,4261
Residuo 19 1,6361
Queijo 2 3,9619 0,0954
Gosto amargo Provador 3 52,5315 <0,0001
Interagao 5 2,9884 0,0793
Residuo 19 1,5752
Queijo 2 3,0690 0,1034
Gosto 4cido Provador 3 17,7350 <0,0001
Interagao 5 4,0001 0,0054
Residuo 19 1,2691
Queijo 2 0,3502 0,4369
Sensacdo picante Provador 3 27,4550 <0,0001
Interacao 5 1,7824 0,0005
Residuo 19 0,4132
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Anexo F: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Serro
com 23 dias de maturagao

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 11,3368 0,0022
Cor da casca Provador 5 28,5233 <0,0001
Interacao 10 0,7556 0,8732
Residuo 30 1,4975
Queijo 2 8,7420 0,0245
. . Provador 5 17,6221 <0,0001
Uniformidade da cor | racso 10 8,3586 0,0015
Residuo 30 2,0775
Queijo 2 70,7408 <0,0001
Rugosidade da casca Provador 5 11,2471 0,0148
Interagao 10 3,2017 0,4884
Residuo 30 3,3003
Queijo 2 18,1862 <0,0001
Cor da massa Provador 5 43,3732 <0,0001
Interacao 10 1,0360 0,2844
Residuo 30 0,8084
Queijo 2 5,9331 0,0014
Aroma Provador 5 21,2378 <0,0001
amanteigado Interagao 10 2,4637 0,0043
Residuo 30 0,7044
Queijo 2 6,1229 0,0001
Aroma Provador 5 60,6758 <0,0001
de coalho Interacao 10 2,0688 0,0012
Residuo 30 20,2678
Queijo 2 0,1017 0,6365
Aroma de curral Provador 5 0,7356 0,0177
Interacao 10 0,2037 0,5297
Residuo 30 0,2215
Queijo 2 0,9364 0,0716
Aroma de rango Provador 5 23,5540 <0,0001
Interacao 10 0,5521 0,1276

Residuo 30 0,3227
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Anexo G: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Serro
com 23 dias de maturagao

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 39,9242 <0,0001
Elasticidade Provador 5 30,2717 <0,0001
Interacao 10 7,3055 <0,0001
Residuo 30 0,6847
Queijo 2 124,4879 <0,0001
Dureza Provador 5 23,6172 <0,0001
Interacao 10 3,9867 0,0015
Residuo 30 0,9872
Queijo 2 89,4446 <0,0001
Friabilidade Provador 5 30,2868 <0,0001
Interacao 10 5,6972 <0,0001
Residuo 30 22,5194
Queijo 2 43,8087 <0,0001
. Provador 5 39,9051 <0,0001
Adesividade Interagéo 10 6,5414 <0,0001
Residuo 30 0,3931
Queijo 2 0,8231 0,4901
Gosto salgado Provador 5 13,3295 <0,0001
Interagao 10 1,7218 0,1781
Residuo 30 1,1271
Queijo 2 1,8860 0,0615
Gosto amargo Provador 5 77,6976 <0,0001
Interacao 10 3,0490 0,0003
Residuo 30 0,6155
Queijo 2 5,0850 0,0110
Gosto acido Provador 5 37,8199 <0,0001
Interacao 10 3,5039 0,0030
Residuo 30 0,9663
Queijo 2 0,7130 0,2657
Sensagéo picante Provador 5 36,8290 <0,0001
Interagao 10 1,4527 0,0135
Residuo 30 0,5146
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Anexo H: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Canastra
com 23 dias de maturacao

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 1,7853 0,1004
Cor da casca Provador 5 5,0496 0,0001
Interacao 10 1,1445 0,1551
Residuo 36 0,7283
Queijo 2 53,7580 <0,0001
. . Provador 5 11,9260 0,0008
Uniformidade da cor | racso 10 21875 0,4708
Residuo 36 2,2132
Queijo 2 53,8469 <0,0001
Rugosidade da casca Provador 5 3,7344 0,1196
Interagao 10 4,0014 0,0589
Residuo 36 1,9714
Queijo 2 0,5191 0,3696
Cor da massa Provador 5 21,7079 <0,0001
Interacao 10 0,2545 0,8774
Residuo 36 0,5073
Queijo 2 2,5033 0,0841
Aroma Provador 5 3,2313 0,0125
amanteigado Interagao 10 1,2776 0,2556
Residuo 36 1,9892
Queijo 2 0,6448 0,4641
Aroma Provador 5 41,0656 <0,0001
de coalho Interagéo 10 0,9595 0,3438
Residuo 36 0,8220
Queijo 2 3,1186 0,0900
Aroma de curral Provador 5 13,2181 <0,0001
Interacao 10 2,7532 0,0353
Residuo 36 1,2083
Queijo 2 0,0990 0,8768
Aroma de rango Provador 5 35,7725 <0,0001
Interacao 10 0,4749 0,7754

Residuo 36 0,7501
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Anexo |: Resumo da ANOVA dos atributos sensoriais dos queijos Canastra
com 23 dias de maturagéo.

ATRIBUTO F.V. G.L. Q.M. P-valor
Queijo 2 5,1704 0,1051
Elasticidade Provador 5 38,2911 <0,0001
Interacao 10 1,4443 0,7437

Residuo 36 2,1540
Queijo 2 1,2791 0,2947
Dureza Provador 5 9,1717 <0,0001
Interagéo 10 0,3626 0,9566

Residuo 36 1,0118
Queijo 2 2,6097 0,1693
Friabilidade Provador 5 21,6943 <0,0001
Interagao 10 0,5976 0,9229

Residuo 36 1,3960
Queijo 2 0,6916 0,5148
Adesividade Provador 5 30,3664 <0,0001
Interacao 10 0,6469 0,7756

Residuo 36 1,0221
Queijo 2 15,2569 <0,0001
Gosto salgado Provador 5 12,2627 <0,0001
Interacao 10 1,7637 0,317

Residuo 36 0,7607
Queijo 2 3,7280 0,0782
Gosto amargo Provador 5 41,3307 <0,0001
Interagao 10 2,8504 0,0518

Residuo 36 1,3589
Queijo 2 0,8954 0,2621
Gosto Acido Provador 5 43,4306 <0,0001
Interacao 10 1,3671 0,0483

Residuo 36 0,6442
Queijo 2 1,0203 0,2284
Sensacdo picante Provador 5 62,3705 <0,0001
Interacao 10 0,8597 0,2691

Residuo 36 0,6629
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