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Para meu esposo Gabriel, que foi quem leu este primeiro,

Dedico



A melhor coisa a fazer quando se esta triste — respondeu Merlin, comecando a
fumar e soltar baforadas — é aprender alguma coisa. Essa € a unica coisa que
nunca falha. Vocé pode ficar velho e trémulo em sua anatomia, pode passar a
noite acordado escutando a desordem de suas veias, pode sentir saudades de
seu unico amor, pode ver o mundo ao seu redor ser devastado por lunaticos
malvados ou saber que sua honra foi pisoteada no esgoto das mentes baixas.
S6 ha uma coisa para isso: aprender. Aprender por que o mundo gira e o que 0
faz girar. Essa é a unica coisa da qual a mente nao pode jamais se cansar,
nem se alienar, nem se torturar, nem temer ou descrer, e nunca sonhar em se
arrepender. Aprender € o que lhe resta. Veja a quantidade de coisas que

existem para aprender...

A espada na pedra

T.H. WHITE
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RESUMO

BRUMANO, Erika Carla da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
outubro de 2016. Impacto do tipo de fermento endégeno na qualidade e
tempo de maturacdo de queijo Minas artesanal produzido em
propriedades cadastradas pelo IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria) na
regiao do Serro — MG. Orientadora: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira.
Coorientadoras: Ana Clarissa dos Santos Pires e Monique Renon Eller.

Este estudo avaliou a influéncia do tipo de fermento enddgeno utilizado na
fabricacdo de queijo Minas artesanal (QMA) produzido na regido do Serro-MG
sobre as caracteristicas microbiolégicas, fisico-quimicas, fisicas, de textura e a
protedlise ao longo de 60 dias maturagdo. Foram analisados queijos oriundos
de 12 unidades produtoras, das quais 4 utilizaram o “pingo” e 8 a “rala como
fermento em sua fabricagdo. As analises foram realizadas nos periodos 2, 8,
15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturacao totalizando 84 amostras. Além disso, a
fim de verificar diferenga nas caracteristicas de bactérias do acido latico
predominantes nos queijos fabricados com diferentes tipos de fermentos, 200
isolados foram analisados, onde 100 foram obtidos de um queijo fabricado com
o fermento tipo “pingo” e 100 a partir de um queijo fabricado com o fermento
tipo “rala”. Os isolados foram coletados nos periodos de maturagao de 2, 8, 15,
22 e 29 dias, onde foram submetidos a testes morfologicos e fenotipicos. De
acordo com a morfologia celular dois grupos foram obtidos: cocos (56,50 %) e
bacilos (43,50 %). Os isolados obtidos a partir do queijo fabricado com o
“pingo” apresentaram maior capacidade de acidificacdo quando comparados
com aqueles obtidos do queijo fabricado com a “rala”. Somente 6 isolados
(oriundos dos queijos fabricados com o “pingo”), produziram exopolissacarideo
e todos eles, independente do tipo de fermento utilizado, foram capazes de
multiplicar nas concentracées de NaCl testadas (2,0 e 6,0 %, m/m). Com
relacdo a producao de diacetil, 66 % dos isolados obtidos do queijo fabricado
com a “rala” produziram esse composto, enquanto somente 25 % dos isolados
do queijo fabricado com o “pingo” apresentaram essa capacidade. De maneira
geral, um maior numero de isolados obtidos a partir do queijo fabricado com
“pingo” apresentaram antagonismo contra 0os micro-organismos patogénicos
testados: Listeria monocytogenes (82 %), Staphylococcus aureus (73 %),
Escherichia coli (66 %) e Salmonella enteristidis (36 %). Com relagdo as

analises fisico-quimicas, nao foi observada diferenca (p = 0,05) para as
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variaveis pH, atividade de agua (ay) e cloretos entre os queijos produzidos com
os diferentes fermentos em cada periodo de maturagdo. As principais
diferencas observadas foram com relagcdo a acidez, umidade, textura, cor e
indice de maturacao. A acidez e a umidade dos queijos apresentou diferenca (p
< 0,05) com 2 e 8 dias de maturagdo, sendo essas maiores naqueles
fabricados com o fermento tradicional (“pingo”). Foram verificados maiores
indices de protedlise (p < 0,05) nos queijos fabricados com “pingo” comparado
aos fabricados com a “rala” durante toda a maturacdo. Em relagao a textura, a
principal diferenga entre os queijos foi com relacdo aos parametros de
mastigabilidade e elasticidade (com valores maiores nos queijos fabricados
com a “rala”). A cor da casca e da massa dos queijos apresentou diferenca (p <
0,05) em praticamente todas as coordenadas avaliadas, com destaque para as
coordenadas *L e b*. A maturagao dos queijos mostrou-se imprescindivel para
reducao dos patdgenos presentes (Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
coliformes), entretanto, nos queijos produzidos com o fermento tradicional
(“pingo”) atingiram-se as contagens exigidas pela legislagdo com 17 dias de
maturagdo, ao contrario dos produzidos com a “rala”, que atingiram essa
condicdo somente apds 27 dias. Listeria monocytogenes foi detectada apos 2
dias de fabricacdo em 11 dos 12 queijos analisados, ndo estando presente no
restante da maturacao, enquanto Salmonella sp. ndo ocorreu em nenhuma das
amostras analisadas. A utilizacdo da “rala” como fermento comprometeu a
qualidade microbiolégica dos queijos, sugerindo-se a alteragdo no periodo
minimo de maturagdo dos QMA da regido do Serro-MG que originalmente é de
17 dias, ou um desmembramento da legislagao para os queijos fabricados com
“pingo” e “rala”. A utilizacdo de fermentos distintos modifica a dindmica da
microbiota dos queijos, acarretando dessa forma em produtos com
caracteristicas diferentes, causando uma descaracterizacdo quando ndo se

utiliza o fermento tradicional.
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ABSTRACT

BRUMANO, Erika Carla da Costa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
October, 2016. Impact of the type of endogenous culture on the quality and
maturation time of artisanal Minas cheese produced on properties
registered by IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria) in the region of
Serro - MG. Advisor: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-advisors: Ana
Clarissa dos Santos Pires and Monique Renon Eller.

This study evaluated the influence of the type of endogenous culture used in
artisanal Minas cheese manufacturing (AMC) produced in Serro-MG region on
the microbiological and physico-chemical over 60 days maturity. Cheeses were
analyzed in 12 production units, in which 4 used the "pingo" and 8 "rala” as
culture. The analyzes were performed on periods 2, 8, 15, 22, 29, 36 and 60
days of maturation totaling 84 samples. In order to verify differences in the
characteristics of lactic acid bacteria prevalent in cheese, 200 isolates were
analyzed, in which 100 were obtained from a cheese made with culture type
"pingo" and 100 from a cheese manufactured with culture type "rala" Isolates
were collected in 2, 8, 15, 22 and 29 days of maturation and were submitted to
morphological and phenotypic testing and ware obtained isolated form of
coccus (56,50 %) and bacillus (43,50 %). The isolates from the cheese made
with "pingo" showed higher acidifying capacity compared to those obtained from
cheese made with the "rala". Only 6 isolates (originating from cheeses made
with the "pingo"), produced exopolysaccharide and all of them, regardless of the
type of culture used, were able to grow in the tested concentrations of NaCl (2,0
and 6,0%). It was seen that 66 % of the isolates obtained from cheese made
with "rala" produced diacetyl, while only 25 % of the isolates from cheese made
with "pingo" had this ability. In general, a greater number of isolates obtained
from the pingo cheese presented antagonism against the pathogenic
microorganisms tested: Listeria monocytogenes (82%), Staphylococcus aureus
(73%), Escherichia coli (66%) and Salmonella enteristidis (36%). Regarding the
physical and chemical analysis, no difference was observed (p = 0,05) for pH,
water activity (aw) and chlorides between cheeses made with different cultures
in each maturity period. The major differences were observed with respect to
acidity, humidity, texture, color and maturation index. The acidity and humidity
of cheeses presented difference (p < 0,05) with 2 and 8 days of maturation,

these larger those made with traditional culture (“pingo”). They checked the
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highest rates of proteolysis (p < 0,05) in cheeses manufactured with “pingo”
compared with those manufactured “rala” throughout maturation. Regarding the
texture, the main difference between the cheeses was compared with the
chewiness and elasticity parameters (with higher values in cheeses
manufactured with “rala”). The skin color and weight of the cheese presented
difference (p < 0,05) in almost all the evaluated coordinates, highlighting the
coordinates L* and b*. The cheese maturation proved essential to reduce the
present pathogens (Staphylococcus aureus, Escherichia coli and coliforms),
however, in cheeses from the traditional culture ("pingo") hit up the scores
required by law at 17 days of maturation unlike produced with the "rala", which
reached this condition only after 27 days. The use of "rala" as culture commits
the microbiological quality of cheeses, thus it is suggested to change the
minimum maturation period of the QMA of Serro-MG region or break legislation
for cheeses made with "pingo" and "rala". The use of different culture modifies
the dynamics of microflora of cheese and produces products with different

characteristics, which rules out the product that uses the traditional culture.
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INTRODUGAO GERAL

O queijo Minas artesanal (QMA) é um produto altamente apreciado,
produzido em pequenas propriedades rurais, em contexto da agricultura
familiar, e sua fabricagdo envolve o uso de técnicas tradicionais (DORES e
FERREIRA, 2012). Além de possuir importancia social, econémica e cultural,
esses queijos apresentam caracteristicas sensoriais peculiares em fungao
de um ecossistema microbiano complexo proveniente do leite cru, do
fermento enddgeno conhecido como “pingo” e ainda do ambiente, regido,
condicbes de manejo e maturagdo, que em conjunto contribuem para sua
qualidade final (MENEZES, 2011; MONTEL et al., 2014).

Atualmente em Minas Gerais sao reconhecidas seis principais
microrregides produtoras de QMA: Serro, Serra da Canastra, Araxa,
Cerrado, Campos das Vertentes e Triangulo Mineiro, cada qual com o seu
modo de producéao especifico (EMATER, 2015).

Por serem fabricados com leite cru, a seguranga microbiolégica
desses produtos pode ser alcangada a partir da combinacdo de alguns
fatores como a aplicacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Boas
Praticas Agropecuarias (BPA) e a maturagdao a que sdao submetidos. Além
disso, as bactérias do acido latico (BAL) presentes no “pingo” e leite cru sé&o
as principais responsaveis pela seguranga microbioldgica do produto apés
maturacdo (GONZALEZ et al., 2007; MARTINS et al, 2014).

A maturagdo do QMA contribui para sua seguranga microbioldgica
principalmente devido a formagao de compostos antimicrobianos pelas BAL
como acidos organicos (JAY, 2005), bacteriocinas (COELHO et al., 2014;
NESPOLO e BRANDELLI, 2010), diacetil (JAY, 1982; PIARD e
DESMAZEAUD, 1991) dentre outros, que torna a matriz inapropriada ao
desenvolvimento e a sobrevivéncia de patogenos. A legislagdo vigente
estabelece que os queijos produzidos na regido do Serro sejam maturados
por 17 dias (IMA, 2013; MARTINS et al., 2014), em temperatura ambiente,
sendo este periodo suficiente para a seguranga do produto e, ao mesmo
tempo para a preservagéo do sabor, da textura e da cor caracteristicos.

Para permitir a comercializagdo desses queijos de forma legal com 17

dias de maturacdo, a legislagdo brasileira exige o cadastramento das



unidades produtoras ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) e a
implementagdo das BPF e BPA. Ao se cadastrar, o produtor passa a ser
certificado e deve produzir seus queijos de acordo com as exigéncias da
legislagcao vigente, de forma a garantir a permanéncia das caracteristicas
tradicionais e os padrdes higiénicos sanitarios necessarios para produgéo de
um produto seguro.

Dentro das exigéncias solicitadas, incluem-se desde o ano de 2002, a
modificagdo da natureza dos equipamentos tradicionais utilizados na sua
producao, originalmente em madeira e agora substituidos por materiais de
mais facil higienizagdo como fibras de vidro, polipropileno e ago inox (IMA,
2002).

Segundo os produtores, essas alteragbes tém contribuido para a
descaracterizagao do produto e falhas no processo, principalmente na etapa
de dessoragem, resultando um produto com textura muito macia. Dessa
forma, na tentativa de eliminar o problema da diminuigcdo da sinérese dos
queijos, alguns produtores passaram a utilizar o proprio queijo na forma de
‘rala” como fermento, substituindo o “pingo”. A “rala” consiste em um queijo
maturado, produzido em um lote anterior, ralado. Sua utilizagdo resulta em
um produto com dessoramento adequado e textura mais firme, atendendo as
exigéncias da cooperativa local, que nao aceita um produto com textura
“‘macia” para comercializacao.

Embora a implementacdo da “rala” tenha resolvido o problema
tecnolégico durante a fabricagao desses queijos, a utilizagdo de um fermento
nao estudado e que nao faz parte do “saber e fazer” tradicional dos QMA da
regido pode levar a alteracbes em suas caracteristicas sensoriais, fisicas,
fisico-quimicas, de textura e principalmente microbiolégicas.

Dessa forma, esse estudo teve como principal objetivo determinar as
principais alteragbes envolvidas na modificacao do fermento tradicional por
meio da comparagdo na qualidade fisico-quimica, fisica, de textura e
microbiolégica de QMA fabricados com “pingo” e “rala” na regido do Serro-
MG.



CAPITULO 1
REVISAO DE LITERATURA

1.1. A HISTORIA DOS QUEIJOS

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) entende-se por queijo “o produto fresco ou maturado, obtido por
separacgao parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial, ou
totalmente desnatado) ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica do
coalho, enzimas especificas, bactérias especificas, acidos organicos,
isolados ou combinados, todos de qualidade aceitavel para o uso alimentar,
com ou sem agregacao de substancias alimenticias e/ou condimentos,
aditivos especificamente indicados, substancias aromatizantes e corantes”
(BRASIL, 1996).

Ndo se sabe ao certo quando e onde se iniciou a produgao de
queijos, mas acredita-se que os primeiros produtos foram fabricados nos
férteis vales dos rios Tigres e Eufrates ha cerca de 8.000 anos.
Provavelmente o queijo tenha surgido acidentalmente ao se armazenar o
leite em recipientes feitos de estdbmagos de ruminantes. A fabricacdo do
queijo era feita de forma artesanal, e hoje a producao esta dividida entre
uma producdo industrial e produgdes artesanais que mantém um sistema
tradicional (ORDONEZ, 2005).

No Brasil a técnica artesanal para a producdo de queijos surgiu no
século XVIII, sendo seu processo de fabricagcado similar ao utilizado na Serra
da Estrela, em Portugal, no qual o queijo era produzido utilizando leite de
ovelha como matéria prima e extrato de flores de cardo como coalho. Na
segunda metade deste mesmo século, nas serras de Minas Gerais, esses
habitos foram readaptados coalhando o leite de vaca cru em recipientes
feitos a partir de estbmago de ruminantes, bezerros ou outros mamiferos,
dando origem assim a variedade “Queijo Minas” (SANTOS et al., 2012).

Atualmente mais de 1000 variedades de queijos s&o produzidos no
mundo, com uma producdo que excede 19 milhdes de toneladas por ano. A
Unido Europeia € a maior produtora e consumidora mundial de queijos,

sendo que em 2015, produziu cerca de 9 milhdes de toneladas, o que



corresponde a cerca de um terco de todo o leite produzido (USDA, 2015). Do
total produzido no mundo, aproximadamente 700.000 toneladas de produto
artesanal s&o produzidos anualmente. Em virtude da produgdo em grande
escala e das vastas areas de produgdo, os queijos artesanais possuem
grande importancia social e econémica em varios paises (LIMA FILHO e
POMBO, 2010).

Na ultima década a produc¢ao de queijos no Brasil cresceu a uma taxa
de 5 % ao ano, o que culminou na produgao de aproximadamente 751 mil
toneladas em 2015 (USDA, 2015). No entanto, as estatisticas sobre a
producdo e o consumo de queijos artesanais (QA) brasileiros e no mundo
ainda sao escassas, mas, estima-se que o segmento de queijos artesanais
no Pais represente 40 % do volume total de queijos produzidos (LIMA FILHO
e POMBO, 2010).

A producdo de QA no Brasil, apesar de ser uma atividade pouco
documentada devido ao seu carater informal, acabou se difundindo por todo
o territério nacional, gerando produtos variados, podendo-se destacar pelo
menos um tipo de QA em cada regido geografica do Pais (FIGURA 1)
(NOBREGA, 2012).
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A A Queijo Coalho
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[ cantro-oeste
O sudeste
aul Queijo Serrano

W

Figura 1. Mapa da produgao de queijos artesanais no Brasil.




O Queijo Coalho é um produto tipicamente nordestino produzido em
todos os estados do Nordeste. No entanto, algumas regides tém 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).

A origem do Queijo de manteiga ainda ndo estd bem documentada,
mas acredita-se que algumas influéncias tais como a portuguesa e
espanhola trouxeram para o Brasil (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
conservacgao do leite e da manteiga que apresenta uma boa resisténcia as
adversidades ambientais, sobretudo a altas temperaturas tipicas da regiéo
(AQUINO, 2011; CAVALCANTE et al., 2005; VENTURA, 1987). A fabricagao
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
onde é 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 do Marajé obtido a partir do leite de bufala representa uma
importante atividade econbmica em municipios localizados na ilha do
Marajo, nos quais vigoram a producao de forma artesanal (BLASKOVSKY et
al., 2010). Conhecido também como queijo Marajoara ou requeijao
Marajoara, esse produto apresenta duas variedades principais: o tipo creme,
quando o cozimento da massa € feito adicionando-se o creme obtido do
desnate; e o queijo tipo manteiga, quando em seu cozimento é adicionado a
manteiga propriamente dita (LOURENCO et al., 2002).

Acredita-se que a histéria do Queijo Serrano iniciou-se no século XVIII
no Rio Grande do Sul, onde o0 mesmo era utilizado como moeda de troca
pelos tropeiros (CRUZ et al., 2011; VITROLLES 2011). Produzido em uma
regido conhecida como Campos de Altitude no sul do Brasil, 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 tradigao 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 (MENEZES, 2009; VITROLLES, 2011).

O Queijo Caipira é produzido no estado do Mato Grosso do Sul, onde
a exploracao pecuaria esteve sempre voltada a producdo de carne e a baixa
produtividade de leite era aproveitada para a producdo desse queijo
artesanal (MENEZES, 2009). Na literatura poucas sao as informacdes a
respeito da sua produgdo e caracteristicas, porém o fato de possuir
legislacdo prépria desde 2004 sugere se tratar de um produto ja bem

estabelecido na tradicao e costumes locais.

1.2. QUEIJO MINAS ARTESANAL

Segundo a Lei n°® 14.185, de 31 de janeiro de 2002, é considerado
QMA o queijo confeccionado a partir do leite integral de vaca, fresco e cru,
retirado e beneficiado na propriedade de origem, conforme a tradigdo
historica e cultural da area onde for produzido. O produto final deve
apresentar consisténcia firme, cor e sabor préprios, massa uniforme, com ou
sem olhaduras mecénicas e isento de corantes e conservantes (MINAS
GERAIS, 2002).

O QMA ¢é considerado um dos mais antigos queijos produzidos no
Brasil, além de ser um produto tradicional responsavel pela geragdo de
renda de um grande numero de pequenos produtores rurais.

O Estado de Minas Gerais possui seis principais e tradicionais regides
produtoras de QMA: Serro, Canastra, Cerrado, Araxa, Campos das
Vertentes e Triangulo Mineiro, que se estendem por 72 municipios (FIGURA
2). Essas regides séo reconhecidas pela Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER) e cadastradas no
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) (DORES e FERREIRA, 2012; IMA,
2015).
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Figura 2. Regides produtoras de queijo artesanal no Estado de Minas

Gerais.

Inicialmente foram identificadas como produtoras de QMA quatro
regides no Estado de Minas Gerais sendo elas Araxa, Serro, Cerrado e
Canastra. A regido do Campo das Vertentes foi identificada oficialmente
como produtora de QMA em 2009 (IMA, 2009), e mais recentemente em
2013, foi identificada a regido do Triangulo Mineiro (IMA, 2013a), entretanto,
as informacgdes sobre a producao dessas duas regides ainda sdo escassas.

De acordo com a EMATER, as seis regides produtoras de QMA
compreendem 9.789 produtores, que sao responsaveis por uma produg¢ao
de 29.897 toneladas de queijo por ano. A EMATER orienta os produtores
sobre adequacbes das queijarias, currais e anexos, obtengao higiénica do
leite, tratamento de agua, controle sanitario do rebanho, BPA, BPF e
exigéncias da legislacdo vigente. A Empresa também exerce um papel
importante na mobilizagao e organizagédo dos produtores (EMATER, 2015).

Os QMA sao produzidos ha mais de 200 anos em diversas cidades do
Estado de Minas Gerais e apresentam um grande valor econémico e cultural
para o Estado. Dessa forma, em 15 de maio de 2008, o Instituto de
Patriménio Historico e Artistico Nacional (IPHAN) tombou como Patriménio
Cultural Imaterial o “modo artesanal de fazer queijo Minas”.

Nesta mesma linha de reconhecimento e valorizagdo, o Instituto

Nacional da Propriedade Industrial (INPIl) concedeu a 11 municipios da



regiao do Serro (13/12/2011) e a 7 municipios da regido da Canastra
(13/03/2012) o titulo de indicagdo geografica (IG), reconhecendo assim
esses municipios como referéncia na fabricagdo do queijo Artesanal tipo
Serro e tipo Canastra respectivamente.

A IG é a tradugdo de quando uma determinada regido € reconhecida
devido a produgao de algum produto, sendo o titulo um reconhecimento de
sua diferenciagao dentre os outros produtos. A IG também delimita a area de
produgao, restringindo seu uso aos produtores da regido, em geral uma
associagao e/ ou cooperativa (HARBUTT, 2010).

O reconhecimento dessas microrregides com o selo de |G fortalece o
reconhecimento do QMA como uma iguaria nacional, além de fortalecer a
produgao dos pequenos produtores, objetivando a producado de um produto
de melhor qualidade (HARBUTT, 2010).

1.2.1. QUEIJO MINAS ARTESANAL DO SERRO-MG

A cidade do Serro-MG, esta localizada em uma regido montanhosa na
vertente oriental da Serra do Espinhago entre os paralelos 18° e 19° de
latitude Sul, na regidao do Alto do Jequitinhonha no Estado de Minas Gerais,
onde irradiou a producdo de queijo que leva o seu nome para as regides
vizinhas. (EMATER, 2002).

A regido reune condi¢cdes geomorfoldgicas, edaficas e microclimaticas
que propiciaram o surgimento de pastagens naturais, onde predominam o
capim gordura (meloso) e capins tipicos de campos de altitude (MENESES,
2006).

Fazem parte da regido do Serro os municipios de Serro, Alvorada de
Minas, Conceigdo do Mato Dentro, Dom Joaquim, Materlandia, Paulistas,
Rio Vermelho, Sabindpolis, Santo Anténio do Itambé, Serra Azul de Minas e
Coluna (EMATER, 2002).

O inicio da fabricagao do queijo tipico da regido do Serro-MG remonta
ao periodo colonial, quando os mineiros comecaram a colocar em pratica
uma heranga portuguesa. Na época do garimpo (Século XVIII), garimpeiros
vindos de Portugal em busca do ouro passaram a fabricar o queijo com o

mesmo processamento do queijo da Serra da Estrela, feito a partir de leite



de ovelha, sendo que em Minas Gerais passou a ser produzido com leite de
vaca para consumo proprio. Em razdo da dificuldade de acesso, os
produtores tinham que conservar o fermento, estabelecendo-se assim a
pratica da utilizagao do “pingo” (MUNDO DO LEITE, 2003).

O processo de fabricagdo do QMA do Serro é artesanal e segue
normas regulamentadas que abrangem a produgdo de queijos artesanais
produzidos a partir de leite cru, beneficiados nas queijarias das propriedades
rurais, sem utilizagao de técnicas industriais (MINAS GERAIS, 2002).

Cada produtor segue o caderno de normas disponivel na Cooperativa
dos Produtores Rurais do Serro, Serro-MG, com todas as recomendacgdes
referentes ao modo de se fazer o queijo artesanal, uma forma de tornar o

produto uniforme.

1.2.2. TECNOLOGIA DE FABRICAGAO DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

Os QA produzidos em Minas Gerais, de modo geral, possuem formato
cilindrico, pesam de 1 a 1,2 kg, apresentam de 15 a 16 cm de didmetroe 4 a
8 cm de altura. Possuem bordas retas e faces planas, sendo bem
trabalhados esteticamente apds o processo de maturagao e antes de serem
enviados para comercializagdo (MENESES, 2006).

Os QMA de diferentes regides do Estado de Minas Gerais sao
fabricados basicamente com a mesma tecnologia (FIGURA 3). Estudos
demonstram que a principal diferenga entre os queijos fabricados nas
diferentes regides esta no modo de prensagem. Queijos fabricados na regiao
do Serro sado prensados utilizando-se somente as maos; o0s queijos
fabricados nas regides da Canastra, Cerrado, Araxa, Campo das Vertentes e
Tridngulo Mineiro sdo prensados com o auxilio de um tecido. Dessa forma,
as caracteristicas finais do produto variam conforme a regido do Estado
onde é produzido (MARTINS et al., 2014; DORES et al., 2013).



| LEITE CRU |
| FILTl:Iz.qu”o |

| ADICAO DE CIOALHO E PINGO
| coasu:mg.&”o |

| CORTEDAMASSA |
|
AGITACAO E DESSORAGEM
| | |

|  ENFORMAGEM |
I

| PRENSAGEM MANUAL |
I

COLETADO
| SALGA SECA EIDESSORAGEM |— PINGO

|  MATURACAO |

Figura 3. Fluxograma de fabricacdo do queijo Minas artesanal.

Feito a partir de leite cru, o QMA é um alimento que apresenta uma
microbiota diversa, originaria da matéria prima e do fermento utilizado, que
transforma-se constantemente no processo de fermentacdo e maturacao,
aprimorando ao produto massa, sabor, coloragcdo, consisténcia e
componentes nutritivos, o que o transforma em um alimento com
carateristicas sensoriais unicas (DORES E FERREIRA, 2012).

A microbiota presente no leite cru pode atuar como uma fonte direta
na fabricagdo dos QMA, ou como uma fonte indireta enriquecendo a
microbiota do ambiente de fabricacdo de queijos, cultura, soro de leite,
cubas e prateleiras de madeira (MONTEL et al., 2014). Entre os diferentes
micro-organismos que compdem a microbiota do leite cru estdo as bactérias
do acido latico (BAL), dentre as quais os géneros Lactobacillus spp.,
Streptococcus spp., Enterococcus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc spp.,
Pediococcus spp. e Weisella spp. tém sido citadas. Também ja foram
isoladas estirpes de Propionibacterium spp., Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp., Brevibacterium spp., leveduras e fungos (CASALTA
et al., 2009; GAYA et al., 1987; MALLET et al., 2012; MASOUD et al., 2011;
TORMO et al., 2011).

Apds a ordenha, o leite € filtrado e acondicionado em recipientes
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adequados, no qual se adiciona o fermento enddgeno (FE) também
conhecido como “pingo”. O “pingo” é o FE latico coletado na produgéo do dia
anterior, consistindo de um soro fermentado, oriundo dos queijos ja
salgados, utilizado para direcionar a fermentagao dos préximos queijos que
serao produzidos (DOREES e FERREIRA, 2012; MINAS GERAIS 2002).
Sua coleta é feita em um recipiente colocado embaixo de um orificio
existente na bancada de produgao, que possui determinada inclinagdo de
modo a facilitar o escorrimento do soro (FIGURA 4) (DORES E FERREIRA
2012; MARTINS et al., 2014).

Figura 4. Coleta do pingo realizada no final da dessoragem.

A utilizacdo do “pingo” faz parte do “saber-fazer” tradicional do QMA e
apresenta grande importancia, pois age como inibidor de alguns micro-
organismos indesejaveis e confere ao queijo caracteristicas tipicas, por
conter diversos grupos microbianos que direcionam a fermentacdo e
maturacdo do queijo, conferindo ao produto final uma microbiota
diversificada (MARTINS et al., 2014; NOBREGA, 2012).

Na composicdo do “pingo” destacam-se as BAL que apresentam
importante papel na seguranga microbiolégica de queijos artesanais
(COELHO et al., 2014; MARTINS et al., 2014), contribuindo na rapida
reducdo do pH e no acumulo de substancias antimicrobianas como acidos
organicos (JAY, 2005), diacetil, acetaldeido (JAY, 1982; PIARD e
DESMAZEAUD, 1991) e bacteriocinas (COELHO et al., 2014; NESPOLO e
BRANDELLLI, 2010).

Dessa forma, o incremento de BAL pela adicdo do “pingo” ao leite

para fabricagdo dos QMA, constitui um fator adicional na seguranca
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microbiolégica dos mesmos (DORES et al., 2013; MARTINS et al., 2014).

Em alguns casos o uso do “pingo” esta caindo em desuso e muitos
produtores estédo utilizando a “rala” como FE para direcionar a fermentagao
dos queijos. Embora ainda feito artesanalmente, desde de 2002 (IMA, 2002)
uma série de adaptagdes tém sido sugeridas a fim de adequar a produgao
dos QMA a legislagao brasileira, principalmente no que tange a natureza dos
equipamentos utilizados a sua produgao, originalmente em madeira e entao
substituidos por materiais como fibras de vido, polipropileno, ago inox, dentre
outros (FIGURA 5).

Figura 5. Alteracdes exigidas pela legislagao.

Segundo os produtores, essas alteragdes tém contribuido para a
descaracterizacao do produto e falhas no processo, principalmente na etapa
de dessoragem, resultando em um produto com textura muito macia e que
consequentemente nao é aceito pela cooperativa local que faz o intermédio
da comercializagao.

Dessa forma, na tentativa de eliminar o problema da diminuigcdo da
sinérese dos queijos, alguns produtores passaram a utilizar o préprio queijo
na forma de “rala” como fermento. A “rala” consiste em um queijo maturado,
produzido em um lote anterior, ralado, substituindo entdo o “pingo”,
resultando agora em um produto com dessoramento adequado e textura
mais firme.

Embora a implementacdo da “rala” tenha resolvido o problema
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tecnoldgico durante a fabricagdo desses queijos, a utilizagdo de um fermento
nao estudado e que nao faz parte do “saber e fazer” tradicional dos QMA da
regido pode levar a alteragbes em sua qualidade final, principalmente no que
tange a qualidade microbioldgica.

Queijos fabricados na regido do Serro sdo prensados utilizando-se
somente as méos, sendo que o0s queijos produzidos nas regides da
Canastra, Cerrado, Araxa, Campo das Vertentes e Triangulo Mineiro séo
prensados com o auxilio de um tecido (DORES et al;. 2013; EMATER, 2003;
MARTINS et al., 2014).

Essa diferenca associada a outros fatores como clima, relevo,
matéria-prima entre outros, resultam nas diferentes caracteristicas sensoriais
dos queijos produzidos em cada uma dessas regides. Uma das principais
consequéncias oriundas do tipo de prensagem utilizada € a diferenga no
tempo de maturagdo desses queijos. O tipo de prensagem ira resultar em
uma maior ou menor concentragao de lactose no produto final. Essa fonte de
energia permanece em uma maior concentragao nos queijos prensados sem
o auxilio de tecidos. Nesse caso, a lactose € utilizada como substrato pelas
BAL e permite uma maior producdo de acido pelas mesmas, o que
desfavorece o desenvolvimento de micro-organismos patogénicos, sendo
necessario nesse caso um menor periodo de maturagéo para que se atinjam
as condi¢des de seguranga microbioldgica para comercializagdo (DORES et
al., 2013; MARTINS et al., 2014).

A maturacdo é uma das formas utilizadas para melhorar a qualidade
microbioldgica desses queijos, ja que, por serem produzidos a partir de leite
cru apresentam uma grande contaminacao inicial. A maturacao favorece a
combinagdo de fatores fisicos, quimicos e microbioldgicos, considerados
fundamentais para a estabilidade e seguranga microbioldgica desses
queijos. Corresponde ainda a fase de complexas transformacoes
bioquimicas, que se processam tanto na periferia como no interior da massa
dos queijos, sob a agdo de enzimas, na sua maioria de origem microbiana
(DORES et al., 2013; MCSWEENEY, 2004; MARTINS et al., 2014).

A lipdlise e a protedlise sdo os principais processos bioquimicos
observados durante a maturagdo dos QA. A lipdlise esta relacionada

principalmente a liberacdo de compostos que irdo conferir sabor e aroma
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tipicos de queijos maturados (CABEZAS et al., 2005). Ja a protedlise, ira
atuar diretamente na textura, além da liberacdo de peptideos que, de forma
conjunta, definem as propriedades sensoriais Unicas desses queijos
(PERRY, 2004).

A temperatura em que a maturagao ocorre € de extrema importancia
para o direcionamento da microbiota. Sabe-se que a temperatura ambiente
leva a fermentagdo desejavel, o que favorece a fermentagcédo lactica
(DORES, et al., 2013; MARTINS et al.,, 2014). O QMA somente deve ser
submetido a temperatura de refrigeracdo apds ter sido maturado. A
refrigeragcdo inibe as BAL e, consequentemente leva a maturagéo
inadequada.

O periodo de maturagao estabelecido para o QMA ¢é definido pela
atividade da microbiota enddgena, principalmente as BAL, que, por meio de
seus metabdlitos, inibem contaminantes indesejaveis (TOPISIROVIC et al.,
2006). Dores et al. (2013) e Martins el at. (2014) analisaram o periodo
minimo de maturagdo necessario para atingir a seguranga microbioldgica do
queijo artesanal da Canastra e do Serro respectivamente, e constataram que
Staphylococcus aureus foi a espécie que definiu o periodo de maturacao,
por permanecer por mais tempo com contagens acima do permitido pela
legislacao brasileira (BRASIL, 1996). Os autores verificaram a auséncia
desse micro-organismo em 17 e 22 dias de maturagdo a temperatura
ambiente para a regido do Serro e Canastra respectivamente, estimando
dessa forma o periodo minimo necessario para a redugdo dos micro-
organismos indesejaveis aos niveis aceitaveis. Dessa forma, ressalta-se a
importancia de respeitar o processamento tradicional praticado que consiste

na maturacao a temperatura ambiente.

1.3. O PAPEL DA MICROBIOTA ENDOGENA NA MATURAGAO DO
QUEIJO MINAS ARTESANAL

A microbiota nativa formada principalmente por BAL presentes no leite
cru e no FE é de grande importancia para as caracteristicas sensoriais do
produto final.

Durante a maturagdo algumas das espécies de BAL presentes
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produzem um grande numero de enzimas que transformam os nutrientes
fundamentais do leite e do queijo em compostos com propriedades
sensoriais desejaveis (ALEXANDRE et al., 2002; VILJOEN, 2001). Essas
enzimas sao divididas em quatro grandes grupos:

1)>enzimas proteoliticas que desempenham o mais importante papel
durante a maturacdo dos queijos na formacdo do aroma e textura. S&o
subdivididas em dois subgrupos: as endopeptidases ou proteases, que
hidrolisam as proteinas liberando peptideos e as exopeptidases. Micro-
organismos dos géneros Lactococcus spp., Streptococcus spp.,
Lactobacillus spp., Micrococcus spp., Kluyveromyces spp. e Penicillium spp.
sdo os principais produtores dessas enzimas 2)->Lipases: hidrolisam
triglicerideos em acidos graxos e glicerideos parciais, sendo as bactérias
psicrotréficas grandes produtoras dessas enzimas juntamente com os
fungos dos géneros Geotrichum spp. e Penicillium spp. As BAL possuem
fraca atividade lipolitica, atuando melhor na matéria gorda parcialmente
hidrolisada. 3)> Enzimas de degradacdo dos aminoacidos produzidas por
Micrococcus spp., Brevibacterium spp. € Enterococcus spp. 4)>Enzimas
ativas sobre os acidos graxos: sédo transformados por duas vias principais: a
esterificacdo por meio de esterases produzidas por Pseudomonas spp e
Micrococcus spp. € a B-oxidacdo com a formacado de metilcetonas e alcoois
secundarios, sendo os fungos filamentosos do género Penicillium spp. 0s
principais responsaveis pela produgdo de enzima (EARLY, 1998; ECK,
1987).

1.4. ASPECTOS DE SEGURANGCA MICROBIOLOGICA NA
FABRICAGAO DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

Ainda permanece o debate com relagdo aos riscos e beneficios do
consumo de QA. Por serem obrigatoriamente elaborados a partir de leite cru,
esse queijos sdo susceptiveis ao crescimento de patdgenos de alto risco
como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
algumas estirpes de Escherichia coli, dentre outros. Estudos envolvendo
diferentes tipos de queijos provenientes de varios paises europeus

tradicionalmente produtores de QA relatam o risco potencial para a saude ao
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se consumir esse produto (DE BUYSER et al., 2001; MONTEL, 2014).

Surtos envolvendo Salmonella spp. tém sido escassos desde 2000,
sendo relatados um total de 15 surtos nas ultimas duas décadas (DE
BUYSER et al., 2005; JOURDAN-DA SILVA e LE HELLO, 2012).

Surtos de Escherichia coli (O157: H7, 026: H11) produtores de
shigatoxina tém sido associados ao consumo de leite cru e a queijos
fabricados a partir de leite pasteurizado ou ndo, devido a pasteurizagao
inadequada e/ou a contaminagao apos o processamento (FARROKH et al.,
2013).

A listeriose se tornou o exemplo emblematico de doenga grave
transmitida por produtos feitos a partir de leite cru, porém, surtos associados
ao consumo de queijos sao muito raros (EFSA, 2010; GOULET et al., 2006;
MAIJALA et al., 2001). A contaminagao por Listeria monocytogenes nao é
especifica ao consumo de queijos de leite cru, queijos feitos a partir de leite
pasteurizado também podem ser contaminados (EFSA, 2012; RUDOLF e
SCHERER, 2001) devido a pasteurizagao inadequada ou contaminagao poés-
pasteurizacdo (DE BUYSER et al., 2001; DONNELLY, 2001).

Estudos realizados com queijos artesanais tém indicado a presenca
de Staphylococcus aureus em niveis muitas vezes acima do permitido pela
legislacao (DORES et al., 2013; MARTINS et al.,, 2014). Por outro lado,
existem poucos relatos ou notificacbes de surtos de toxi-infecgdes
estafilocdcicas relacionadas ao seu consumo.

Durante a fabricagdo dos QMA existem alguns fatores que
desempenham um papel de destaque no controle da microbiota indesejavel
presente nesses queijos, sendo eles: a qualidade microbiolégica da matéria-
prima, a aplicacédo das BPF e BPA, a adigao de cloreto de sédio durante o
processo de fabricagao, a temperatura e tempo de maturagao e a presenca
de uma microbiota enddgena rica em BAL, presentes tanto no leite cru como
no FE. Este ultimo apresenta extrema importancia pelo papel no
direcionamento das caracteristicas sensoriais e de seguranga microbioldgica
do produto final (DORES e FERREIRA, 2012).
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1.4.1. O PAPEL DAS BACTERIAS DO ACIDO LATICO NA SEGURANGA
MICROBIOLOGICA DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

As BAL sdao um grupo de bactérias que apresentam algumas
caracteristicas em comum: anaerdbias facultativas ou microaerdfilas, cocos
ou bacilos, gram-positivas, catalase negativas, ndo apresentam motilidade e
nao esporulam (JAY, 2005).

Mais de 400 espécies de BAL ja foram detectadas no leite cru, e a
capacidade de inibicdo de micro-organismos patégenos em queijos
artesanais esta mais relacionada com a presenca dessas cepas do que com
compostos nao microbianos presentes no leite. Os mecanismos dessa
inibicdo ainda n&o estdo bem esclarecidos, porém essa avaliagdo comeca
tanto enfatizando as particularidades da microbiota presente nesses queijos
quanto ao tipo de processamento envolvido que ajuda a manter sua riqueza
e diversidade (MONTEL, 2014).

A principal caracteristica comum das BAL € a capacidade de
fermentar o acucar, com produgao principalmente de acido latico a partir da
degradagao da lactose, o0 que garante a esse grupo a fungao tecnoldgica, ou
seja, o desenvolvimento de flavor, aroma e textura.

Além disso, as BAL produzem uma diversidade de substancias
antimicrobianas que contribuem para sua inocuidade e o conhecimento de
caracteristicas fenotipicas dessa microbiota pode possibilitar o0 entendimento
do seu papel na seguranga microbiolégica do produto artesanal. Essa
seguranga advém do metabolismo desta microbiota enddégena no habitat
natural que representa a fabricagdo do queijo, que pode envolver
caracteristicas como: produgao de acidos organicos (JAY, 2005), produgéo
de diacetil (PIARD e DESMAZEAUD, 1991) produgéo de exopolissacarideos
(EPS) (DENNY, 1995), resisténcia a NaCl, atividade antagonista (DAL
BELLO et al.,, 2012), produgédo de bacteriocinas (ABEE et al., 1995;
BALCIUNAS et al., 2013; BARBOSA et al., 2014; CALO-MATA et al., 2008),
dentre outros.

A rapida produgdo de acido latico na fase inicial do processo
fermentativo inibe o crescimento de micro-organismos indesejaveis pelo

acumulo de acidez e rapida diminuigdo do pH do leite (JAY, 2005).
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Ja os EPS secretados pelas células bacterianas formam uma camada
protetora que possui papel importante tanto na sua sobrevivéncia quanto na
sua viruléncia, podendo auxiliar na adesdao da célula a superficies,
concentrar nutrientes, evitar a dessecacdo e o contato com o hospedeiro,
além de proteger contra moléculas toxicas (DENNY, 1995).

As bacteriocinas sdao um grupo heterogéneo de peptideos ou
proteinas sintetizadas ribossomicamente que apresentam agao comprovada
contra diversos micro-organismos (BALCIUNAS et al., 2013; MILLS et al.,
2011; O'SHEA et al.,, 2013; RENYE et al., 2011), podendo inibir a
multiplicagdo de patdgenos, diminuindo assim sua incidéncia em queijos
fabricados com leite cru (ORTOLANI et al., 2010).

Apesar do mecanismo ainda nao ser bem elucidado, dependendo da
quantidade de diacetil produzida por BAL, essa pode ser letal para bactérias
gram-negativas, o que o torna um fator importante na elaboragao de queijos
fabricados com leite cru (PIARD e DESMAZEAUD, 1991).

O conhecimento de caracteristicas fenotipicas de bactérias isoladas
dos QMA ao longo de sua maturagdo pode possibilitar o entendimento do

papel destas na sua seguranga microbioldgica.

1.5. ASPECTOS LEGAIS NA PRODUGAO E COMERCIALIZAGAO
DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

Diversas leis, portarias, resolugdes, instrugcdes normativas e decretos

estado envolvidos na regulamentagao de QA no Brasil (TABELA 1).

Tabela 1. Principais regulamentagdes sobre os Queijos Artesanais

Regulamentagées Titulo

Critérios de funcionamento e de controle
Resolugdo N° 7 (28 de|da produgédo de queijarias para seu
novembro de 2000) relacionamento junto ao servico de
inspecao federal.

Dispde sobre o processo de produgao de
Lei Estadual N°14.185 (31 de | QMA e da outras providéncias, liberando
janeiro de 2002) esse produto para comercializagdo a
partir de 60 dias de maturacgao.
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Decreto N° 44864 (01 de agosto
de 2008)

Altera o regulamento da lei N° 14.185,
permitindo a comercializagdo dos QMA
em periodo inferiores a 60 dias,
entretanto somente dentro do Estado de
Minas Gerais.

Instrucdo Normativa N° 57 (15
de dezembro de 2011)

Critérios adicionais para elaboracdo de
queijos artesanais.

Portaria N° 1305 (30 de abril de
2013)

Estabelece diretrizes para a producgao do
QMA liberando este para comercializagao
por um periodo de maturacio de 17 dias.

Portaria N° 517 (14 de junho de
2002)

Estabelece normas de defesa sanitaria
para rebanhos fornecedores de leite para
producgao de queijo Minas artesanal.

Portaria N° 518 (14 de junho de
2002)

Dispde sobre requisitos basicos das
instalacbes, materiais e equipamentos
para a fabricagdo do QMA.

Portaria N° 523 (3 de julho de
2002)

Dispbe sobre as condigdes higiénico-
sanitarias e Boas praticas na
manipulacao e fabricagcdo do QMA.

A Resolugdo n° 7 do MAPA em 2000 foi primeira regulamentagéo
sobre os QA, estabelecendo-se que a comercializagdo de queijos fabricados
a partir de leite cru seria permitida e regularizada pelo Servigo de Inspecao
Federal (SIF), no queijo submetido ha um tempo minimo de 60 dias de
maturacdo (Brasil, 2000). Porém, o longo tempo de maturagdo imposto
compromete suas caracteristicas sensoriais e sua comercializagdo. Dessa
forma, sem essa exigéncia cumprida, a comercializagdo dos QA deveria ficar
segundo a resolugéo restrita ao estado de Minas Gerais.

Tentando resguardar a tradicdo dos QMA, em 31 de janeiro de 2002,
a Lei estadual n°14.185 foi promulgada com a finalidade de regulamentar a
adequacao e certificagdo das queijarias, porém o periodo minimo de 60 dias
de maturacgao foi mantido (MINAS GERAIS, 2002). Sabendo-se que ocorre a
descaracterizagdao quando o0s queijos sao submetidos a essa longa
maturagao, estudos foram desenvolvidos e os periodos de 17 e 22 dias de
maturagao mostraram-se adequados para a comercializagao dos queijos da
regidgo do Serro (MARTINS, 2006) e Canastra (DORES, 2007),
respectivamente.

O Decreto n° 44864 de 01 de agosto de 2008, que altera o
regulamento da Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, permitiu a

disponibilidade de comercializacdo dos QMA com periodos menores do que
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60 dias de maturacéo, no entanto, o produto poderia circular somente dentro
do Estado de Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2008).

Esse paradoxo resultou numa insatisfacao geral, tanto dos produtores
rurais como dos consumidores e comerciantes em outros estados da
federagcdo. Assim, em 15 de dezembro de 2011, o MAPA publicou a
Instrucdo Normativa N° 57, com a finalidade de diminuir os entraves que
excluem a colocacdo dos QMA no mercado nacional, onde é discutida a
possiblidade de redugao do periodo de maturacgao inferior a 60 dias, desde
gque sua seguranca seja cientificamente comprovada (BRASIL, 2011).

Em 2013, foi aprovada a Portaria N° 1305 liberando o periodo de
maturacdo dos queijos das microrregides do Serro para um minimo de 17
dias e para as microrregides da Canastra, Cerrado, Araxa e Campo das
Vertentes para um minimo de 22 dias, até que novas pesquisas fossem
realizadas para que se diminua ainda mais o tempo de maturagdo, desde
que seja comprovada sua seguranga microbioldgica (IMA, 2013).

Para garantia da qualidade dos QMA, a Portaria N° 1305 exigiu a
implementagdo das BPF e das BPA nas propriedades queijeiras para que
pudessem ser cadastradas ao IMA, e alcangassem assim a qualidade
microbiolégica nos periodos minimos de maturagao estabelecidos. As BPF
sao um conjunto de normas empregadas em produtos, processos, servigos e
edificagdes, visando a promocdo e a certificacdo da qualidade e da
seguranga do alimento (BRASIL, 1997). A sua implementagdo por
produtores rurais € fundamental para melhoria do ambiente e da
manutencdo dos recursos naturais, além de garantir produtos de padrao
mais elevado, aumentando a seguranca e a qualidade de vida das pessoas
que 0s consomem.

As BPA regulam a produg¢ao do queijo Minas artesanal por meio de
trés portarias do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA): Portaria N° 517, de
14 de junho de 2002 que estabelece normas de defesa sanitaria para
rebanhos fornecedores de leite para a produgédo de queijo Minas artesanal;
Portaria N° 518, de 14 de junho de 2002 que dispde sobre requisitos basicos
das instalagdes, materiais e equipamentos para a fabricagao do queijo Minas
artesanal; e Portaria N° 523, de 23 de julho de 2002 que estabelece normas

sobre as condi¢des higiénico-sanitarias e as boas praticas de manipulagao e
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fabricacéo.

De acordo com a Portaria N° 518 uma série de adaptagdes foram
sugeridas a fim de adequar a producdo dos QMA a legislacéo brasileira,
principalmente no que tange a natureza dos equipamentos utilizados a sua
producdo, originalmente em madeira e entdo substituidos por materiais
como fibras de vido, polipropileno, aco inox, dentre outros. No entanto,
segundo os produtores, essas alteragbes tém contribuido para a
descaracterizagao do produto e falhas no processo, principalmente na etapa
de dessoragem.

Na tentativa de eliminar o problema da diminuicido da sinérese dos
queijos, alguns produtores passaram a utilizar o proprio queijo na forma de
‘rala” como fermento, que consiste em um queijo maturado, produzido em
um lote anterior, ralado, substituindo entdo o “pingo”, resultando agora em
um produto com dessoramento adequado.

Embora a implementacdo da “rala” tenha resolvido o problema
tecnolégico durante a fabricagao desses queijos, a utilizagdo de um fermento
nao estudado e que nao faz parte do “saber e fazer” tradicional dos QMA da
regido pode levar a alteragbes em sua qualidade final, principalmente no que

tange a qualidade microbioldgica.

2. OBJETIVOS

21. OBJETIVO GERAL

Verificar o impacto do fermento enddgeno utilizado na qualidade e no
tempo de maturacdo de queijo Minas Artesanal (QMA) produzido em
propriedades cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), na

regiao do Serro-MG.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

i) Detectar e/ou quantificar os micro-organismos indicadores de

seguranga em amostras de agua, pingo e leite destinados a
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producao dos QMA, assim como no produto acabado ao longo de 60

dias de maturacéo;

ii) Determinar o tempo minimo de maturagdo (utilizando como
parametro a contagem maxima de Staphylococcus aureus permitida
pela legislagdo vigente) necessario para atingir a seguranca
microbioldgica dos QMA produzidos com diferentes tipos de

fermentos;

i) Avaliar o tipo de fermento utilizado sobre as caracteristicas

microbioldgicas, fisicas, fisico-quimicas e de textura dos QMA;

iv) Avaliar o efeito do tipo de fermento utilizado sobre o perfil de

bactérias laticas dos QMA produzidos na regido do Serro-MG;
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CAPIiTULO 2
METODOLOGIA UTILIZADA

1. PROCESSO DE FABRICAGAO DOS QUEIJOS

Foram estudadas 12 unidades produtoras de queijo Minas artesanal
cadastradas ao Instituto Mineiro de Agropecuaria e localizadas na regiao do
Serro-MG, sendo que 4 utilizaram o “pingo” e 8 utilizaram a “rala” como
fermento na fabricagdo dos queijos. A producao ocorreu no periodo da seca
(julho).

Para a produgao dos queijos seguiu-se a tecnologia apresentada na
Figura 3. Em todas as bateladas somente o queijeiro participou do processo,
no intuito de manter a padronizagcdo e minimizar contaminacdes e variaveis
que poderiam influenciar nas caracteristicas dos mesmos.

Para a fabricagao dos queijos foram utilizados em média de 100 litros
de leite cru ordenhado mecanicamente e filtrado em coadores de ago inox
(I). Ao leite ja transferido para o tanque de fabricagdo (ago inox) foram
adicionados 7 mL de coalho (marca Bela 31 Vista® - coalho liquido BV —
1:3.000) e fermento enddgeno (150 gramas de “rala” ou 500 mL de “pingo”)
(I1). O tempo médio de coagulacéo foi de 45 minutos (lll). Em seguida a
massa foi cortada utilizando-se uma pa de acgo inox (IV) para obtengcao de
graos menores e agitada lentamente por 20-30 minutos para permitir a
dessoragem da massa (V). Posteriormente os queijos foram enformados (VI)
e a prensagem foi realizada por compressdo da massa utilizando-se as
maos (VII). A salga a seco foi feita utilizando-se sal grosso em um dos lados
e apo6s doze horas, o lado posterior (VIIl). No dia seguinte (segundo dia de
fabricagdo), os queijos foram retirados das formas, embalados e
transportados em caixas térmicas para serem maturados pro 60 dias no
Laboratério de Culturas Lacteas (LCL) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa (UFV) (IX) (FIGURA 6).
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Figura 6. Processo de fabricagao do queijo Minas artesanal.

2. AMOSTRAGEM E CONDIGOES DE MATURAGAO

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (protocolo numero
611.817).

Amostras de agua, leite e fermento (“pingo” ou “rala”’) de cada
propriedade amostrada foram coletadas em recipientes esterilizados, sendo

mantidas refrigeradas até o momento das analises.
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Apo6s dois dias de fabricagdo, ao completar a salga, um queijo de
cada uma das propriedades amostradas foi coletado e analisado
imediatamente. Mais seis queijos de cada unidade produtora foram mantidos
nas mesmas por um periodo maximo de seis dias (durante o periodo de
coleta), quando entdo foram transportados para a Universidade federal de
Vigosa e maturados na condicdo ambiente (23 — 25 °C e UR 62 %), sem
embalagem e em prateleiras de madeira ao longo de 60 dias, reproduzindo-
se as condi¢des de maturagcao desses queijos nas propriedades de origem.
Nos dias 8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturagdo um queijo de cada
propriedade foi submetido as analises fisico-quimicas, fisicas e

microbioldgicas, totalizando 84 unidades amostrais.

3. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiolégicas foram realizadas para as amostras de
leite, fermento (“pingo”/“rala”) e agua logo apds a coleta e para as amostras
de queijos nos periodos 2, 8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturagao
(TABELA 1).

Tabela 1. Analises microbiologicas realizadas em amostras de agua, leite,

fermento e queijo

Amostra

Grupo microbiano Agua Leite Fermento Queijo Referéncia
- - WEHR e FRANK,
Mesofilos aerdbios X 2004
FUnos X WEHR e FRANK,
g 2004
Coliformes totais e X X X X WEHR e FRANK,
Escherichia coli 2004
Staphylococcus aureus X X X X AOAC, 2001
Salmonella spp. X X X X AOAC 2014.01
Listeria monocytogenes X X X X AOAC Licenca

995.22

Para analise dos queijos, 25 g de cada amostra foram
homogeneizadas em 225 mL (diluigdo 10™") de solugao salina-triptona estéril,
com o auxilio de um stomacher (JP Selecta, Espanha) por 1 minuto. Foram

realizadas em seguida diluicdes sucessivas de 102 a 10" em tubos estéreis
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contendo 9 mL de solucdo salina-triptona estéril. Aliquotas dessas diluicdes
foram inoculadas em Pour Plate ou Spread Plate, seguidas de incubacao de
acordo com as exigéncias de cada grupo. Os plaqueamentos foram
realizados em duplicatas para cada diluicdo. Para contagem foram
consideradas as placas que apresentaram contagem entre 25-250 colbnias.
No caso da utilizagdo de Petriflms a contagem considerada foi de 15-150
colonias.

Para anadlise do leite, agua e fermento o mesmo procedimento foi
realizado, porém a primeira diluicao realizada utilizando-se 1 mL da amostra

em 9 mL de solugao salina-triptona estéril.

3.1. Enumeragdo de micro-organismos mesoéfilos aerdbios e

anaerobios facultativos

A contagem padrdo de micro-organismos mesofilos aerdbios e
anaerobios facultativos foi realizada empregando-se a técnica “Pour Plate”
(plagueamento em profundidade) em placas de Petri, utilizando o meio Plate

Count Agar (PCA), seguida de incubagao a 35 + 1 °C por 48 horas.

3.2. Enumeragao de fungos filamentosos e nao filamentosos

A contagem padrao de fungos filamentosos e nao filamentosos foi
realizada empregando-se a técnica “Spread Plate” (plaqueamento em
superficie) em placas de Petri com a utilizagcdo do meio Potato Dextrose
Agar (PDA), acidificado com 1 % (v/v) de acido tartarico 10 % (m/v) (pH 3,5),

seguida de incubagado a 25 + 1 °C por 3 a 5 dias.

3.3. Enumeracgao de coliformes totais e Escherichia coli

Para a enumeracgao de coliformes totais e Escherichia coli foi utilizada
a placa Petrifilm para coliformes totais e E. coli (PetriflmTM EC). As placas
foram incubadas a 35 °C + 1 °C por 24 - 48 horas. A leitura das placas foi
realizada apos 24 e 48 horas de incubacao para enumeracao de coliformes

totais e E. coli respectivamente.
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3.4. Enumeracao de Staphylococcus aureus

Para a enumeragao dessa bactéria foi utilizada a placa Petrifiim para
S. aureus (PetriflmTM Staph Express). As placas foram incubadas a 35 °C %

1 °C por 24 + 2 horas para enumeragao das colbnias tipicas.

3.5. Deteccao de Listeria monocytogenes

A detecgao de L. monocytogenes nos queijos foi realizada utilizando-
se o teste Listeria Visual Immunuassay (VIA) (AOAC Licenca 091201), de
acordo com os procedimentos determinados pelo distribuidor. Foi utilizada

para controle positivo do kit a estirpe ATCC 15313 (Listeria monocytogenes).

3.6. Deteccao de Salmonella sp.

A deteccao de Salmonella sp. nos queijos foi realizada utilizando-se o
teste Salmonella Express (SALX) (AOAC Licenca 2014.01), de acordo com
os procedimentos determinados pelo distribuidor. Foi utilizada para controle
positivo do kit a estirpe ATCC 13076 (Salmonella enteritidis).

3.7. Isolamento de bactérias laticas

Amostras de queijos com 2, 8, 15, 22 e 29 dias de maturagao foram
plaqueadas conforme descrito no item 4.3 utilizando-se os meios MRS, de
Man Rogosa Sharpe (MRS, Merck, Darmstad, Alemanha) e M17 (Oxoid,
Hampshire, England), seguida de incubagdo a 37 °C e 30 °C
respectivamente. Coldnias foram selecionadas de forma randomizada a
partir das placas (cuja contagem estivesse entre 30 e 300 colbnias). Os
isolados foram mantidos a -80 °C em caldo MRS ou M17 contendo 15 %
(v/v) de dlicerol. Os mesmos foram também mantidos a -80 °C em leite
desnatado reconstituido (LDR) 10 % (m/v). A ativacéo foi realizada através
do duplo cultivo nos respectivos caldos e mantidos a 30 °C (M17) e 37 °C
(MRS) durante 24 horas.
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3.8. Analise das caracteristicas fenotipicas dos isolados

Os isoladas foram submetidas a coloragao de Gram (TORTORA et al.,
2000) e teste de catalase (HOLDEMAN et al., 1987). Todos foram
considerados para as analises posteriores para conhecimento de
propriedades como: capacidade de acidificacdo, produgao de diacetil,
formagcdo de exopolissacarideos, tolerancia ao sal e atividade

antimicrobiana.

3.8.1. Capacidade de acidificagcao

Os isolados obtidos dos meios MRS e M17 foram semeados nos
respectivos caldos e incubados respectivamente a 37 °C e 30 °C por 24
horas. Aliquotas 1 % (v/v) foram inoculadas em 10 mL de LDR 10 % (m/v) e
em seguida incubadas nas respectivas temperaturas por 6 horas. O pH foi
mensurado apos 6 horas de incubagao utilizando phmetro. A taxa de
acidificagédo calculada utilizando a variagdo do pH (pH = pH tempo zero — PH
tempo 6)- OS valores de pH ap6s 6 horas (pHg) foram usados para comparar a
atividade de acidificacao entre as cepas (MORANDI et al., 2011; PSONI et
al., 2007).

3.8.2. Producao de diacetil

Aliquotas 1 % (v/v) de cada isolado foram inoculadas em 10 mL de
MRS/M17 e incubadas a 30 °C (M17) 37 °C (MRS) por 24 horas. Logo apos,
a 1 mL de cada suspensdo foi adicionado 0,5 mL de a-naftol 1 % ( m/v) e
KOH 16 % (m/v) e incubadas a 30 °C (M17) e 37 °C (MRS) por 10 minutos.
A producédo de diacetil foi determinada pela formacao de anel lildas no topo
dos tubos (DAL BELLO et al., 2012; KING, 1948).

3.8.3. Formacao de exopolissacarideos

Aliquotas 1 % (v/v) de cada isolado foram inoculadas em 10 mL de
MRS e incubadas a 30 °C (M17) e 37 °C (MRS) por 24 horas. A formagao de
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exopolissacarideos foi determinada de forma qualitativa pela mensuracao do
grau de formacéo de fio (COGAN, 1996; DAL BELLO et al., 2012).

3.8.4. Resisténcia a diferentes concentragoes de NaCl

Para avaliar a resisténcia dos isolados a diferentes concentragdes de
NaCl, aliquotas de 1 mL das culturas foram inoculadas em 10 mL do caldo
(MRS/M17), com diferentes concentragdes de NaCl: (0,0; 2,0 e 6,0 % (m/v).
Em seguida, as placas foram incubadas a 30 °C (M17) e 37 °C (MRS) por 24
horas. Apos a inoculagédo e apds a incubagéo, a densidade 6tica (OD s50nm)
das culturas foi mensurada utilizando espectrofotémetro. O potencial de
multiplicagdo das culturas nas diferentes concentragdes de NaCl foi avaliada
pela diferenca das OD registradas nas duas leituras. (DAL BELLO et al.,
2012).

3.8.5. Atividade antimicrobiana

Os isolados previamente ativados em caldo MRS foram inoculados
com o auxilio de uma agulha de repicagem descartavel estéril na superficie
de placas contendo 20 mL de agar MRS (1,5 %). Conseguinte as placas
foram incubadas a 37 °C/ 24 h. Apds formacao de colbnias visiveis, 10 mL
de agar semissolido BHI (0,7 %), contendo cerca de 10° UFC.mL™" do micro-
organismo indicador foram vertidos sobre a placa. Apés refrigeragao por 12
horas as placas foram incubadas a 37 °C/ 24 h (FLEMING, 1975). A
atividade antagonista foi verificada pela formagao de zonas claras ao redor
das colbnias, medidas manualmente com auxilio de uma régua. Os micro-
organismos patogénicos utilizados foram: Staphylococcus aureus (ATCC
13565), Escherichia coli (ATCC 11229), Salmonella enteristidis (ATCC
13076) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313).

4. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As analises fisico-quimicas descritas as seguir foram realizadas para

0S queijos nos tempos 2, 8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturagéo.
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41. Determinacao da acidez titulavel, gordura, umidade, extrato seco

total e cloretos

As determinagbes da acidez titulavel, gordura, umidade, extrato seco
total e cloretos foram realizadas segundo os métodos oficiais descritos na
Instrucdo Normativa n° 68, Métodos Analiticos Oficiais, Fisico-Quimicos,
para controle de leite e produtos lacteos, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL,
2006).

4.2. Determinagao do pH

Para a determinacédo do pH dos queijos foi utilizado o medidor de pH

digital portatil da marca Tecnal, modelo pH Meter-102.

4.3. Determinacgao de gordura no extrato seco

A determinagéo do teor de gordura no extrato seco foi realizada de
modo indireto, por meio da razdo entre o teor de gordura e o teor de extrato
seco total do queijo, como descrito na seguinte formula (PEREIRA et al.
2001):

0,

% GES = % ES
0

x 100

Sendo,

% GES: teor de gordura no extrato seco em % (m/m);

% G: teor de gordura da amostra em % (m/m);

% ES: teor de extrato seco total da amostra em % (m/m).

4.4. Determinagao da atividade de agua (Aw)

A determinacdo da atividade de agua (Aw) foi feita utilizando-se
medidor digital Aqualab (Decagon 3TE, Decagon Dewires Inc., USA).
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4.5. Determinacao de nitrogénio total, nitrogénio soluvel em pH 4,6 e

nitrogénio soluvel em acido tricloroacético (TCA) 12 %

As analises de nitrogénio total (NT), nitrogénio soluvel (NS) em pH 4,6
e NS em TCA 12 % (m/v) foram determinadas pelo método Kjeldhal,
segundo a técnica descrita pela International Dairy Federation 20b (IDF -FIL,
1993).

4.6. Determinacdo de proteina total, extensao de maturagcao e

profundidade de maturacao

A proteina total (PT) foi determinada de modo indireto, multiplicando-
se o percentual de NT pelo fator 6,38, indicado para proteina derivada de
leite (SILVA e QUEIROZ, 2005).

A extensdo de maturagao (EM) foi calculada indiretamente por meio
da razdo entre a percentagem de NS em pH 4,6 (NS pH 4,6) e NT,
multiplicando-se o resultado por 100 (WOLFSCHOONPOMBO, 1983).

A profundidade de maturagdo (PM) também foi quantificada de forma
indireta, por meio da razédo entre a percentagem de NS em TCA 12 % (m/v)
(NS TCA 12 %) e NT multiplicando-se o resultado por 100 (WOLFSCHOON-
POMBO, 1983).

5. ANALISES FiSICAS
5.1. Altura e didmetro

As andlises de altura e didmetro dos queijos artesanais foram
realizadas momentos antes das analises fisico-quimicas e microbioldgicas
nos tempos 2, 8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturagcdo. A altura e o
didmetro dos queijos foram quantificados com auxilio de um paquimetro.

5.2. Analise colorimétrica

A analise da cor instrumental foi realizada para os queijos nos tempos
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2,8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturacdo A determinacéao foi realizada em
colorimetro Konica Minolta, modelo CECF-9, utilizando o sistema CIELAB
(CIE, 1986). No espaco colorimétrico CIELAB, definido por L*, a*, b* a
coordenada L* corresponde a Iuminosidade, as coordenadas a*
correspondem a cromaticidade verde (-) e vermelho (+) e as coordenadas b*
correspondem a cromaticidade azul (-) e amarelo (+) (PATHARE et al,
2013).

As medigdes foram realizadas em trés pontos aleatérios, na superficie

(casca) e massa interna dos queijos, com trés repeticoes.

Para a determinacdo do indice de saturacdo (C*) foi utilizada a

férmula a seguir:

C* = a? + b?

Para a determinagcdo do angulo de tonalidade (H°) foi utilizada a

férmula a seguir:

b* 2
H' = arctan (—*)
a

6. ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA

A analise do perfil de textura (TPA) foi realizada para os queijos nos
tempos 2, 8, 15, 22, 29, 36 e 60 dias de maturagdo. Para a realizagao da
analise foi utilizado o aparelho Universal de Testes Instron (Modelo 3367,
Instron Ltd., Norwood, Massachusetts,EUA).

Foram retirados trés cubos (20 x 20 x 20 mm) em cada amostra de
queijo e submetido as seguintes condi¢cdes de analise: probe (55 mm),
compressdo em dois tempos a uma distancia de 10 mm e velocidade de
compressdo 1mm s’ (AWAD, 2006). As resisténcias exercidas pelas
amostras foram automaticamente registradas e a adesividade,
mastigabilidade, coesividade e elasticidade foram calculadas pelo software
Blue Hill 2.0 (Instron - Norwood, Massachusetts, EUA), utilizando dados de

forga (N) x tempo (s) obtidos durante os ensaios, em trés repeti¢des.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Para analise dos resultados fisicos e fisico-quimicos foi utilizado o
programa SigmaPlot v.11, no qual foi realizado o teste t de Student. O nivel
de significancia considerado foi de p < 0,05. Para os resultados
microbiolégicos foi realizada analise de regressao em fungédo do periodo de
maturacgao utilizado o programa SAS 9.3 (Statistical Analysis System) (UFV,
Vigosa, Minas Gerais, Brasil), cujos coeficientes foram testados pelo teste t

até 5 % de significancia.
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CAPIiTULO 3

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE BACTERIAS DO ACIDO LATICO
PREDOMINANTES NO QUEIJO MINAS ARTESANAL FABRICADO COM
PINGO E RALA

Resumo

A fim de verificar diferenca nas caracteristicas de bactérias isoladas a partir
de queijos fabricados com diferentes tipos de fermentos, 200 isolados de
queijo Minas artesanal da regido do Serro-MG foram analisados, onde 100
foram obtidos do queijo fabricado com o fermento tipo “pingo” e 100 a partir
do queijo fabricado com o fermento tipo “rala”. Os isolados foram coletados
dos queijos nos periodos de maturagao de 2, 8, 15, 22 e 29 dias, onde foram
submetidos a testes morfolégicos e fenotipicos. De acordo com a morfologia
celular dois grupos foram obtidos: cocos (56,50 %) e bacilos (43,50 %). Os
isolados obtidos a partir do queijo fabricado com o “pingo” apresentaram
maior capacidade de acidificacdo quando comparados com aqueles obtidos
do queijo fabricado com a “rala”. Somente 6 isolados (oriundos dos queijos
fabricados com o “pingo”), produziram exopolissacarideo e todos eles,
independente do tipo de fermento utilizado, foram capazes de crescer nas
concentragdes de NaCl testadas (2,0 e 6,0 %). Com relagdo a produgéao de
diacetil, 66 % dos isolados obtidos do queijo fabricado com a “rala”
produziram esse composto, enquanto somente 25 % dos isolados do queijo
fabricado com o “pingo” apresentaram essa capacidade De maneira geral,
um maior numero de isolados obtidos a partir do queijo fabricado com
“pingo” apresentaram antagonismo contra os micro-organismos patogénicos
testados: Listeria monocytogenes (82 %), Staphylococcus aureus (73 %),
Escherichia coli (66 %) e Salmonella enteristidis (36 %). Os isolados obtidos
dos queijos fabricados com os diferentes tipos de fermentos apresentaram
caracteristicas distintas que podem influenciar na qualidade, maturacao e

seguranga microbioldgica do produto final.

46



1. INTRODUGAO

O queijo Minas artesanal (QMA) é definidko como o queijo
confeccionado a partir do leite de vaca integral, fresco e cru, retirado e
beneficiado na propriedade de origem com a utilizagdo de um fermento
enddgeno (FE) tradicional conhecido como “pingo” (MINAS GERAIS, 2002).

O “pingo” é o soro fermentado coletado na produgéo do dia anterior,
oriundo dos queijos durante o processo de salga seca. E utilizado para
direcionar a fermentacdo dos préximos queijos que serdo produzidos e
substituem os fermentos industriais (DORES e FERREIRA, 2012; MINAS
GERAIS, 2002). Esse fermento carreia uma diversidade de micro-
organismos oriundos principalmente do leite cru, com predominancia de
bactérias do acido latico (BAL), onde se destacam os géneros Lactococcus
spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Leuconostoc spp.,
Streptococcus spp., Pediococcus spp., Weisella spp., (CASALTA et al.,
2009; ERCOLINI et al., 2009; FRANSIOSI et al., 2009; MARTINS et al.,
2014; TORMO et al.,, 2011), além de ja terem sido isoladas algumas
bactérias dos géneros Propionibacterium spp., Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp. e Brevibacterium spp., fungos filamentosos e nao
filamentosos (CASALTA et al., 2009; GAYA et al., 1987; MASOUD et al.,
2011; TORMO et al., 2011).

As bactérias presentes no leite cru, no “pingo” e posteriormente nos
QMA contribuem para sua inocuidade (COELHO et al., 2014; MARTINS et
al., 2014) e caracteristicas sensoriais peculiares (EL GALIOU et al., 2013;
MACEDO et al., 2004) devido a caracteristicas como: producao de acidos
organicos (JAY, 2005), produgcdo de diacetil e acetaldeido (JAY, 1992,
PIARD e DESMAZEAUD, 1991), producdao de exopolissacarideos (EPS)
(DENNY, 1995), atividade antagonista (DAL BELLO et al., 2012; O'BRYAN
et al., 2016), producao de bacteriocinas (COELHO et al., 2014; NESPOLO e
BRANDELLI, 2010), producdo de lipases e proteases (EL GALIOU et al.,
2013; SETTANNI e MOSCHETTI, 2010), dentre outros.

Algumas alteragdes no processo de fabricacdo dos QMA tém sido
sugeridas pela legislagéo brasileira desde 2002 (IMA, 2002), dentre elas a

substituicdo de bancadas, formas e pas de madeira por materiais de mais
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facil higienizagdo como polipropileno e ag¢o inox. Essas modificagcdes
trouxeram alteragbes nas caracteristicas finais desses queijos que passaram
a nao dessorar adequadamente, apresentando ao final do processo uma
textura muito macia, que nao é aceito pelo comércio local. Na tentativa de
remediar essa situagdo, os produtores passaram a utilizar como FE a “rala”,
produto ralado, obtido a partir de um queijo ja maturado, que quando
utilizado origina um produto mais firme, com textura desejada para
comercializacio.

A modificagcdo do FE, embora resolva o problema tecnolégico ao
longo do processo de fabricagdo desses queijos, pode acarretar em
alteragdes importantes em suas caracteristicas finais, sejam elas sensoriais,
fisico-quimicas ou microbioldgicas, pois ao contrario da microbiota presente
no “pingo”, ndo se sabe ao certo quais bactérias predominam na “rala”, bem
como as caracteristicas que estas apresentam.

Dessa forma, esse estudo teve como objetivo comparar as
caracteristicas morfoldgicas e fenotipicas de BAL predominantes nos QMA

fabricados com “pingo” e “rala” na regido do Serro-MG.

2. MATERIAL E METODOS

Foram estudadas 2 unidades produtoras de QMA localizadas na
regidao do Serro-MG onde cada propriedade utilizou um tipo de FE para a
fabricacao dos queijos (“pingo” ou “rala”).

Cinco queijos oriundos da mesma fabricagdo de cada propriedade
foram coletados apds dois dias de fabricacao, totalizando 10 amostras. Ao
completar a salga, um queijo de cada produtor foi analisado imediatamente
ap6s a coleta representando o segundo dia de fabricacdo e os demais
maturados na condigdo ambiente (23 °C e UR 62 %) sem embalagem e em
prateleiras de madeira ao longo de 29 dias, mimetizando as condi¢des reais

de maturagao desses queijos nas propriedades.

2.1. Isolamento de bactérias laticas

Amostras dos queijos nos periodos 2, 8, 15, 22 e 29 dias foram
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solubilizadas, diluidas e a solugdo foi plaqueada utilizando-se os meios
MRS, de Man Rogosa Sharpe (MRS, Merck, Darmstad, Alemanha) e M17
(Oxoid, Hampshire, England), seguida de incubacdo a 37 °C e 30 °C
respectivamente. Colbnias foram selecionadas de forma randomizada a
partir das placas (com contagem entre 30 e 300 colénias). Os isolados foram
mantidos a - 80 °C em caldo MRS ou M17 contendo 15 % (v/v) de glicerol.
Os mesmos foram também mantidos a - 80 °C em leite desnatado
reconstituido (LDR) 10 % (m/v). A ativacéo foi realizada através do duplo
cultivo nos respectivos caldos e mantidos a 30 °C (M17) e 37 °C (MRS)
durante 24 horas.

Para cada amostra de queijo analisado em cada periodo foram
obtidas 10 colénias a partir do meio MRS e 10 colbnias a partir do meio M17,
totalizando 200 isolados, 100 provenientes do queijo fabricado com o “pingo”

e 100 do fabricado com a “rala”.

2.2. Andlise das caracteristicas fenotipicas dos isolados

Para cada isolado foi realizada anadlise das caracteristicas
morfoldgicas (coloracdo de Gram) (TORTORA et al., 2000), capacidade de
producao de catalase (HOLDEMAN et al., 1987), capacidade de acidificacao
(PSONI et al., 2007), produgcédo de diacetil (KING, 1948), formacdo de
exopolissacarideos (COGAN, 1996), tolerancia a NaCl (DAL BELLO et al.,
2012) e atividade antimicrobiana (FLEMING, 1975).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao geral dos isolados

Um total de 200 isolados foram obtidos a partir das amostras de QMA
fabricados com “pingo” (100 isolados) e “rala” (100 isolados) (TABELA 1).
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Tabela 1. Numero de isolados obtidos dos queijos Minas artesanal

fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de 29 dias de maturagao

Tempo de maturagao (dias)
2 8 15 22 29 Total
MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17 MRS M17

Tipo de

queijo

Pingo 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100
Rala 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 100

Total 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 200

Dos 200 isolados somente dois foram classificados como catalase
positivos, sendo um obtido do meio MRS com 15 dias de maturagéo oriundo
do queijo fabricado com “pingo” e um isolado obtido do meio M17 do queijo
fabricado com “rala” com 8 dias de maturagdo (material complementar). De
acordo com a morfologia celular os isolados foram divididos em cocos (56,50
%) e bacilos (43,50 %) (material complementar), e todos foram considerados

para as analises posteriores.

3.2. Capacidade de acidificagcao

A capacidade de acidificacdo dos isolados apds 6 horas de incubagao
levou a classificacdo desses em trés grupos (PSONI et al., 2007): classe |
(alta capacidade de acidificacdo, com um decréscimo do pH em duas
unidades ou mais); classe |l (capacidade de acidificagdo média, com
decréscimo do pH variando entre 1,5 e 1,9 unidades) e classe lll (baixa
capacidade de acidificacdo, com decréscimo do pH inferior a 1,5 unidades
(TABELA 2).
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Tabela 2. Numero de isolados (M17 e MRS) obtidos dos queijos Minas

artesanal fabricados com “pingo” e “rala”, classificados como alta capacidade

de acidificagdo (classe |), média capacidade de acidificacdo (classe Il) e

baixa capacidade de acidificacdo (classe Ill) ao longo de 29 dias de

maturacao
Tempo de Numero de isolados
Meio de Tipode maturagao
isolamento queijo (dias) Classel Classell Classelll

2 9 - 1

8 - 3 7
Pingo 15 - - 10
22 - - 10
17 29 - - 10

2 - 6 4

8 - 1 9
Rala 15 - - 10
22 - - 10
29 - - 10

2 6 4 -

8 8 2 -
Pingo 15 - - 10
22 - - 10
MRS 29 - - 10
2 - 3 7

8 - 2 8
Rala 15 - - 10
22 - - 10
29 - - 10

A producédo de acido durante a fermentacéo do leite é crucial para a

fabricacdo dos QMA e a taxa de acidificagcao ira depender de fatores como

estocagem do leite,

temperatura em que ocorre a fermentacdo e

principalmente caracteristicas das bactérias presentes no fermento utilizado
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(MARTINS et al., 2014; MONTEL et al., 2014).

Os isolados obtidos dos queijos com 2 dias de fabricagdo foram
aqueles que apresentaram maior capacidade acidificante. Nesse periodo a
maioria dos isolados obtidos do queijo fabricado com “pingo” foram
classificados como alta capacidade de acidificacdo, sendo que os isolados
coletados nesse mesmo periodo a partir do queijo fabricado com a “rala”
apresentaram menor capacidade de produzir acido.

Apos 8 dias de maturagdo os isolados que apresentaram maior
capacidade de produzir acido foram aqueles obtidos do queijo fabricado com
“pingo” e a partir do meio MRS. Ja os isolados obtidos do meio M17 nesse
mesmo periodo para esses queijos apresentaram em sua maioria baixa
capacidade de produgao. Os isolados do queijo fabricado com a “rala” nesse
periodo para ambos os meios foram classificados como média e baixa
capacidade acidificante.

No inicio da fabricagcdo dos QMA ha uma predominancia de bactérias
“starters” ou fermentadoras que realizam o desdobramento da lactose com a
producdo de acido latico, processo esse importante dentre outros, para a
inibicdo de micro-organismos patogénicos (DELORME, 2008). Além disso, a
diminuic¢ao inicial do pH devido a presenca de acido ajusta o meio para a
multiplicagcdo de bactérias que irdo predominar durante a maturagao e que
sao responsaveis por diversos processos bioquimicos como lipdlise e
protedlise (SETTANNI e MOSCHETTI, 2010).

Apods 2 e 8 dias de maturagao os isolados obtidos do QMA fabricado
com “pingo” apresentaram uma maior capacidade de acidificagdo quando
comparado com os isolados obtidos do queijo fabricado com a “rala”.
Nenhum isolado obtido do queijo fabricado com esse fermento apresentou
alta capacidade de produzir acido. Essa situacado pode estar relacionada as
caracteristicas das estirpes predominantes em cada tipo de fermento
utilizado, que consequentemente predominardao nos queijos no inicio de sua
elaboracao e nos primeiros dias de maturacéo.

O “pingo” apresenta um balanco adequado de BAL startes quanto
non-starter lactic acid bactéria (NSLAB). (DORES e FERREIRA, 2012). As
bactérias starters sdo as responsaveis pela reducgao inicial do pH do leite

devido a maior e mais rapida producdo de acido e sdo representadas
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basicamente pelos géneros Lactobacillus spp., Lactococcus spp. € a espécie
Streptococcus thermophilus (ROBINSON, 2002). Ja a “rala”, por ser oriunda
do proéprio queijo ralado e maduro (aproximadamente 8 dias), apresenta uma
maior quantidade de bactérias NSLAB, que predominam nessa fase de
maturagcdo atuando com enzimas como proteases, peptidades e lipases
sendo representadas principalmente pelos géneros Lactobacillus spp.,
Enterococcus spp e Pediococcus spp. (BROADBENT et al., 2016;
SETTANNI e MOSCHETTI, 2010). Algumas dessas espécies nao
apresentam a caracteristica de produzirem grande quantidade de acido no
meio.

O queijo fabricado com o “pingo” por apresentar uma predominancia
de bactérias com alta capacidade de produzir acido pode apresentar maior
eficiéncia na eliminagdo de micro-organismos indesejaveis em sua fase
inicial de producdo e maturacdao. A producido de acido por esses isolados
contribui para a seguranga microbiologica desses queijos tanto em fungao da
diminuicdo do pH, ja que determinados micro-organismos patogénicos sao
sensiveis a baixos valores deste (ANDRADE, 2008), tanto devido a presenca
do acido produzido e presente na forma nio dissociada que depende por
sua vez do pH do meio (JAY, 2005). A inibicdo do crescimento microbiano
por acidos fracos tem sido atribuida a varias causas como rompimento de
membranas, estresse associado ao pH intracelular e acumulo de anions
téxicos (ADAMS, 1999). Além disso, a presenga de bactérias com essa
caracteristica contribui para uma mais rapida coagulacao do QMA durante a
fermentacao.

Os isolados obtidos de ambos os queijos e ambos os meios (MRS e
M17) a partir do décimo quinto dia de maturagédo foram classificados como
baixa capacidade acidificante. Esse fato ja era esperado devido a
predominancia de bactérias maturadoras (NSLAB) presentes nessa fase.

Comparando-se os isolados obtidos em diferentes meios de cultura,
podemos observar que no queijo fabricado com o “pingo” houve uma
modificacdo na capacidade dos isolados em produzir acido apés 2 e 8 dias.
Com dois dias de fabricacdo observa-se que as bactérias com alta
capacidade de acidificacdo foram aquelas obtidas do meio M17, e com o

passar do tempo, ou seja, apds 8 dias de maturagdo, quem apresentou essa
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caracteristica foram aqueles isolados a partir do meio MRS. Isso pode ser
explicado pelas caracteristicas de BAL selecionadas em cada meio de
cultura e em cada periodo. O meio MRS seleciona preferencialmente BAL
classificadas como bacilos, ja o M17 aquelas classificadas como cocos
(ASHRAF e SHAH, 2011). No inicio da fabricagdo dos QMA houve uma
predominéncia de cocos com alta capacidade de acidificagdo por
apresentarem capacidade de desdobrar a lactose em meio basico (pH do
leite) (DIEZHANDINO et al., 2015; HASSAN e FRANK, 2001). Apos 8 dias
de fabricagao esse processo se inverte, e observa-se uma maior capacidade
de produzir acido pelos isolados obtidos do meio MRS, ou seja, possiveis
bacilos, por serem capazes de desdobrar a lactose em meios com valores
de pH mais baixo (DIEZHANDINO et al., 2015; HASSAN e FRANK, 2001;
PICON et al., 2016), momento em que foram coletados nos queijos. Ao
mesmo tempo, nesse periodo, os isolados obtidos a partir do meio M17 nao

apresentaram essa caracteristica.

3.3. Producgao de exopolissacarideos

Apenas 6 dos 200 isolados obtidos foram capazes de produzir
exopolissacarideo (EPS) (FIGURA 1), ambos oriundos a partir do meio MRS
e do queijo fabricado com “pingo” (TABELA 3).

Figura 1. Produgao de exopolissacarideo (EPS) pelos isolados obtidos do

queijo Minas artesanal do Serro-MG.



Tabela 3. Relacdo dos isolados obtidos do queijo Minas artesanal fabricado

com “pingo” com resultado positivo para a produgéo de exopolissacarideo

Isolado Meio de isolamento Caracteristica do isolado
P1T2-1* MRS bacilo, gram positivo
P1T2-3 MRS coco, gram positivo
P1T8-3 MRS bacilo, gram positivo
P1T15-5 MRS bacilo, gram positivo
P1T22-3 MRS bacilo, gram positivo
P1T29-3 MRS bacilo, gram positivo

*identificagao do isolado; P: identificagdo do produtor; T: periodo de

maturacao (dias);

Dados sobre isolados de BAL produtoras de EPS oriundos de QMA
sdo escassos na literatura. Dertli et al. (2016) analisaram 47 cepas de BAL
oriundas de trigo turco e verificaram que todas apresentavam o gene para a
producdo de EPS. Ja Dal Bello et al. (2012) ndo encontrou nenhuma
bactéria produtora de EPS das 20 BAL obtidas de produtos fermentados.

EPS séao secretados pelas células bacterianas formando uma camada
protetora que pode auxiliar na adesao da célula a superficies, a concentrar
nutrientes, evitar a dessecacgéo, evitar o contato com o hospedeiro, proteger
contra moléculas toxicas, além de possuir funcéo de protecdo em ambientes
naturais contra a fagocitose, acdo de antibiéticos ou condi¢gdes adversas
como, por exemplo, o estresse osmotico. (DENNY, 1995).

O ambiente natural das BAL ao longo do processamento e maturagao
dos QMA favorece a producdo de EPS devido a presenca de elevadas
concentracdes de NaCl. A presenca de bactérias com essa caracteristica no
queijo fabricado com “pingo” ao longo de toda a maturacdo é um fator
importante que confere a elas sobrevivéncia. Esse aspecto pode ainda
conferir uma seguranga adicional a esses queijos, pois essas bactérias
podem se sobressair no meio, ao mesmo tempo em que, outras indesejaveis
que nao apresentam essa caracteristica sejam eliminadas.

Além disso, quando devidamente identificadas e caracterizadas,
essas culturas poderiam ser utilizadas na fabricagdo de queijos (CAGNO et
al., 2014; NEPONUCENO et al., 2016) e iogurtes (GENTES et al., 2016),
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melhorando textura e funcionalidade.

Embora a producdo de EPS seja facilmente encontrada em diferentes
espécies microbianas, a utilizagcdo de espécies isoladas e utilizadas em
ambientes semelhantes ao seu natural e com auséncia de caracteristicas
patogénicas, pode ser uma alternativa interessante. Além da melhoria de
propriedades como viscosidade, textura e brilho havera também a
agregacao de valor ao produto, ja que a presenca de EPS dispensa o uso de
estabilizantes, emulsificantes, texturizantes, geleificantes e outros aditivos

nao naturais.

3.4. Producgao de diacetil

A capacidade de produzir diacetil foi observada pela formagao de um
halo lilas na superficie no tubo (FIGURA 2).

Figura 2. Presenca e auséncia de produgao de diacetil pelos isolados

de queijo Minas artesanal do Serro-MG.
Dos 200 isolados 66 % daqueles oriundos do queijo fabricado com a

‘rala” produziram diacetil, enquanto somente 25 % dos isolados do queijo

fabricado com o “pingo” apresentaram essa capacidade (TABELA 4).
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Tabela 4. Relacdo do numero de isolados (MRS e M17) obtidos dos queijos
Minas artesanal fabricados com “pingo” e “rala” com resultado positivo para

producgao de diacetil ao longo de 29 dias de maturagao

Periodo de Numero de isolados*
Tipo de Queijo maturacgao

(dias) MRS M17

2 0 2

8 0 4

Pingo 15 1 6

22 2 6

29 1 3

Total 4 21

2 5 8

8 8 10

Rala 15 8 10
22 1 10

29 3 3

Total 25 41

Total Geral 29 62

A capacidade de produzir diacetil foi observada por grande parte dos
isolados obtidos (45,5 %), entretanto, a maioria desses oriundos do queijo
fabricado com a “rala” e a partir do meio M17. Esse fenbmeno pode ser
novamente explicado pela diferenca qualitativa e quantitativa das bactérias
predominantes em cada tipo de fermento utilizado, que consequentemente
predominardo durante a fabricacdo dos queijos e ao longo de sua
maturagao. As bactérias NSLAB ou maturadoras predominantes no fermento
tipo “rala” sao as principais responsaveis pela producado de diacetil no meio,
sendo que, a maioria dos isolados obtidos do queijo fabricado com esse
fermento apresentou essa caracteristica.

Um maior numero de isolados com produgao de diacetil também foi
observado quando obtidos a partir do meio M17. Como ja mencionado no
teste de producdo de acidez, refere-se a um meio mais seletivo para o
isolamento de cocos, onde os géneros Streptococcus spp, Leuconostoc
spp., € Pediococcus spp. sdo geralmente os principais responsaveis pela
produgao desse composto (JAY, 1982).

Independente do tipo de queijo analisado, apds dois dias de

fabricacdo, observa-se uma menor quantidade de isolados que
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apresentaram essa caracteristica devido a predominancia nessa fase de
bactérias starters. Como esperado, a medida que se aumentou o periodo de
maturagao dos queijos, observa-se um aumento no numero de bactérias
com a produgado desse composto, devido a predominancia de bactérias
NSLAB em fases mais avancadas da maturagao (BROADBENT et al., 2016).
A producdo de diacetil trata-se de um mecanismo de defesa da bactéria,
onde na presencga de citrato, além da outra fonte de energia como a lactose,
produz-se quantidade elevada de acido piruvico, sendo téxico para a célula
bacteriana quando em excesso. Dessa forma, a célula o transforma em
compostos neutros como o diacetil, um dos compostos responsaveis pelo
aroma e sabor dos QMA (WALSTRA et al., 2002).

Além de conferir caracteristicas sensoriais peculiares aos queijos
artesanais, o diacetil apresenta atividade antimicrobiana ja demonstrada em
estudos envolvendo diferentes micro-organismos (LANCIOTTI et al., 2003;
LANGA et al., 2014; PIARD e DESMAZEAUD, 1991). A sensibilidade de
diferentes bactérias ao diacetil foi testada a partir de preparagbes de trés
fontes comerciais deste composto, sendo os resultados encontrados para
ambas as formulagbes semelhantes quando testadas contra um conjunto de
28 culturas, incluindo 10 bactérias do acido lactico, 4 leveduras e 14
bactérias gram negativas. O composto mostrou-se eficaz a um pH inferior ou
igual a 7,0 e progressivamente ineficaz a um pH superior a este valor,
apresentando ainda melhor atividade antimicrobiana entre as temperaturas
de 10 - 20 °C, sendo ineficiente a 37 °C. As bactérias do acido lactico nao
foram praticamente afetadas pela concentracédo entre 100 e 350 pg.mL™ de
diacetil em pH na faixa de 5,0 a 7,0. Trés leveduras e 13 bactérias gram
negativas que cresceram em pH 5,5 foram inibidas por 200 pg.mL'1 de
diacetil (JAY, 1982).

Dessa forma, a producado de diacetil por BAL presentes nos QMA
além de conferir sabor e aroma caracteristicos ao produto, mostra-se um
fator adicional na seguranga microbiolégica desses, ja que, durante a
fabricagdo desses queijos e ao longo de sua maturagdo esses compostos
sdo produzidos em faixas de pH (pH < 7) e temperaturas (10 — 20 °C)
favoraveis para sua atuacao de acordo com o observado no estudo anterior,

podendo afetar em grande parte bactérias indesejaveis.
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3.5. Tolerancia ao NaCl

Devido a falta de padronizagdo ao longo da fabricagao dos QMA na
regidao do Serro, existe uma grande variagdo na concentragdo de sal
encontrados na literatura que variam de 0,8 a 4 % (MACHADO et al., 2004;
MATA et al., 2016; MARTINS et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013).

Todos os isolados obtidos a partir do meio MRS e M17, tanto os
provenientes do queijo fabricado com “pingo” quanto com a “rala” foram
capazes de crescer nas concentragdes de NaCl (2 e 6 % m/v) analisadas,
entretanto, a densidade o6tica (OD 650 nm) diminuiu com o aumento da
concentracédo do sal (NaCl 6 %), mostrando um menor crescimento dos
isolados no meio mais concentrado. Os isolados obtidos do meio M17
apresentaram uma menor a densidade o6tica (OD 650 nm) em todas as
concentragbes de NaCl utilizadas, quando comparados com os isolados
obtidos do meio MRS. Em geral as BAL sao consideradas resistentes a
ambientes salinos, podendo multiplicar em concentracbes de até 6,5 %
dependendo da espécie (CABELLI et al., 1979; EMBRAPA, 2009;
OSTROLENK et al., 1947).

Assim como para a produgao de exopolissacarideos, a resisténcia das
BAL a condigdes salinas € um aspecto que pode conferir uma seguranga
adicional aos QMA, pois essas bactérias se sobressaem no meio, ao mesmo
tempo em que outras indesejaveis que nao apresentam essa caracteristica

sdo eliminadas.

3.6. Atividade antimicrobiana

Para se avaliar a capacidade inibitéria dos isolados de QMA frente
aos micro-organismos patogénicos, observou-se a formacgédo de halos de
inibicao bem definidos ao redor das cepas das BAL isoladas, e sua presenca
foi relacionada com a capacidade de inibicdo direta no micro-organismo
indicador testado (FIGURA 3). Os micro-organismos patogénicos utilizados
foram: Staphylococcus aureus (ATCC 13565), Escherichia coli (ATCC
11229), Salmonella enteristidis (ATCC 13076) e Listeria monocytogenes
(ATCC 15313), (TABELA 5).
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Figura 3. Formacao de halo no teste de antagonismo frente aos patégenos

analisados.

Analisando-se os isolados oriundos do meio MRS frente aos
patdogenos testados observa-se que S. aureus foi inibido por 77 % dos
isolados obtidos, sendo 42 oriundos do queijo fabricado com “pingo” e 35 do
queijo fabricado com a “rala”. E. coli foi inibida por grande parte dos isolados
(81 %), sendo 35 provenientes do queijo fabricado com “pingo” e 46 do
fabricado com a “rala”. Resultados semelhantes foram observados por Dias
(2014), onde grande maioria das BAL testadas quanto a atividade
antimicrobiana foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus (82,89 %) e E.
coli (88,15 %).

Com relagéo a atividade antimicrobiana contra L. monocytogenes, 81
% dos isolados apresentaram essa atividade, sendo semelhante para os
queijos fabricados com os diferentes fermentos. Resultado proximo foi
encontrado por Tamanini et al. (2012), que avaliaram a atividade antagonista
de 671 BAL isoladas de leite cru, onde 81,8 % apresentaram inibi¢cao frente

a esse patogeno.

Uma menor inibicdo foi observada frente a S. enteristidis (26 %)
(TABELA 5).
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos isolados (MRS) de QMA fabricados

com “pingo” e “rala” frente aos micro-organismos patogénicos

Micro-organismo
Tipo de queijo

Percentual do

patogénico antagonismo

S. aureus 84 %

. L. monocytogenes 80 %
pingo .

E. coli 70 %

S. enteristidis 36 %

S. aureus 70 %

L. monocytogenes 84 %
Rala )

E. coli 92 %

S. enteristidis 20 %

Isolados oriundos do meio M17 a atividade antimicrobiana foi menor

frente a todos os patdgenos testados. L. monocytogenes foi o patdbgeno mais

inibido pelos isolados obtidos desse meio, onde 84 % e 42 % dos isolados

dos queijos fabricados com “pingo” e “rala” apresentaram essa inibicdo

respectivamente. Apenas 42 % dos isolados (31 do queijo fabricado com

“pingo” e 11 do queijo fabricado com a “rala”) apresentaram antagonismo

frente E. coli. Nenhum isolado foi capaz de inibir S. enteristidis (TABELA 6).

Tabela 6. Atividade antimicrobiana dos isolados (M17) de QMA fabricados

com “pingo” e “rala” frente aos micro-organismos patogénicos

Micro-organismo
Tipo de queijo

Percentual do

patogénico antagonismo
S. aureus 62 %
Pingo L. monocytogenes 84 %
E. coli 62 %
S. enteristidis 0 %
S. aureus 28 %
Rala L. monocytogenes 42 %
E. coli 22 %
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Os isolados obtidos dos QMA fabricados com “pingo” e ‘“rala”
mostraram-se mais eficientes na inibicdo frente aos micro-organismos
patogénicos quando comparados com alguns estudos ja realizados. Prado et
al. (2000), ao testarem a atividade inibitéria direta de cepas de bactérias
lacticas isoladas de embutidos carneos, observaram que das 336 cepas
isoladas, somente 40 (11,9 %) inibiram cepas de L. monocytogenes.
Dabéset et al. (2001) encontraram resultados semelhantes, 13,5 %,
enquanto que Coventry et al. (1997) observaram que 13 % das cepas
isoladas de produtos carneos inibiram o crescimento do S. aureus e 25 %
das cepas originarias de produtos lacteos conseguiram essa inibigao.

Os diametros dos halos de inibicdo mensurados nesse estudo
variaram de 4 a 18 mm, corroborando com os resultados encontrados na
literatura. Alguns desses estudos avaliaram a atividade antagonista de
bactérias laticas frente a micro-organismos patogénicos. Poppi et al. (2008)
analisaram a atividade antagonista de diferentes espécies de Lactobacillus
spp. sobre L. monocytogenes onde observaram a formagdo de areas de
inibicdo variando de 9,0 a 13,5 mm de didametro. Chioda et al. (2007)
observaram a inibicdo de E. coli por todas as cepas de Lactobacillus
acidophilus testadas pela presenca de halos variando de 9,0 a 15,0 mm de
diametro. Por sua vez, Pereira e Goméz (2007) avaliaram a agao de
Lactobacillus acidophilus sobre E. coli e S. aureus ocasionando o
aparecimento de halos de inibicado de 14,75 e 15,0 mm de diametro
respectivamente. Também, Costa et al. (2012) observaram halos de inibicao
variando entre 23,0 e 29,0 mm formados por acdo de Lactobacillus
acidophilus frente a S. aureus e E. coli.

No presente estudo ndo foi avaliada a natureza das substancias
antagonistas produzidas pelas culturas laticas, porém, as atividades
inibitérias podem ser verificadas pela observagdo dos halos de inibicao
formados frente aos patdgenos, indicando a possibilidade de producéo de
acidos organicos, bacteriocinas, diacetil, acetaldeido, peroxido de
hidrogénio, ou outras substancias inibidoras de crescimento.

De maneira geral, os isolados obtidos a partir do queijo fabricado com
‘pingo” apresentaram melhor desempenho no antagonismo dos micro-

organismos patogénicos testados. Esse resultado pode ser oriundo da maior
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capacidade de produzir acido eliminando dessa forma os patdgenos e
também da produgédo de compostos de defesa propria (EPS) e resisténcia a
condicbes adversas (alta concentragao salina), que sao responsaveis pela
sua predominancia do meio, competindo com os indesejaveis que possam
estar presentes.

A atividade antimicrobiana por bacteriocinas, em geral, s&o uma das
opgdes para controlar bactérias patogénicas e deteriorantes em alimentos.
Apos selecdo e identificacdo dos isolados obtidos e determinagdo dos
produtores de bacteriocinas, esses ainda podem ser aplicados na
preservagao de alimentos, ajudando na redugé&o de conservantes quimicos,
resultando em produtos naturalmente preservados e ricos em propriedades

sensoriais e nutricionais.

4. CONCLUSAO

Os isolados obtidos dos queijos fabricados com os diferentes tipos de
fermentos apresentaram caracteristicas fenotipicas diferentes que podem
influenciar na qualidade, tempo de maturacdo e seguranga microbioldgica
dos QMA. Os isolados obtidos do queijo fabricado com o “pingo”
apresentaram maior capacidade de acidificacdo que aliada a produgao de
compostos de defesa (EPS) e a resisténcia a elevadas concentragdes de
NaCl, tornam-se caracteristicas essenciais para a sobrevivéncia e
eliminagdo de micro-organismos indesejaveis.

A exploragdo de bactérias selvagens de ambientes ecoldgicos
naturais, como é o caso desses queijos, € uma abordagem inovadora para a
descoberta de estirpes que expressem fendétipos de interesse na industria de
produtos fermentados, uma vez que a descaracterizacdo do produto

artesanal pode levar a extingdo do mesmo.
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CAPITULO 4

CARACTERIZAGCAO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS, FiSICOS,
PROTEOLISE E TEXTURA DE QUEIJO MINAS ARTESANAL
FABRICADO COM PINGO E RALA AO LONGO DA MATURACAO

Resumo

Este estudo avaliou a influéncia do tipo de fermento enddgeno utilizado na
fabricacdo de queijo Minas artesanal (QMA) do Serro-MG sobre as
caracteristicas fisico-quimicas, fisicas, caracteristicas de textura e de
protedlise ao longo de 60 dias maturagdo. Foram analisados queijos
oriundos de 12 unidades produtores, onde 4 utilizaram o fermento tradicional
“pingo” e 8 a “rala” em sua fabricagdo. Para as variaveis pH, atividade de
agua e cloretos nao foi observada diferenga (p = 0,05) entre os queijos
produzidos com “pingo” e “rala” em cada periodo de maturagdo analisado.
As principais diferencas observadas foram com relagdo a acidez, umidade,
textura, cor e indice de maturagao. A acidez e a umidade dos queijos
apresentaram diferenca (p < 0,05) com 2 e 8 dias de maturagdo, sendo
ambas maiores naqueles fabricados com o fermento tradicional (“pingo”). Foi
observado um maior indice de protedlise (p < 0,05) nos queijos fabricados
com “pingo” comparado aos fabricados com a “rala” durante toda a
maturacdo. Em relagdo a textura, a principal diferenga entre os queijos foi
com relagao aos parametros de mastigabilidade e elasticidade (com valores
maiores nos queijos fabricados com a “rala”). A cor da casca e massa dos
queijos apresentou diferenca (p < 0,05) em praticamente todas as
coordenadas avaliadas, com destaque para as coordenadas *L e b*. A
utilizacdo de fermentos distintos modifica a dindmica da microbiota dos
queijos, acarretando dessa forma em produtos com caracteristicas
diferentes, causando uma descaracterizacdo do QMA quando nao se utiliza

o fermento tradicional.
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1. INTRODUGAO

O queijo Minas artesanal (QMA) € um produto artesanal e tradicional
do estado de Minas Gerais que atualmente € produzido em seis regides
caracterizadas (Serro, Serra da Canastra, Cerrado, Araxa, Campo das
Vertentes e Tridngulo Mineiro), que totalizam uma produgdo anual de
aproximadamente 30 mil toneladas, envolvendo cerca de 10.000 produtores
rurais (EMATER, 2015).

O “pingo” utilizado em sua fabricagdo € o fermento enddgeno (FE)
que direciona a fermentacdo dos queijos, sendo definido como o soro
fermentado resultante da dessoragem dos queijos ja salgados e coletados
de um dia para o outro para ser utilizado na producédo seguinte (DORES e
FERREIRA, 2012).

Esse fermento contém uma série de micro-organismos endoégenos,
com destaque para as bactérias do acido latico (BAL) que direcionam uma
fermentacao desejavel, devido a reduc¢ao do pH. Além de facilitar a formagao
da coalhada e conferir seguranga aos queijos (COELHO et al., 2014), essas
bactérias contribuem para as caracteristicas finais do produto ao longo de
sua maturacdo, onde envolvem uma série de alteracdes fisicas, fisico-
quimicas e bioquimicas, definindo suas caracteristicas peculiares. (EL
GALIOU et al., 2013; MACEDO et al.,, 2004; SETTANNI e MOSCHETTI,
2010).

Embora ainda feito artesanalmente, a partir de 2002 (IMA, 2002), uma
série de adaptagdes tém sido sugeridas a fim de adequar a produgédo dos
QMA a legislagéo brasileira, principalmente no que tange a natureza dos
equipamentos utilizados a sua produgao, originalmente em madeira e entao
substituidos por materiais como fibras de vido, polipropileno, aco inox, dentre
outros. No entanto, segundo os produtores, essas alteragdes tém contribuido
para a descaracterizagao do produto e falhas no processo, principalmente na
etapa de dessoragem.

Na tentativa de eliminar o problema da diminuicido da sinérese dos
queijos, alguns produtores passaram a utilizar o proprio queijo na forma de
“rala” como fermento, que consiste em um queijo maturado, produzido em

um lote anterior, ralado, substituindo entdo o “pingo”, resultando agora em
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um produto com dessoramento adequado. Embora a implementacdo da
‘rala” tenha resolvido o problema tecnoldgico durante a fabricagdo desses
queijos, a utilizagdo de um fermento ndo estudado e que nao faz parte do
“saber e fazer” tradicional dos QMA da regido pode levar a alteragcdes em
suas caracteristicas finais.

Dessa forma, esse estudo teve como finalidade verificar o impacto do
tipo fermento utilizado nas caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, de textura

e protedlise de QMA produzidos na regiao do Serro — MG.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Amostragem e condi¢ées de maturagcao dos queijos

Foram estudadas 12 unidades produtoras de queijo Minas artesanal
(QMA) cadastradas ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), localizadas
na regiao do Serro-MG, onde 4 utilizaram o “pingo” e 8 utilizaram a “rala”
como fermento enddgeno na fabricagdo dos queijos. A produgdo ocorreu no
periodo da seca (julho). Sete queijos oriundos do mesmo dia de fabricagéo
de cada propriedade foram coletados apds dois dias de fabricagdo, ao
completar a salga, totalizando 84 unidades experimentais. Um queijo de
cada produtor foi analisado no dia da coleta e os demais foram maturados
na condicdo ambiente (23 — 25 °C e UR 62 %), sem embalagem e em
prateleiras de madeira ao longo de 60 dias, reproduzindo-se as condi¢des de
maturagao desses queijos nas propriedades de origem. Nos dias 8, 15, 22,
29, 36 e 60 dias de maturagdo um queijo de cada propriedade foi submetido
as analises. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa

(protocolo numero 611.817).

2.2. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As amostras foram analisadas para determinacao da acidez titulavel,
gordura, umidade e cloretos (BRASIL, 2006).
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A determinac&o do teor de gordura no extrato seco foi realizada de
modo indireto, por meio da razao entre o teor de gordura e o teor de extrato
seco total do queijo (PEREIRA et al. 2001).

As analises de nitrogénio total (NT), proteina total (PT), nitrogénio
soluvel (NS) em pH 4,6 e NS em TCA 12 % (m/v) foram determinadas pelo
método Kjeldhal, segundo a técnica descrita pela International Dairy
Federation 20b (IDF -FIL, 1993). A extensdao de maturacdo (EM) e
profundidade de maturagdgo (PM) foi calculada indiretamente
(WOLFSCHOONPOMBO, 1983).

O pH (APHA, 1985) dos queijos foi medido utilizando o medidor de pH
digital portatil da marca Tecnal, modelo pH Meter-102 (Tecnal, Piracicaba,
SP, Brasil). A atividade de agua (ay) foi determinada utilizando-se medidor

digital Aqualab (Decagon 3TE, Decagon Dewires Inc., USA).

2.3. ANALISES FiSICAS

2.3.1. Altura e diametro

A altura e o didmetro foram medidos momentos antes das analises

sendo quantificados com auxilio de um paquimetro (FORTGPRO-FG8330).

2.3.2. Analise colorimétrica

A determinagdo da cor instrumental foi realizada em colorimetro
Konica Minolta, modelo CECF-9, utilizando o sistema CIELAB - CIE, 1986
(PATHARE et al., 2013).

2.4. ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (TPA)

Para a realizacédo da analise do perfil de textura (TPA) (AWAD, 2006)
foi utilizado o aparelho Universal de Testes Instron (Modelo 3367, Instron
Ltd., Norwood, Massachusetts,EUA).

2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa SigmaPlot
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v.11, no qual foi realizado o teste t de Student. O nivel de significancia

considerado foi de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas fisico-quimicas dos queijos Minas artesanal

fabricados com “pingo” e “rala”

A acidez titulavel e o pH dos queijos aumentou ao longo do periodo
de maturacao, independentemente do tipo de fermento utilizado em sua
fabricacdo (TABELA 1).

Tabela 1. Média da acidez titulavel (% acido latico) e pH das amostras de
queijo Minas artesanal fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de 60 dias

de maturagao

Fermento Periodo de maturagao (dias)
Parametro
utilizado* 2 8 15 22 29 36 60
Acidez Pingo 0,69a 0,76a 0,78a 0,89a 0,91a 1,03a 1,05a
titulavel Rala 0,57b 0,66b 0,74a 0,84a 0,87a 0,97a 1,00a
Ph Pingo 5,07a 498a 5,17a 5,34a 541a 5,28a 5,44a
Rala 4,99a 492a 5,11a 543a 5,28a 5,32a 5,57a

*fermento utilizado na fabricagcdo dos queijos Minas artesanal; médias
seguidas pela mesma letra em cada coluna para cada parametro nao
diferem significativamente (p = 0,05) quando comparadas pelo teste t de
Student;

Os valores de acidez estdo de acordo com aqueles normalmente
encontrados nos queijos dessa regiao fabricados com “pingo” (MARTINS, et
al. 2014; PINTO et al, 2011). Verificou-se diferenga significativa (p < 0,05)
entre os valores de acidez dos queijos fabricados com “pingo” e “rala”
somente com 2 e 8 dias de maturagdo, sendo maior naqueles fabricados
com o fermento tradicional (“pingo”).

O aumento na acidez titulavel dos queijos ao longo do tempo é
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resultante dentre outros motivos da fermentagdo da lactose por bactérias
“starters” ou fermentadoras. A maior acidez observada nos queijos
fabricados com o “pingo” nos dias 2 e 8 esta relacionada com as
caracteristicas da microbiota presente nesse fermento. O “pingo”, por conter
predominancia de bactérias “starters” (LAVASANI et al., 2011; LIMA et al.,
2009; MARTINS et al., 2014; SILVA et al., 2011), levou a uma maior e mais
rapida producao de acido latico no inicio da fabricagdo e nos primeiros dias
de maturacao. A “rala”, pelo fato de ser um fermento coletado a partir de um
queijo ja maduro (aproximadamente 8 dias de maturagdo), apresenta uma
microbiota distinta do fermento tradicional, com predominancia de Non-
starter lactic acid bacteria (NSLAB) ou bactérias maturadoras, resultando
dessa forma na menor quantidade de acido produzida nos queijos em sua
fase inicial e no inicio de sua maturacédo. Entre 15 e 60 dias de maturacéo
essa diferenca foi eliminada pela predominancia de bactérias NSLB em
ambos 0s queijos.

A maior quantidade de acido presente nos queijos fabricados com o
“pingo” pode levar a eliminagdo de uma maior quantidade de bactérias
patogénicas presentes nos queijos nessa fase inicial, seja pela diminuicdo
do pH ou pela presenca desse na forma nao dissociada, promovendo uma
maior seguranca desse produto nesse periodo.

Nao foi observada diferenga (p = 0,05) no pH dos queijos produzidos
com os diferentes fermentos durante todo o periodo de maturacdo. O
aumento do pH ao longo do tempo decorre da degradagdo proteica
proveniente da atividade de proteases com formagao de compostos alcalinos
(BERTOLINO et al., 2011; MARTINS et al., 2014; SALAUN et al., 2005), da
sintese de compostos aromaticos como diacetil, oriundos do metabolismo do
citrato por bactérias homo e heterofermentativas (RUEDA et al., 1991) e de
compostos aminados oriundos da atuagdo de descarboxilases de origem
microbiana sobre diferentes aminoacidos (GLORIA, 2005). Os valores de pH
do presente estudo foram similares aos encontrados em estudos anteriores
realizados com QMA fabricados com “pingo”. Martins et al. (2014)
analisaram QMA dessa regiao durante 64 dias de maturagao, com variacao
do pH entre 480 e 5,10. Resultados semelhantes também foram

encontrados em QMA do Serro analisados por Figueiredo et al. (2015), que
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encontraram valores de pH que variaram de 4,53 a 5,31, e Pinto et al. (2011)
com variagao de pH entre 4,85 e 5,28 para os queijos com 7 e 60 dias de
maturagao respectivamente.

A atividade de agua (ay) dos queijos diminuiu com a maturagao, nao
sendo observada diferenga (p = 0,05) entre os queijos fabricados com

“pingo” e “rala” durante todo o periodo (FIGURA 1).
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Figura 1. Atividade de agua (ay) dos queijos Minas artesanal ao longo de 60

dias de maturagéo.

Alguns fatores interferem diretamente na reducdo da aw dos queijos
como o indice de maturagdo. Sua influéncia esta relacionada com a
presenca de aminoacidos oriundos da protedlise, que, devido a presenca de
cadeias laterais contendo grupos polares, interagem com moléculas de agua
com facilidade e, consequentemente reduzem a aw (PINTO, et al., 2011).

A redugcdo da a, ao longo da maturacao interfere diretamente na
atividade da microbiota do queijo, visto que, quanto menor seu valor, menor
sera a multiplicagcdo microbiana. Entretanto, os valores encontrados durante
toda a maturacao nao sao baixos o suficiente para garantir seguranca desse
produto, sendo que alimentos com a,, acima de 0,86 permitem o crescimento
de algumas formas microbianas, como é o caso de S. aureus (ANDRADE,
2008). Resultados similares foram encontrados nos queijos dessa regiao
fabricados com “pingo” por Pinto et al. (2011) no qual foram encontrados
valores de a,, que variaram de 0,94 a 0,85 durante um periodo de 7 a 60
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dias de maturacao e Figueiredo et al. (2015) com uma média de 0,91 para
os QMA com 3 dias de maturacao.

Da mesma forma, a umidade dos QMA diminuiu ao longo da
maturacao, sendo observada diferenca (p < 0,05) entre os queijos fabricados

com “pingo” e “rala” nos tempos 2 e 8 dias (FIGURA 2).

60 -

Umidade (/)
w
o

2 8 15 22 29 36 60
Periodo de maturagao (dias)

Figura 2. Umidade (%) dos queijos Minas artesanal fabricados com “pingo”

(®) e “rala” (o) ao longo de 60 dias de maturacgao.

Os queijos fabricados com “pingo”, conforme relatado pelos
produtores, atualmente apresentam uma textura mais macia no inicio de sua
fabricacdo, que, segundo eles, é resultado de uma exsudacgao inadequada.
Com essa textura esses queijos ndo tém sido aceitos pela cooperativa local
que faz o intermédio da comercializacdo. Na tentativa de remediar esta
situagao, alguns produtores passaram a utilizar a "rala" como fermento, que,
resolveu o problema de exsudagdo do produto, resultando em um queijo
mais firme. Essa informagéo se confirma pelos menores valores de umidade
encontrados nos queijos produzidos com a “rala”.

A razao de se obter um produto mais firme ou macio pode relacionar-
se a uma exsudagdo mais ou menos eficiente respectivamente, mas
também, ao conteudo de &gua presente em cada tipo de fermento
adicionado ao leite de producdo. A adigdo do “pingo” ao leite (0,5 % v/v)
resulta em um maior conteudo de agua nos queijos fabricados com esse

fermento, que constituiu-se de um soro fermentado retirado no momento da
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salga que contém cerca de 93 % de agua (VALSECHI, 2001). Ja a “rala”, por
constituir de um queijo ralado maturado (com aproximadamente 8 dias),
apresenta um maior conteudo de sodlidos totais. Dessa forma, apods a
fabricagdo, os queijos fabricados com “pingo” apresentarao maior conteudo
de agua e menor conteudo de sélidos totais, o que resulta em um produto
com consisténcia mais macia, visto que o contrario ocorre com 0s queijos
fabricados com a “rala”.

Com relacdo a umidade os QMA foram classificados como de alta,

média e baixa umidade, ao longo da maturacdo (TABELA 2).

Tabela 2. Classificagdo dos queijos Minas artesanal fabricados com “pingo”

e “rala” conforme contelido de umidade

Classificagdao Queijos fabricados Queijos fabricados Parametro* (S.

(umidade) com “pingo” com “rala” aureus)
Alta umidade 2 e 8 dias de 2 e 8 dias de 2 log UFC.g™
>459 % maturacao maturagao
Média umidade 15,22 e 29diasde 15,22 e 29 dias 2 log UFC.g™
36 -459 % maturagao de maturagao
Baixa umidade 36 e 60 dias de 36 e 60 dias de 3 log UFC.g™
até 36 % maturagao maturagao

*parametro exigido pela legislagdo (BRASIL, 1996) para a contagem maxima

de S. aureus permitida em queijos de alta, média e baixa umidade;

A determinacao da umidade é importante para a seguranga dos QMA,
pois as contagens microbioléogicas permitidas estdo diretamente
relacionadas a esse parametro e devem atender ao disposto na Lei
Estadual/MG n° 14.185/2002 que segue os mesmos padrdoes da legislagao
federal (BRASIL, 1996). Os queijos analisados nesse estudo com 2 a 29 dias
de maturagcao devem apresentar de acordo com a legislagdo contagens de
S. aureus maxima de 2 log UFC.g™", se enquadrando nessa situagdo o QMA
maturado por 17 dias, periodo estipulado pela legislagdo para
comercializagdo dos queijos dessa regido. Martins et al. (2014) também
classificou os QMA dessa regido fabricados com “pingo” como de média

umidade apos 17 dias de maturagdo. Caso esses queijos fossem maturados
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por periodos superiores a 29 dias (classificados como de baixa umidade), a
contagem de S. aureus permitida aumentaria em um log devido a uma maior
concentragao de bactérias no produto.

Os conteudos de gordura, cloretos e proteina aumentaram com a
maturacdo (FIGURAS 3, 4 e 5), em fungdo da perda de umidade e
consequente aumento na proporgéo dos constituintes solidos (FIGUEIREDO
et al., 2015; PINTO et al., 2011). Foi observada diferenga (p < 0,05) entre os
queijos fabricados com “pingo” e “rala” para o conteudo de gordura em todo

o periodo analisado.

Gordura (/)
N
o

O T T T T T T 1
2 8 15 22 29 36 60

Periodo de maturagao (dias)

Figura 3. Conteudo de gordura (%) dos queijos Minas artesanal fabricados

com “pingo” (e) e “rala” (o) ao longo de 60 dias de maturacgao.

Baseado no teor de gordura no extrato seco (GES) que possuem, os
queijos também sao classificados de acordo com padrdes estabelecidos pela
legislagdo (BRASIL, 1996). Assim, os QMA da regidao do Serro-MG
analisados neste estudo, independentemente do periodo de maturacao e do
tipo de fermento utilizado em sua fabricagdo foram classificados como
gordos, com valores médios de GES entre 45 % e 59,9 %.

Nao foi observada diferenga (p > 0,05) com relagdo ao teor de

cloretos para os queijos fabricados com os diferentes fermentos (FIGURA 4).
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Figura 4. Teor de cloretos (%) dos queijos Minas artesanal fabricados

com “pingo” e “rala” ao longo de 60 dias de maturacgao.

Resultado semelhante foi encontrado por Martins et al. (2014), com
valores que variam de 1,7 a 2,8 % para QMA da regido do Serro fabricado
com “pingo” com 8 e 64 dias de maturagéo respectivamente.

A adicdo de sal ao queijo tem dentre outras finalidades dificultar a
multiplicagdo de micro-organismos contaminantes como coliformes e
Escherichia coli. Micro-organismos como S. aureus sao tolerantes a
elevadas concentragdes de sal (JAY et al., 2005), entretanto sdo eliminados
ao longo da maturagao devido a produgcdo de compostos antimicrobianos
produzidos por BAL (MARTINS et al., 2014; PINTO et al., 2011).

Para o conteudo de proteina ndo foi observada diferenga (p = 0,05)
entre os queijos fabricados com “pingo” e “rala” apos dois dias de fabricagéao,
entretanto esse parametro foi menor (p < 0,05) nos demais periodos nos

queijos fabricados com o “pingo”.
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Figura 5. Conteudo de proteina (%) dos queijos Minas artesanal fabricados

com “pingo” (e) e “rala” (o) ao longo de 60 dias de maturagao.

3.2. Extensao e profundidade de maturagao

A extensdao de protedlise ou de maturacdo é a relagdo entre a
porcentagem de NS em pH 4,6 e a concentragao de NT da amostra, sendo
uma resposta da acgao proteolitica das enzimas do coalho e naturais do leite
sobre a caseina do queijo, liberando peptideos de alto peso molecular
(WOLFSCHOON-POMBO e LIMA, 1983). Ja a profundidade de protedlise ou
maturagao é resultado da relagéo entre a porcentagem de NS em TCA 12 %
e a concentragcado de NT da amostra, que permite inferir o grau de formagéao
de substancias de baixo peso molecular, principalmente aminoacidos, em
funcao da atividade proteolitica das enzimas microbianas sobre compostos
nitrogenados resultantes da degradagéo da caseina (SILVA et al.,1995).

A extensdao de maturagdo (EM) e profundidade de maturagao (PM)
para os queijos fabricados com o “pingo” foram maiores (p = 0,05) no
periodo de 8 a 29 dias (TABELA 3). Isso mostra uma alteragao importante

nos queijos quando se utiliza outro tipo de fermento que nao o tradicional.
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Tabela 3. Evolugdo da protedlise do queijo Minas artesanal fabricado com

“pingo” e “rala” ao longo de 29 dias de maturagéo

Periodo de maturagao (dias)

indice de Fermento
8 15 22 29
maturagao utilizado*
Extensao de Pingo 14,04a 17,90a 20,14a 18,31a
maturagao Rala 12,14b 13,57b  15,75b 17,52b
Profundidade Pingo 7,95a 11,06a 16,85a 20,47a
de maturagao Rala 6,58b 9,87b 13,69b 14,63b

*fermento utilizado na fabricagcdo dos queijos Minas artesanal; médias
seguidas pela mesma letra em cada coluna para cada parametro n&o
diferem significativamente (p = 0,05) quando comparadas pelo teste t de
Student;

A microbiota presente na “rala” e consequentemente nos queijos
resultou em uma menor degradacado dos compostos nitrogenados presentes.
Isso provavelmente ocorre pela inser¢ao ao leite de estirpes predominantes
em somente em uma fase de maturacdo dos queijos (momento em que é
obtida a “rala”). Na fase em que a “rala” é coletada, ndo se sabe se as
bactérias predominantemente presentes sao capazes de produzir
endopeptidases e exopeptidades responsaveis pela protedlise adequada dos
queijos. Ao contrario, o “pingo” contém um balanceamento adequado de BAL
e outras bactérias, que vao se adaptando ao meio e criando condi¢gbes que
estimulam a diminuicdo de algumas espécies, enquanto outras comegam a
predominar. Isso gera um ecossistema complexo responsavel pelas
caracteristicas sensoriais peculiares desses queijos (DORES e FERREIRA,
2012; MONTEL, 2014).

Dessa forma, um queijo com maior grau de protedlise
consequentemente ira influenciar em sua textura. Isso podera ser

confirmado pelos resultados da TPA.
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3.3. Analise do perfil de textura (TPA) dos queijos Minas artesanal

fabricados “pingo” e “rala”

A textura de um queijo é resultado de uma série de fatores, dentre
eles a protedlise. Uma vez que houve diferenca com relacdo a esse
parametro para os queijos fabricados com “pingo” e “rala”, torna-se
necessario avaliar a influéncia destes fermentos na textura dos queijos.

Foi observada diferenca (p < 0,05) entre os queijos produzidos com
‘pingo” e “rala” para os parametros de mastigabilidade, elasticidade e
coesividade durante toda a maturagédo (FIGURAS 6, 7 e 8). Por outro lado, a
adesividade nao variou em relagdo aos queijos fabricados com os diferentes
fermentos sendo observada uma média que variou entre - 0,001 e - 0,004

N.cm™, semelhante ao encontrado por Pinto et al. (2011).
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Figura 6. Mastigabilidade (N) dos queijos Minas artesanal fabricados com

“pingo” e “rala” ao longo de 60 dias de maturagéo.
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Figura 7. Elasticidade (mm) dos queijos Minas artesanal fabricados com

“pingo” e “rala” ao longo de 60 dias de maturagéo.
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Figura 8. Coesividade (N) dos queijos Minas artesanal fabricados com

“pingo” e “rala” ao longo de 60 dias de maturagéo.

Define-se mastigabilidade como um esfor¢go necessario para que o
alimento sdlido esteja pronto para ser deglutido, sendo que a partir dele é
possivel deduzir sua dureza. Dessa forma, quanto maior os valores de
mastigabilidade, mais duro é o alimento (FOX et al., 2000). Observa-se que
os queijos fabricados com “rala” requerem uma forga maior de mastigagao (p

< 0,05) em relagédo aos queijos fabricados com o “pingo” durante todo o
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periodo de maturagdo. Essa diferenga pode ser justificada pela menor
umidade e menor indice de protedlise deste primeiro.

A elasticidade é a tendéncia que o0 queijo apresenta em recuperar sua
forma original apés a remocédo de uma forga aplicada (FOX et al., 2000).
Observa-se uma na redugdo desses valores ao longo da maturacdo em
ambos os queijos, havendo diferenga (p < 0,05) nos valores obtidos entre os
queijos fabricados com “pingo” e “rala” para essa variavel em todos os
periodos analisados. A diminuicdo da elasticidade com o passar do tempo
pode ser justificada em decorréncia da protedlise da caseina, principal
proteina responsavel pela rigidez desse produto (TUNICK et al., 1993).
Quanto maior quantidade de caseina é degradada, maiores as fragdes
resultantes de peptideos menores, formando uma a rede proteica mais
enfraquecida. Tal rede proteica resulta entdo em uma menor elasticidade.

Seguindo essa mesma linha de raciocinio, os queijos fabricados
“pingo” apresentaram maior extensao da maturagao. Isso se relaciona com
uma predominancia de bactérias proteoliticas presente nesse fermento e
posteriormente nos queijos, onde maior quantidade de caseina € degradada,
resultando em uma menor elasticidade.

A coesividade € a interagao entre os constituintes da matriz, sendo
em queijos definida como a medida da forgca das ligagdes entre as proteinas
(FOX et al.,, 2004). Observa-se diferengca (p < 0,05) entre os queijos
fabricados com os diferentes fermentos entre 2 a 29 dias de maturacao,
sendo que aqueles fabricados com a “rala” apresentaram valores mais
elevados, o que também pode ser justificado pela sua menor protedlise.

A TPA é uma ferramenta importante para a caracterizagao de queijos
e, além disso, poucos sdo os dados publicados que fornecem informacdes
sobre esses parametros com relagdo aos QMA dessa regido. Esses
resultados podem ser importantes para mostrar a descaraterizagao desse
produto quando modificacdes sao feitas em seu processo de fabricagcao

como € o caso da alteracao do FE utilizado.

3.4. Caracteristicas fisicas dos queijos Minas artesanal fabricados

com “pingo” e “rala”
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3.4.1. Altura e diametro

A maturacgéo causou o efeito que é previsto nas caracteristicas fisicas
dos queijos, reduzindo os valores de altura e diametro. Foi observada
diferenga (p < 0,05) com relagdo a esses parametros com 2 e 8 dias de
maturacdo, onde os queijos fabricados com “pingo” apresentaram maiores
valores (FIGURAS 9 e 10).
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Figura 9. Altura (cm) e diametro (cm) do queijo Minas artesanal

fabricado com “pingo” ao longo de 60 dias de maturagéao.
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Figura 10. Altura (cm) e didmetro (cm) do queijo Minas artesanal

fabricado com “rala” ao longo de 60 dias de maturagéo.
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A reducao dos parametros analisados esta relacionada com a perda
de umidade ao longo do tempo. Os queijos fabricados com a ‘“rala”
apresentaram com 2 e 8 dias de maturagao altura e diametros menores em
razao do menor conteudo de umidade logo apds sua fabricagdo e no inicio
de sua maturacgao.

Os resultados mostraram-se semelhantes a estudos ja realizadas,
onde queijos tipicos dessa regido apresentaram diametros de
aproximadamente 12 a 14 cm e altura variando de 4 a 6 cm (MARTINS et
al., 2014). Em algumas unidades produtoras sdo produzidos queijos com
didametro ligeiramente maior e um altura um pouco menor. Resultado
aproximado também foi encontrado por Machado et al. (2004) que obteve
uma média de 5,58 cm e 13,60 cm de altura e didametro respectivamente
para os QMA do Serro-MG com 6 dias de maturagao.

Para verificar a padronizacao e o efeito do tipo de fermento enddgeno
utilizado sobre a altura e o didmetro dos QMA dessa regiao, foram utilizados
graficos “teia de aranha” para melhor visualizacdo dos resultados (FIGURAS
11 e 12). Esses foram representados no periodo de maturagédo igual a 15
dias, dada a sua proximidade com o periodo minimo de maturacao desses

queijos para a sua seguranga microbioldgica (atualmente de 17 dias).
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Figura 11. Altura (cm) dos queijos Minas artesanal fabricados com
“pingo” e “rala” com 15 dias de maturagao.
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Figura 12. Diametro (cm) dos queijos Minas artesanal fabricados com

“pingo” e “rala” com 15 dias de maturacgao.

Para os dois pardametros analisados, as linhas azul e vermelha
deveriam se sobrepor na mesma figura, o que indicaria boa padronizagao
dos queijos referente aos diferentes tipos de fermentos utilizados em sua
fabricacdo Entretanto, isto ndo ocorreu com a precisdo que deveria,
confirmando a diferenga em alguma das etapas do processo de fabricagao

dos queijos fabricados com “pingo” e “rala”.

3.4.2. Avaliagao da cor do queijo Minas artesanal fabricados com

“pingo!, e “rala”

3.4.21. Cordacasca QMA

Foi observada variacédo (p < 0,05) com relacédo a cor da casca dos

QMA produzidos com “pingo” e “rala” ao longo da maturagao (FIGURA 13).
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Figura 13. Coordenadas L* e b* da casca dos queijos Minas Artesanal

fabricados com “pingo” e “rala”.

O parédmetro L* indica a luminosidade e refere-se a capacidade do
objeto em refletir ou transmitir luz, variando numa escala de 0 a 100. Quanto
maior o valor de L*, mais claro o objeto. A medida que se aumentou o
periodo de maturagdo, os QMA apresentaram-se mais escuros. Os queijos
fabricados com a “rala” apresentaram um maior valor (p < 0,05) desse
parametro de 2 a 29 dias, eliminando essa diferenca a partir desse periodo.

A casca dos queijos fabricados com “pingo” além de apresentar-se
mais escura nesse periodo (menor valor de *L), obteve coloracdo amarela
mais intensa comparada aos fabricados com a “rala” com 2 e 8 dias de
maturagao, caracteristica confirmada pelos valores de *b, onde valores
positivos indicam cor mais proxima do amarelo (FIGURA 14). A partir de 15

dias essa diferenca foi eliminada (FIGURA 15).
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Figura 14. Queijo Minas artesanal (QMA) fabricado com “pingo” (A) e

“rala” (B) com 8 dias de maturacéo.

Figura 15. Queijo Minas artesanal (QMA) fabricado com “pingo” (A) e

“rala” (B) com 15 dias de maturacéo.

Os valores de b* aumentaram de 2 a 15 dias de maturacéo,
mostrando um aumento na intensidade da cor amarela dos queijos ao longo
do tempo. A partir de 22 dias observa-se uma diminui¢do desse parametro
até completar a maturagdo. Essa diminuicdo pode ser explicada pelo
aumento no crescimento de fungos na casca do QMA, tornando-o menos
amarelado, ndo havendo diferenga (p = 0,05) entre os queijos fabricados

com “pingo” e “rala” nesse periodo.
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3.4.2.2. Cor da massa dos QMA

Com relagdo a massa dos QMA também houve variagéo (p < 0,05) ao
longo da maturag&o para os queijos fabricados com os diferentes fermentos
(FIGURA 16).
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Figura 16. Coordenadas L* e b* da massa dos queijos Minas Artesanal

fabricado com “pingo” e “rala”.

A coordenada *L diminuiu ao longo do tempo, concluindo que a
massa dos queijos torna-se mais escura a medida que se aumentou o
periodo de maturagdo. Os queijos fabricados com a “rala” foram
considerados mais claros (p < 0,05) em todos os periodos analisados.

Com o aumento da maturagao o parametro *b aumentou para ambos
0S queijos, ou seja, a mediada em que esses maturavam, sua massa
adquiriu coloragdo amarela mais intensa. Maiores valores (p < 0,05) foram
observados nos queijos fabricados com “pingo” em todos os periodos,
mostrando-se mais amarelos do que aqueles fabricados com a “rala”.

Para os queijos fabricados com o fermento tradicional (“pingo”)
observa-se também em cada periodo de maturagdo um maior (p < 0,05)
conteudo de gordura. Carotenoides sdo importantes pigmentos
cromogénicos do leite e dos queijos (PERRY, 2004), que por sua natureza
lipossoluvel se distribuem nos globulos de gordura e, por esta razdo, quanto
maior a quantidade de globulos, maior tende a ser a sua participacdo na
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formagdo da cor da matriz alimentar. Isso pode ter resultado na maior
intensidade da coloragdo amarela da massa dos queijos fabricados com o
“pingo”

Esses resultados também confirmam a obtengdo de um produto mais
amarelo quando fabricado com o fermento tradicional, como mencionado
pelos produtores. Resultados semelhantes aos queijos fabricados com
“pingo” para os parametros *L e b* foram observados por Araujo (2013), que
analisou QMA do Serro-MG de 8 a 60 dias de maturacgao.

Os valores do parédmetro *a n&o diferiram (p = 0,05) em toda a
maturagdo entre os queijos fabricados com os diferentes tipos de fermento.

A relacao entre as coordenadas a*e b* estdo apresentadas na TABELA 4.

Tabela 4. indice de saturagdo *C (%) e Angulo de tonalidade H° (graus) dos

queijos fabricados com “pingo” e “rala” ao longo do periodo de 60 dias de

maturagao
Porgao Tipo de Periodo de maturagao (dias)
do QMA fermento*™* 2 8 15 22 29 36 60
Pingo  38,05* 39,51* 40,98 39,56 38,03 36,06 35,97
- Casca Rala 36,54* 37,70* 40,22 39,60 37,38 35,06 34,98
Massa Pingo 35,44 36,47 37,26 38,06 38,62 38,42 38,73
Rala 34,84 35,38 36,22 37,84 37,07 37,36 38,06
Pingo 88,51 87,9 87,36 88,01 88,68 88,4 89,12
He Casca Rala 88,93 88,1 87,79 88,1 88,21 88,4 88,19
Pingo 89,13 88,98 89,01 88,67 89,23 88,90 89,25
Massa Rala 89,21 89,01 88,97 87,99 89,72 88,65 88,62

**fermento utilizado na fabricacdo dos queijos Minas artesanal; *médias
diferem significativamente (p = 0,05) quando comparadas pelo teste t de
Student;

O indice de saturacédo (Croma, C*) mede o grau de saturagéo da cor,
sendo igual a 0 no centro e aumentando conforme aumenta a distancia em
relacao a ele (KONICA MINOLTA, 1998). Valores de C* mais elevados estao
relacionados a pigmentagcao ou saturacado de cor. Assim, observa-se que 0s
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valores de C* divergiram (p < 0,05) somente na casca dos queijos fabricados
com “pingo” e “rala” com 2 e 8 dias de maturagao.

Mesmo havendo diferengas nas intensidades de coloragao (*L e *b)
estas ndo foram suficientes para promover variagdes significativas no matiz
(H°), ou seja, os queijos fabricados com “pingo” e “rala” mantiveram uma cor
semelhante em seu centro geométrico e, pela proximidade do angulo do
matiz (H°) a 90° considera-se que a cor predominante dos queijos € a
amarela (KONICA MINOLTA, 2007).

(Amarelo)
+b"

\Tonahdade

(Vermelho)

-80
(Azul)

Figura 17. Diagrama de cromaticidade de a*b* para a cor dos queijos minas

artesanal (QMA) fabricados “pingo” e “rala”

A modificagdo do fermento na fabricacdo dos QMA ocasionou na
alteracdo de caracteristicas importantes na qualidade final desses queijos
que visualmente e sensorialmente pode trazer grande impacto ao

consumidor.

4. CONCLUSAO

A substituicdo do fermento “pingo” tradicionalmente utilizado pela
‘rala” na fabricagdo do queijo Minas artesanal resultou em diferenga nos

parametros fisicos, fisico-quimicos, de textura e protedlise do produto final.
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O queijo feito com a “rala” resultou em um produto com propriedades
distintas em diferentes variaveis analisadas em relagdo ao queijo fabricado
com “pingo”, mas que ao longo da maturagao, em alguns casos, tendeu-se a
aproximar das caracteristicas do queijo tradicional.

Possivelmente a diferenca nas caracteristicas das estirpes
predominantes em cada fermento foi capaz de causar alteragdo na
microbiota presente em cada tipo de queijo, que ao longo da maturagao que
vao se reequilibrando dentro de uma dinédmica ecologica peculiar de cada

um, gerando caracteristicas distintas.
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CAPITULO 5

IMPACTO DO TIPO DE FERMENTO ENDOGENO NA QUALIDADE
MICROBIOLOGICA DE QUEIJO MINAS ARTESANAL PRODUZIDO NA
REGIAO DO SERRO - MG

RESUMO

Analises microbiolégicas foram realizadas em 84 amostras de queijo Minas
artesanal (QMA) da regiao do Serro-MG ao longo de 60 dias de maturacéo
para verificar a influéncia do tipo de fermento enddgeno utilizado na
qualidade microbiolégica desses queijos. Os queijos foram produzidos na
estacdo da seca (julho), sendo que 4 unidades produtoras utilizaram o
“pingo” e 8 utilizaram a “rala” como fermento na fabricagdo. A maturacéao foi
imprescindivel para reducdo dos patégenos presentes (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e coliformes), entretanto, os queijos fabricados com
0 “pingo” apresentaram seguranca microbioldégica adequada a partir de 17
dias de maturacgao, ao contrario dos produzidos com a “rala”, que atingiram
essa condicdo somente apds 27 dias. Listeria monocytogenes foi detectada
apo6s 2 dias de fabricagdo em 11 dos 12 queijos analisados, ndo estando
presente a partir desse periodo ao longo de toda a maturagcédo. Salmonella
sp. ndo ocorreu em nenhuma das amostras analisadas em todo periodo. A
utilizacdo da “rala” como fermento comprometeu a qualidade microbiolégica
dos queijos, sugerindo-se a alteragdo no periodo minimo de maturagdo dos
QMA da regido do Serro-MG que originalmente € de 17 dias, ou um
desmembramento da legislagdo para os queijos fabricados com “pingo” e

“rala”.

1. INTRODUGAO

O queijo Minas artesanal (QMA) é um dos mais antigos e tradicionais
queijos produzidos no Brasil, sendo responsavel pela geragdo de renda de
9.789 pequenos produtores rurais que produzem cerca de 30.000 toneladas
de queijo por ano (EMATER, 2016). Sua produgdo centenaria ¢é

caracterizada pela utilizacdo de leite de vaca cru recém-ordenhado em
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propriedades rurais, pelo uso de um fermento endoégeno conhecido como
“‘pingo” (MINAS GERAIS, 2002) e pela maturagdo ao qual sdo submetidos,
sendo esta especifica de cada regido (IMA, 2013). O "pingo" € o soro
fermentado resultante de produgbes anteriores, originado dos queijos
durante o processo de salga e utilizado para conduzir a fermentagéo
(DORES e FERREIRA, 2012).

Na composicdo do “pingo” destacam-se as bactérias do acido latico
(BAL) que apresentam importante papel na seguranga microbiolégica de
queijos artesanais (COELHO et al., 2014; MARTINS et al, 2014),
contribuindo na rapida redugcdo do pH e no acumulo de substancias
antimicrobianas como acidos organicos (JAY, 2005), diacetil, acetaldeido
(JAY, 1982; PIARD e DESMAZEAUD, 1991) e bacteriocinas (COELHO et
al., 2014; NESPOLO e BRANDELLI, 2010).

Por serem produzidos com leite cru os QMA podem veicular micro-
organismos patogénicos (MONTEL et al., 2014; OMBARAK et al., 2016;
YOON et al., 2016). A quantidade desses contaminantes nos queijos pode
ser controlada pela maturagdo, onde a presenca das bactérias enddégenas
(BAL) é fundamental para sua estabilidade e seguranca microbioldgica
(MARTINS et al., 2014; MONTEL et al., 2014).

Estudos realizados com QMA na regiao do Serro-MG definiram 17
dias como o seu periodo minimo de maturacdo (MARTINS et al., 2014). A
partir dai esses queijos seriam considerados microbiologicamente seguros
para o consumo. Esse periodo foi baseado na presenca de Staphylococcus
aureus, por ser considerado o micro-organismo patogénico que permanece
por mais tempo até que se atinjam as contagens estabelecidas pela
legislagao vigente (< 2 log UFC/g) (BRASIL, 1996).

Embora ainda feito artesanalmente, a partir de 2002, uma série de
adaptacoes tém sido sugeridas a fim de adequar a producao dos QMA a
legislacdo brasileira, principalmente no que tange a natureza dos
equipamentos utilizados a sua produgéo, originalmente em madeira e entao
substituidos por materiais como fibras de vido, polipropileno, aco inox, dentre
outros (IMA, 2002). No entanto, segundo os produtores, essas alteragdes
tém contribuido para a descaracterizagao do produto e falhas no processo,

principalmente na etapa de dessoragem, resultando em um produto muito
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macio que nao € aceito pela cooperativa local que intermedia a
comercializagao.

Na tentativa de eliminar o problema da diminuicdo da sinérese dos
queijos, alguns produtores passaram a utilizar o proprio queijo na forma de
“rala” como fermento, que consiste em um queijo maturado, produzido em
um lote anterior, ralado, substituindo entdo o “pingo”, resultando agora em
um produto com dessoramento adequado e textura mais firme. Embora a
implementacdo da “rala” tenha resolvido o problema tecnoldgico durante a
fabricagdo desses queijos, a utilizacdo de um fermento ndo estudado e que
nao faz parte do “saber e fazer” tradicional dos QMA da regido pode levar a
alteragcdes em sua qualidade final, principalmente no que tange a qualidade
microbioldgica.

Dessa forma, esse estudo teve como finalidade verificar o impacto do
tipo fermento utilizado na qualidade microbiolégica de QMA produzidos na

regido do Serro — MG.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostragem e condi¢cao de maturagcao dos queijos

Foram estudadas 12 propriedades produtoras de queijo Minas
artesanal (QMA) cadastradas ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA),
localizadas na regido do Serro-MG, onde 4 utilizaram o “pingo” e 8 utilizaram
a “rala” como fermento na fabricagdo dos queijos. A produgao ocorreu no
periodo da seca (julho).

Amostras de agua, leite e fermento (“pingo” ou “rala”) de cada
propriedade amostrada foram coletadas em recipientes esterilizados, sendo
mantidas refrigeradas até o momento das analises.

Além disso, 7 queijos oriundos do mesmo dia de fabricagdo de cada
propriedade foram coletados, apds dois dias de fabricagcdo, ao completar a
salga, totalizando 84 unidades experimentais. Um queijo de cada produtor foi
analisado no dia da coleta e os demais foram maturados na condicio
ambiente (23 — 25 °C e UR 62 %), sem embalagem e em prateleiras de

madeira ao longo de 60 dias, reproduzindo-se as condi¢cbes de maturagao
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desses queijos nas propriedades de origem. Nos dias 8, 15, 22, 29, 36 e 60
dias de maturagdo um queijo de cada propriedade foi retirado e submetido a
analises fisico-quimicas e microbioldgicas.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos da Universidade Federal de Vigosa (protocolo numero
611.817).

2.2. Anadlises microbiolégicas

Analises microbioldgicas foram realizadas para as amostras de agua,
leite, fermento (“pingo” e “rala”) e queijo a fim de enumerar mesofilos
aerobios (WEHR e FRANK, 2004), fungos (WEHR e FRANK, 2004),
coliformes totais, Escherichia coli (WEHR e FRANK, 2004), Staphylococcus
aureus (AOAC, 2001) e verificar a presenga ou auséncia de Salmonella sp.
(AOAC Licenga 2014.01) e Listeria monocytogenes (AOAC Licenga 995.22).

2.3. Analises estatisticas

Para analise dos resultados fisico-quimicos foi utilizado o programa
SigmaPlot v.11, no qual foi realizado o teste t de Student. O nivel de
significancia considerado foi de p < 0,05. Para os resultados microbioldgicos
foi realizada analise de regressao em fungdo do periodo de maturacao
utilizado o programa SAS 9.3 (Statistical Analysis System) (UFV, Vigosa,
Minas Gerais, Brasil), cujos coeficientes foram testados pelo teste t até 5 %

de significancia.

3. RESULTADOS

Os leites utilizados na fabricagdo dos QMA apresentaram contagens
de coliformes totais e S. aureus elevadas. Para E. coli todas as amostras
analisadas encontraram-se dentro do limite estabelecido pela legislacao
(BRASIL, 2011a) (TABELA 1). Todas as amostras de leite obtiveram
resultado negativo para a presencga de Salmonella spp., e L. monocytogenes

(resultados ndo mostrados).
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Tabela 1. Média das contagens (log UFC.mL™") de Staphylococcus aureus
(SA), coliformes totais (CT) e Escherichia coli (EC) dos leites utilizados na

fabricacdo dos queijos Minas artesanal (QMA)

Grupo microbiano

Amostra*®

AS CT EC

P1 4,52 3,65 1,49
P2 3,81 3,72 1,54
P3 3,88 3,51 <1**
P4 2,45 2,58 <1**
P5 3,38 3,65 <1**
P6 3,41 1,36 <1**
P7 2,56 2,62 1,57
P8 3,53 2,52 1,11
P9 2,25 1,36 1,08
P10 3,43 1,75 <1**
P11 2,28 3,04 1,58
P12 2,51 3,18 <1**
Média 3,17 2,74 0,70

*identificagcdo do produtor; **sem crescimento de células na menor dilui¢ao;

A agua utilizada na fabricagdo dos queijos apresentou-se
contaminada com coliformes totais em concentragdes superiores ao
estabelecido pela legislacdao brasileira (auséncia em 100 mL), sendo
observada a presenca desse grupo em 1 mL de cada amostra analisada
(BRASIL, 2011b). Essa foi considerada microbiologicamente aceitavel
(auséncia em 1 mL) em relagdo aos outros micro-organismos analisados (E.
coli, S. aureus, Salmonella spp. e L. monocytogenes) (resultados nao
mostrados).

Com relagao aos fermentos analisados, a média das contagens de S.
aureus apresentou-se maior (p < 0,05) na “rala” quando comparada com o
“pingo”. Coliformes totais ocorreram somente na “rala”’, ndo havendo
contagens de E. coli em ambos os fermentos nas diluicbes realizadas
(TABELA 2). Em nenhuma das amostras de fermento foi detectada a

presenca de Salmonella spp., € somente uma, proveniente do produtor 4
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(“rala”), apresentou resultado positivo para L. monocytogenes.

Tabela 2. Média das contagens de Staphylococcus aureus (SA), coliformes
totais (CT) e Escherichia coli (EC) dos fermentos “pingo” e “rala” utilizados

na fabricagdo dos queijos Minas artesanal

Grupo microbiano

Fermento Amostra* SA CT EC
1 2,57 <1 <1
6 1,23 <1 <1
Pingo 8 1,30 <1 <1
(log UFC.mL™) 9 2,36 <1 <1
Média 1,78" <1” <1A
2 4,08 3,51 <10
3 3,50 3,30 <10
4 3,69 3,53 <10
5 4,08 3,23 <10
Rala 7 3,20 3,63 <10
(log UFC.g™") 10 2,65 2,49 <10
11 2,41 3,67 <10
12 3,62 3,08 <10
Média 3,40° 3,318 <10”

*identificacdo do produtor; médias seguidas pela mesma letra na mesma
coluna nao diferem entre si ao nivel de 5 % de probabilidade; <1; <10 sem

crescimento na menor dilui¢cao;

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2001) determina
a auséncia de Salmonella sp. e L. monocytogenes em 25 g de produtos
lacteos como parametro de seguranga. Dos 12 queijos analisados, 11
apresentaram resultado positivo para a presenca de L. monocytogenes no
segundo dia de fabricacdo. Entretanto, ja com 8 dias de maturacdo esse
patdogeno nao foi detectado, cessando-se apds esse periodo as analises
para o mesmo. No teste de deteccdo de Salmonella sp., todas as amostras
de queijo apresentaram resultado negativo apds 2 dias de fabricagdo, onde

cessou-se também sua analise.
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A média das contagens (log UFC.g™") de mesdfilos aerdbios e fungos
dos queijos foi menor com 2 dias de fabricagdo, ocorrendo um aumento com
8 dias de maturagao e se estabilizando nos periodos 8, 15, 22, 29, 36 e 60
dias. Com relagdo aos queijos fabricados com “pingo” e “rala” ndo houve
diferenca (p = 0,05) entre eles para esse grupo em todos os periodos
analisados (FIGURAS 3 e 4).

Mesofilos aerobios
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Figura 3. Média das contagens (log UFC.g™") de mesdfilos aerébios nos
queijos Minas artesanal (QMA) fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de

60 dias de maturacéo.
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Figura 4. Média das contagens (log UFC.g™") de fungos filamentosos e néo
filamentosos nos queijos Minas artesanal (QMA) fabricados com “pingo” e

“rala” ao longo de 60 dias de maturacéo.
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Para o grupo dos contaminantes (S. aureus, coliformes totais e E.
coli), a maturacdo dos queijos foi determinante no sentido de promover a
reducdo de suas contagens. Nos queijos fabricados com o fermento
tradicional (“pingo”) essa reducdo foi mais lenta, mas atingiu mais
rapidamente as exigéncias microbioldgicas estabelecidas pela legislagéo
(FIGURAS 5, 6, e 7 respectivamente).

Staphylococcus aureus
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Figura 5. Média das contagens (log UFC.g™") de Staphylococcus aureus nos
queijos Minas artesanal (QMA) fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de

60 dias de maturagao, *sem crescimento de célula na menor diluicio;

Coliformes
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Figura 6. Média das contagens (log UFC.g™") de coliformes totais nos queijos
Minas artesanal (QMA) fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de 60 dias

de maturagao;*sem crescimento de célula na menor diluigao;
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Escherictia cofi
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Figura 7. Média das contagens (log UFC.g™") de Escherichia coli nos queijos
Minas artesanal (QMA) fabricados com “pingo” e “rala” ao longo de 60 dias

de maturacgao;*sem crescimento de célula na menor diluigao;

A média das contagens (log UFC.g™") de S. aureus deste estudo
mostrou que os queijos fabricados a partir do fermento tipo "pingo"
apresentaram seguranga microbiologica apos 17 dias de maturagdao, como o
estipulado por lei (FIGURA 8).
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Figura 8. Estimativa do periodo minimo de maturacdo do queijo Minas
artesanal fabricado com “pingo” para adequacao as exigéncias

microbiolégicas estabelecidas pela da legislagao.

Ao contrario, os queijos produzidos com o fermento tipo "rala"
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alcangaram a seguranga microbioldgica apropriada apenas apos 27 dias de
maturacdo (com um aumento de 9 dias em relagdo ao recomendado pela
legislagao brasileira) (FIGURA 9).
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Figura 9. Estimativa do periodo minimo de maturagao do queijo Minas
artesanal fabricado com “rala” para adequacgao as exigéncias

microbioldgicas estabelecidas pela da legislagao.

4. DISCUSSAO

Os leites utilizados na fabricacdo dos QMA da regido do Serro-MG
amostrados nas diferentes propriedades apresentaram grande variagdo em
relacdo as contagens microbianas dos grupos analisados (TABELA 1),
indicando diferencas relacionadas as condigcdes higiénico-sanitarias durante
a manipulacao da matéria prima.

Uma maior média na contagem de S. aureus com relagao a coliformes
e E. coli foi observada. Esse patdogeno, quando presente em concentragoes
elevadas pode vir a produzir toxinas causando intoxicagao alimentar
(JOHLER et al., 2015), além de ser um indicio da presenca de mastite no
animal, infeccdo bacteriana nas glandulas mamarias (THOMPSON-CRISPI
et al., 2014), aumentando as contagens de células somaticas (CCS) e
diminuicdo da qualidade do leite (BARKEMA et al., 2006).

Um estudo anterior realizado por Martins et al (2014) na mesma

regiao mostrou a presenca de S. aureus, E. coli e coliformes em
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concentracdes médias de 2,46; 2,18; e 3,08 log UFC.mL™", respectivamente,
nos leites utilizados para a producdo dos QMA. Nesse caso, as unidades
produtoras ainda ndo encontravam-se cadastradas no Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA) e nao mantinham implementadas as Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF) e Boas Praticas Agropecuarias (BPA).

No presente estudo, as propriedades encontravam-se cadastradas ao
IMA e apresentavam os programas para melhoria de qualidade
implementados. Esperava-se, portanto, uma melhora na qualidade
microbiolégica dos leites utilizados para a fabricagdo dos queijos. No
entanto, isso ndo foi observado, e os resultados ndo diferem dos
encontrados em unidades ndo registradas. A baixa qualidade da matéria-
prima pode ser atribuida a uma higienizagao deficiente na ordenha, ao uso
de agua nao potavel, a limpeza inadequada de utensilios e equipamentos, a
falta de armazenamento do leite a baixas temperaturas, e no caso de altas
contagens de S. aureus, pode indicar a presenga de mastite no rebanho.
Essas condi¢cdes podem ser atribuidas a nao aplicagao das BPF e BPA e/ou
a auséncia de fiscalizagéo pelos 6érgédos competentes.

A producdo dos QMA utilizando uma matéria prima fora dos padrées
de qualidade tem predominado e consequentemente o produto pode vir a
nao atingir a qualidade microbiologica esperada ao final do processo. Além
disso, a microbiota contaminante presente na matéria prima ira contaminar o
fermento enddgeno utilizado na fabricagdo dos queijos, que é sempre
oriundo de uma producdo anterior, afetando também sua qualidade
microbioldgica.

Por sua vez, o fermento utilizado influencia no processo produtivo e
na qualidade microbioldgica dos queijos pela incorporagdo de uma maior ou
menor quantidade de contaminantes ao leite para a fabricacdo dos mesmos.
Por estarem interligados, ambos (fermento e matéria prima), esses devem
apresentar uma boa qualidade, com a menor contaminag&o possivel.

Uma melhor qualidade microbiolégica do fermento enddgeno
tradicional (“pingo”) foi observada, sendo que, micro-organismos presentes
nos fermentos utilizados estarao presentes nos queijos de toda producao,
onde aqueles fabricados com a “rala” apresentardo ja inicialmente uma

maior quantidade desses contaminantes.
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A “rala” é definida como um subproduto que é obtido a partir do queijo
maduro (aproximadamente 8 dias) ralado em sua parte externa para retirada
da casca mais dura, essencial para terminar o produto e dar-lhe
caracteristicas estéticas que favoregcam a sua comercializagdo, sendo um
costume da regido do Serro e n&o realizado em outras regides como Serra
da Canastra, Serra do Salitre e Araxa. Embora de extrema importancia para
melhor apreciagdo do produto, ndo € recomendada sua utilizagdo como
fermento, ja que trata-se de um produto muito manipulado e com chances
aumentadas de contaminagdo por patégenos como corroborado pelos
resultados apresentados nessa pesquisa.

O fermento tipo “pingo” apresenta tanto BAL “starters” (iniciadoras)
quanto “NSLAB” (maturadoras). Ja o fermento tipo “rala”, por n&o ser
originario diretamente do leite e sim oriundo do préprio queijo maturado
ralado, apresenta uma predominancia de bactérias “NSLAB”. Dessa forma,
diferengas quali e quantitativa desses fermentos podem afetar as
caracteristicas finais dos queijos, principalmente relacionadas a sua
qualidade microbioldgica.

Varios estudos tém demonstrado o papel das BAL que estdo
presentes no “pingo” na inibicdo de micro-organismos patogénicos
(OBRYAN et al, 2016; ORTOLANI et al.,2010), como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Clostridium
tyrobutyricum (CALLON et al., 2016; COELHO et al., 2014; DAL BELLO et
al.,, 2010; RENYE et al., 2011).

A diminuicdo nas contagens de S. aureus, coliformes totais e E. coli
ao longo da maturagao dos queijos (Figuras 5, 6 e 7), indica a importancia
da maturacdo e da utilizagdo do fermento, seja ele “pingo” ou “rala”, na
seguranga microbiolégica de queijos feitos com leite cru, que em conjunto
atuam inibindo a microbiota patogénica presente.

S. aureus é considerado o micro-organismo patogénico que
permanece por mais tempo nos QMA até que se atinjam as contagens
estabelecidas pela legislagcédo vigente (MARTINS et al. 2014). Considerando
as contagens desse micro-organismo conclui-se que os queijos fabricados
com o fermento tipo "pingo" apresentaram seguranga microbioldgica (< 2 log

UFC.g'1) apos 17 dias de maturacdo. Isso demonstra que o cadastramento
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das unidades produtoras ao IMA e a exigéncia da aplicagcdo das BPF e BPA
continuam contribuindo para manutencdo da qualidade ao longo da
fabricagcdo desses queijos, embora se esperasse uma melhoria que
contribuisse ainda mais para a diminuigdo do periodo necessario de
maturacdo para comercializagdo. Entretanto, esses queijos mantiveram a
seguranga microbioldgica exigida pela legislagdo no periodo estipulado.

Ao contrario, os queijos produzidos com o fermento tipo "rala"
alcangcaram a seguranga microbiologica apropriada somente apos 27 dias de
maturacgdo. Isso constitui um aumento de 6 dias de maturagdo (de 17 para
24 dias) na meédia geral para que os QMA sejam considerados
microbiologicamente seguros para consumo. Este resultado foi influenciado
pelo aumento no periodo de maturagdo necessario para que 0S queijos
produzidos com a "rala" alcangassem a seguranga microbiolégica adequada,
principalmente pelo fato de ja apresentarem uma contaminagéao inicial mais
elevada.

E. coli ndo esteve presente em nenhum dos queijos fabricados com
“pingo”, e apresentou contagens permitidas (< 2 log UFC.g™") em todo o
periodo naqueles oriundos de fabricagcdo com a “rala”. Coliformes atingiram
as concentragdes exigidas pela legislacédo (< 2 log UFC.g™") antes do periodo
exigido para comercializagdo dos QMA em ambos 0s queijos, embora tenha
apresentado maiores contagens naqueles fabricados com a “rala” em todos
os periodos de maturagao analisados.

Foi observada a presenca de L. monocytogenes em 91,6 % das
amostras de queijo analisadas com dois dias de maturacdo, entretanto
nenhuma das amostras de leite apresentou tal contaminagcdo e somente o
fermento de um produtor (“rala”) apresentou-se contaminado. Tal bactéria
apresenta distribuicdo ubiquitaria, podendo ser encontrada no solo e em
diversos tipos de alimentos, o que pode ter ocasionado a contaminagao
inicial do fermento. A contaminacao dos queijos indica uma possibilidade de
contaminagao cruzada. Com relagao a presenca de Salmonella spp., todas
as amostras de queijo apresentaram resultado negativo com 2 dias de
fabricagcdo, cessando as analises nesse periodo. Os resultados comprovam
mais uma vez que S. aureus corresponde ao patdégeno que permanece por
mais tempo durante a maturagcdo dos QMA (MARTINS et al., 2014).
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A reducdo de contaminantes nos queijos ao longo da maturagao pode
ser explicada pela rapida produgao de acido pelas BAL e com consequente
diminuicdo inicial do pH, além de poder ocorrer a produgdo de outros
agentes antimicrobianos como diacetil, acetaldeido (JAY, 1992; PIARD e
DESMAZEAUD, 1991) e bacteriocinas (NESPOLO e BRANDELLI, 2010;
O’'SHEA et al., 2013; RENYE et al., 2011).

O aumento na acidez titulavel dos queijos ao longo do tempo é
resultante dentre outros da degradacéo da lactose por bactérias “starters” ou
fermentadoras.

Como observado no capitulo 4 a maior acidez dos queijos fabricados
com o “pingo” nos dias 2 e 8, pode estar diretamente relacionada com as
caracteristicas das estirpes presentes em cada tipo de fermento utilizado em
sua fabricacdo. O “pingo”, por conter predominancia de bactérias “starters”
(LAVASANI et al., 2011; LIMA et al., 2009; MARTINS et al., 2014; SILVA et
al., 2011), possivelmente leva a uma maior e mais rapida producgéo de acido
no inicio da fabricagao e nos primeiros dias de maturagao. A “rala”, pelo fato
de ser um fermento coletado a partir de um queijo ja maduro
(aproximadamente 8 dias), apresenta uma predominancia de bactérias
maturadoras (NSLAB), influenciando dessa forma na menor quantidade de
acido produzida nos queijos em sua fase inicial e no inicio de sua
maturagcao. Entre 15 e 60 dias de maturacdo essa diferenga foi eliminada
provavelmente pela predominancia de bactérias NSLB em ambos os queijos.

A producdo de acido pelas BAL contribui para a seguranga
microbiolégica desses queijos por meio de dois processos: 1) diminuicao
inicial do pH do leite, ja que determinados micro-organismos patogénicos
sdo sensiveis (ANDRADE, 2008); 2) concentragdo de acidos organicos
produzidos e presentes na forma nao dissociada, que por sua vez depende
do pH do meio. A forma nao dissociada do acido, que geralmente é
hidrofdbica, favorece a penetracdo desses compostos através das
membranas plasmaticas da célula microbiana. Dentro da célula, em pH mais
alto, a molécula se dissocia liberando anions e prétons que acumulam na
célula, causando rompimento de membranas, aumentando o estresse
associado ao pH intracelular e acumulando anions toxicos (ADAMNS, 1999).

O desuso do fermento tradicional tornou-se necessario em algumas
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propriedades rurais devido a modificagdes no processo de fabricagao
sugeridas e exigidas pela legislagdo. A modificagdo considerada mais
marcante € a troca da madeira utilizada ao longo do processo por materiais
de mais facil limpeza como fibra de vidro, polipropileno e ago inoxidavel
(IMA, 2002). Essas alteragbes foram sugeridas como medida para diminuir a
proliferagdo de patogenos nos QMA. Entretanto, de acordo com os
produtores, isso levou a alteragdes durante o processo de produgao,
principalmente na etapa de sinérese, pelo fato dos queijos ndo dessorarem
adequadamente antes de seguirem para maturagao. Isso contribuiu para a
descaracterizac¢ao do produto, afetando principalmente a textura tradicional.

Os queijos fabricados com “pingo” atualmente apresentam
consisténcia macia, de maneira que n&o sao aceitos pela cooperativa local
que faz o intermédio da comercializacdo. Na tentativa de remediar esta
situagao, alguns produtores passaram a utilizar a "rala" como fermento, que,
segundo eles, resolvia o problema de dessoramento do produto, resultando
em um queijo mais firme. Isso pode ser observado analisando-se a umidade
dos mesmos. Os queijos fabricados com “rala” apresentaram menor
umidade (p = 0,05) com relagdo aqueles fabricados com o “pingo” no
segundo dia de fabricagdo e com 8 dias de maturacéo, sendo essa pequena
diferenga a responsavel por um produto mais firme.

A razao de se obter um produto mais firme ou macio pode relacionar-
se a um “dessoramento” mais ou menos eficiente respectivamente, e
também ao conteudo de agua presente em cada fermento adicionado ao
leite de producgéo. A adigéo do “pingo” ao leite (0,5 %) resulta em um maior
conteudo de agua nos queijos fabricados com esse fermento, que constituiu-
se de um soro fermentado retirado no momento da salga, podendo conter
até 90 % de agua. Ja a “rala”, por constituir de um queijo ralado maturado,
apresenta um maior conteudo de sodlidos totais. Dessa forma, apods a
fabricagcdo, os queijos fabricados com “pingo” apresentarao maior conteudo
de agua e menor conteudo de sodlidos totais o que resulta em um produto
com consisténcia mais macia, visto que o contrario ocorre com 0s queijos
fabricados com a “rala”, como observado no capitulo anterior.

Embora resolvido o problema de dessoramento do produto, a troca do

fermento utilizado acarretou ao nédo atendimento das exigéncias

115



microbiolégicas para comercializagdo dos QMA no periodo de maturagao
estipulado (17 dias), gerando um produto com maior indice de
contaminagao. Ao contrario do fermento endégeno tradicional ja conhecido e
estudado, n&o se sabe ao certo se a “rala” também apresenta a microbiota
adequada com caracteristicas capazes de eliminar os micro-organismos
patogénicos presentes no tempo estabelecido pela legislagdo, além de
originar um queijo com uma maior contagem inicial de patdogenos por
apresentar maior contaminacao.

Com relagdo as contagens de mesofilos aerdbios nos queijos,
observa-se uma menor média (log UFC.g"') no tempo 2, ocorrendo um
aumento com 8 dias de maturacado e estabilizando-se até 60 dias. Com
relacdo aos queijos fabricados com “pingo” e “rala” nao houve diferenca (p =
0,05) entre eles para esse grupo em todos os periodos analisados. A mesma
situagao pode ser observada para fungos.

A legislagcdo nao estabelece um padrao para a contagem microbiana
de mesofilos aerdbios em queijos. Contudo, a sua presengca pode ser
utilizada como um indicador da populacdo bacteriana de uma amostra,
incluindo BAL.

Embora na maioria dos casos a presenca de fungos seja vista como
contaminagao indesejavel em alimentos, esses apresentam papel relevante
na maturacédo de queijos artesanais. Os fungos filamentosos principalmente
do género Penicillium spp. possuem endopeptidases que degradam a
caseina e exopeptidases que degradam os peptideos presentes em
aminoacidos, produzindo substancias que contribuem para os componentes
de flavor dos QMA (FOX e WALLACE, 1997).

O 4&cido citrico metabolizado pelos fungos também contribui para o
sabor e aroma caracteristicos desses queijos. No leite, ele é transformado
pelas bactérias “starters” em diacetil e outros compostos neutros. Ja na
massa formada, os fungos o metabolizam para piruvato que é transformado
em acetil CoA, entrando posteriormente no ciclo de Krebs para a formacao
do citrato que em seguida € convertido em compostos (diacetil, acetaldeido)
que conferem flavor tipico do produto (WALSTRA et al., 2002).

Apesar de nao ser um aspecto explorado em QMA, a presenca de

fungos nos queijos em concentragdes elevadas pode ser considerada ainda
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um fator adicional na segurangca dos mesmos, uma vez que quando
presentes principalmente em sua superficie, ocupam espaco que de outra
forma poderia ser ocupado por patdgenos. Adicionalmente esses fungos
ainda podem produzir substancias antimicrobianas capazes de eliminar
patdgenos presentes.

A redugcdo da Aw ao longo da maturacéo interfere diretamente na
atividade da microbiota do queijo, visto que quanto menor a Aw menor a taxa
de crescimento microbiano. De acordo com os dados obtidos no capitulo
anterior, os valores de Aw encontrados durante toda a maturacdo ndo foram
baixos o suficiente para inibicdo desse crescimento, estando na faixa de
0,97 a 0,88 entre 2 e 60 dias de maturagao respectivamente. Alimentos com
Aw acima de 0,86 permitem o crescimento de algumas formas microbianas,
como é o caso de S. aureus (ANDRADE, 2008). Embora os valores de Aw
encontrados ndo sejam adequados para a inibicdo dos contaminantes
presentes nos QMA, a maturagéo foi essencial e suficiente para garantir a
diminuicado desses, embora nos queijos fabricados com o “pingo” essa
diminuicdo tenha sido mais eficiente.

As adaptagbes estabelecidas pela legislagdo brasileira e
implementadas nessas propriedades levaram aos produtores a optarem pelo
desuso do “pingo” na fabricagao dos QMA, o que trouxe consequéncias para
a qualidade microbiolégica dos mesmos.

Modificagdes que tinham como objetivo a melhoria da seguranga
microbioldgica desses produtos trouxe como consequéncia a utilizacao
massiva da “rala” agora necessaria para obtencdo de um produto com
textura adequada. Entretanto, essa modificagcdo causou o comprometimento
da qualidade microbioldgica do produto, aumentando dessa forma o periodo
de maturagdo necessario para a liberagdo de um produto seguro

microbiologicamente.

5. CONCLUSAO

Os queijos fabricados com o fermento tipo “pingo” foram considerados
microbiologicamente seguros para comercializagédo e consumo a partir dos

17 dias de maturagao, diferentemente dos queijos fabricados com fermento
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tipo “rala”, que precisam maturar por pelo menos 27 dias. Isso consiste em
um aumento do periodo minimo de maturacdo previsto na legislagao,
atualmente de 17 dias, mostrando a importancia da maturagdo e da
utilizacado do fermento enddgeno tradicional na qualidade microbiolégica do
queijo artesanal do Serro-MG.

Sugere-se um ajuste no periodo minimo de maturagéo estipulado por
lei, aumentando para 27 dias, ou o desmembramento da legislacdo para
queijos produzidos com fermento tipo “pingo” e “rala”, garantindo assim a

qualidade e seguranga microbiolégica do produto final.
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CONCLUSOES GERAIS

Os isolados obtidos dos queijos fabricados com os diferentes tipos de
fermento apresentaram diferenca com relacdo as caracteristicas fenotipicas
avaliadas, mostrando que os queijos fabricados com o fermento tradicional
(“pingo”) apresenta uma microbiota distinta dos fabricados com o fermento
tipo “rala” ao longo da maturagao.

A diferenga na microbiota dos queijos fabricados com “pingo” e “rala”
ao longo da maturagdo resultou em queijos com caracteristicas
microbiolégicas, fisicas e fisico-quimicas diferentes.

Os resultados desse estudo indicaram baixa similaridade entre os
queijos fabricados com fermentos tipo “pingo” e “rala” para as caracteristicas
fisicas, fisico-quimicas e microbiolégicas, havendo necessidade da
implementagdo de sistemas que auxiliem a padronizacdo do processo de
fabricacdo e a melhoria da qualidade dos queijos, como as boas praticas de
fabricacéo.

A utilizagdo do fermento enddgeno, independente do tipo utilizado,
influenciou diretamente no comportamento microbiano dos queijos, uma vez
que os mesmos apresentaram significativa reducao nas contagens de
Listeria monocytogenes, coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus ao longo da maturacéo.

Foi possivel observar o fenbmeno do antagonismo das bactérias do
acido latico sobre o crescimento de patégenos, com destaque a populagao
de S. aureus.

Para os queijos fabricados com o “pingo”, 17 dias foi o periodo
minimo de maturagdo para que atingissem os padrdes exigidos pela
legislacdo. Por sua vez, os queijos fabricados com a ‘“rala” somente
atingiram os niveis de legislacdo aos 27 dias, indicando que a troca do
fermento tradicional colaborou com o aumento da carga microbiana inicial e
do periodo de maturagdo necessario para liberagdo desses queijos para o
consumo.

A modificacdo dos equipamentos utilizados na fabricacao dos queijos
Minas artesanal e a falta de apoio aos produtores rurais resultou na

utilizacdo de um fermento desconhecido, o que deve ser revisto pelos
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orgaos legislativos competentes, uma vez que esse tipo de tratamento n&o
garante a seguranca do produto, principalmente quando o mesmo se

encontra com baixa qualidade microbiologica.
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MATERIAL COMPLEMENTAR | - Termo de consentimento livre e

esclarecido

Prezado (a) voluntario (a),

Estamos realizando o estudo “Impacto da Adocédo das Boas Praticas de

Fabricacdo e do Tempo de Maturagcdo na Qualidade Microbiolégica dos

Queijos Minas Artesanais Produzidos na Regidao do Serro — MG” e para isso

gostariamos da sua ajuda. Sua participagao incluird o fornecimento das

seguintes informagdes: nome, endereco, telefone e email. Além disso, sera
aplicado um questionario a respeito dos produtores dos queijos, assim como
aspectos relacionados a producao e comercializagdo dos mesmos.

Leia cuidadosamente o0 que segue e me pergunte sobre qualquer duvida que

vocé tiver. Apds ser esclarecido (a) sobre as informagdes a seguir, no caso

aceite fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que consta
em duas vias. Uma via pertence a vocé e a outra ao pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé nao sofrera nenhuma penalidade.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade verificar a seguranga microbiolégica dos
queijos artesanais produzidos na regido do Serro a partir de unidades
registrados e adequados de acordo com a legislagao vigente.

2. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para a caracterizagao
dos queijos artesanais produzidos em minha unidade, bem como a
confirmacédo de sua qualidade, garantindo dessa forma, que o produto
possa estar sendo distribuido com total seguranga aos consumidores.

3. Terei que doar para a realizagdo dessa pesquisa, 0s seguintes materiais:
amostras do leite e do pingo utilizados como matéria prima para a
fabricagdo dos queijos e os queijos oriundos da minha produg¢do no dia
da coleta. Terei que responder um longo questionario, cuja recusa nao
me causara nenhum dano e nenhuma penalidade. A minha participagao
como voluntario devera ter a duragao de um ano, sendo que a visita e as
coletas serao realizadas duas vezes ao ano.

4. Durante a execugdo do projeto poderdao ocorrer riscos de
constrangimento devido a coleta de informagdes de dados pessoais que
serao atenuados com o devido sigilo de todos os dados informados. A

coleta do material sera realizada conforme procedimentos técnicos
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recomendados e usuais. Ao mesmo tempo estarei recebendo como
beneficios pela minha participacio os resultados referentes a pesquisa.

5. Os procedimentos aos quais serei submetido ndo provocarao danos
morais, fisicos, financeiros ou religiosos.

6. Nao terei nenhuma despesa ao participar desse estudo.

7. Poderei deixar de participar do estudo a qualquer momento sem prejuizo
do meu tratamento.

8. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurado assim a minha
privacidade e se desejar, deverei ser informado dos resultados dessa
pesquisa.

9. O sucesso deste trabalho dependera de minha participagdo, mas esta é
voluntaria, dessa forma nao receberei nenhuma remuneracgao.

O trabalho é de interesse cientifico e esta sob responsabilidade da
Professora Dra Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira, professora da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). Esse estudo foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UFV. Qualquer
transgressédo das normas éticas, duvidas ou solicitacdo de esclarecimentos,
o(a) participante podera recorrer a esse comité, dirigindo-se a sua
presidente: Patricia Aurélia Del Nero, pessoalmente no enderecgo listado na
ultima pagina deste documento, pelo telefone: (31) 3899-2492 ou pelo email:
cep@ufv.br. Em qualquer duvida ou solicitagdo de esclarecimento o(a)
participante podera entrar em contato com a equipe cientifica pelo telefone
(31) 3899-3813 (Laboratorio de Culturas Laticas da Universidade Federal de
Vicosa). Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar do
estudo “Impacto da Adogao das Boas Praticas de Fabricacdo e do Tempo de
Maturacdo na Qualidade Microbiolégica dos Queijos Minas Artesanais
Produzidos nas Regides do Serro e Serra da Canastra — MG”, na qualidade
de voluntario (a).

Vigosa, de de

Assinatura do voluntario

Atenciosamente,

Erika Carla da Costa Brumano DTA/UFV

127


mailto:cep@ufv.br

MATERIAL COMPLEMENTAR Il — Caracteristicas fenotipicas dos isolados (MRS) de queijo Minas artesanal fabricado com

“pingo”
Producio Capacidade | Resisténcia Atividade
Producgio de Produgio de de a NaCl antimicrobiana
MRS/P1* Morfologia de diacetil | catalase | exopolissacarideo | acidificagao 2% |6%|S.A[LM| E.C|S.E
P1T2 1** | bacilo, gram positivo | negativo negativo Positivo Alta Sim | sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T2 2 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T2 3 cOCo, gram positivo negativo negativo Positivo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T2 4 coco, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T2 5 coco, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T26 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T2 7 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T2 8 | bacilo, gram negativo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Nao
P1T29 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Sim
P1T2 10 | bacilo, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Nao
P1T8 1 | bacilo, gram negativo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | ndo | ndo | Ndo | Nao
P1T8 2 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Média Sim | Sim | ndo | ndo | Sim | Sim
P1T8 3 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Positivo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T8 4 COCO, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | ndo | ndo | Sim | Sim
P1T8 5 coco, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | ndo | Nao | Nao
P1T8 6 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T8 7 bacilo, gram posito negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T8 8 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T8 9 cOCo, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T8 10 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo Alta Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
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P1T151 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T152 | coco, gram positivo negativo positivo Negativo Baixa Sim | Sim |ndo | ndo | Sim | Sim
P1T153 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T154 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T155 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Positivo Baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T156 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim |ndo | ndo | Sim | Ndo
P1T157 | bacilo, gram negativo | negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | ndo | ndo | Nao | Ndo
P1T15 8 | bacilo, gram positivo negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | sim | ndo | Ndo | Nao
P1T159 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Ndo
P1T15 10 | coco, gram positivo Positivo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T22 1 | bacilo, gram negativo | negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | ndo | ndo | Ndo | Ndo
P1T22 2 | bacilo, gram negativo | negativo negativo Negativo Baixa Sim | Sim | ndo | ndo | Ndo | Sim
P1T22 3 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Positivo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T224 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T22 5 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T226 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T22 7 | bacilo, gram positivo Positivo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T22 8 | bacilo, gram positivo Positivo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T22 9 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T22 10 | bacilo, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Nao
P1T29 1 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Ndo
P1T29 2 | bacilo, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Nao | Nao
P1T29 3 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Positivo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Sim
P1T294 | coco, gram positivo negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Nao | Nao
P1T29 5 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T29 6 | bacilo, gram positivo | negativo negativo Negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T29 7 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
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P1T29 8 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Nao
P1T299 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Sim | Ndo
P1T29 10 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | Sim | sim | sim | Ndo | Nao

*Isolados obtidos do queijo fabricado com “pingo” e a partir do meio MRS; **identificagdo do isolado; P: identificacdo do produtor; T:
periodo de maturacao (dias); S.A — Staphylococcus aureus; L.M — Listeria monocytogenes; E.C — Escherichia coli; S.E — Salmonella

enteristidis;

MATERIAL COMPLEMENTAR Il — Caracteristicas fenotipicas dos isolados (MRS) de queijo Minas artesanal fabricado com

“rala”
Produgao Capacidade | Resisténcia Atividade
Producio de Producio de de a NaCl antimicrobiana
MRS/P12* Morfologia de diacetil | catalase | exopolissacarideo | acidificagao 2% |6%|S.A|LM|E.C|S.E
P1T2 1** | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ Sim |sim |sim |Sim |[Nao
P1T2 2 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim | Sim [sim |sim |Sim |Nao
P1T2 3 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim [ Sim |sim |sim |Sim |[Nao
P1T2 4 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | Sim |[sim |sim |[Sim |Sim
P1T2 5 COCO, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | Sim [ndo |sim |[Sim |Sim
P1T26 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ Sim |ndo |sim |Sim |Nao
P1T2 7 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | Sim [n&o |ndo |Nao |Nao
P1T2 8 | bacilo, gram negativo | negativo negativo negativo baixa Sim | Sim |ndo |ndo |Sim |Sim
P1T29 | bacilo, gram negativo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |ndo |Sim |Nao
P1T2 10 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo média Sim | sim |ndo |ndo |Sim |Sim
P1T8 1 bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim | sim |sim |n&o [Ndo |Sim
P1T8 2 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [sim |ndo [N&o |Nao
P1T8 3 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim |Nao
P1T8 4 | bacilo, gram negativo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim |Sim |Nao
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P1T8 5 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo [sim [Sim |Sim
P1T8 6 COCO, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [n&o |ndo |Sim |[n&o
P1T8 7 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [n&o |sim |Sim |[n&o
P1T8 8 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |ndo |Sim |n&o
P1T8 9 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim [n&o |ndo | Sim |[n&o
P1T8 10 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim |Sim |n&o
P1T151 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim [sim
P1T152 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [n&o |sim |Sim |[n&o
P1T15 3 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim |Sim |n&o
P1T154 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim [Nao |sim
P1T155 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T156 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T157 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |[sim |Sim |[n&o
P1T158 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T159 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T1510 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T22 1 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T22 2 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T22 3 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim [n&o
P1T22 4 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T22 5 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[sim
P1T22 6 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T22 7 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T22 8 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T229 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T22 10 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T29 1 | bacilo, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [sim |sim |Sim |sim
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P1T29 2 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |[sim |Sim |[n&o
P1T29 3 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T294 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T295 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T296 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T29 7 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o
P1T29 8 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim |n&o
P1T29 9 | bacilo, gram negativo | negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |[n&o
P1T29 10 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |Sim |n&o

*Isolados obtidos do queijo fabricado com “rala” e a partir do meio MRS;

**identificacdo do isolado; P: identificacdo do produtor; T:

periodo de maturagao (dias); S.A — Staphylococcus aureus; L.M — Listeria monocytogenes; E.C — Escherichia coli; S.E — Salmonella

enteristidis;

MATERIAL COMPLEMENTAR IV - Caracteristicas fenotipicas dos isolados (M17) de queijo Minas artesanal fabricado com

“pingo”.
Produgio Capacidade | Resisténcia Atividade
Producio de Produciao de de a NaCl antimicrobiana
M17/P1* Morfologia de diacetil | catalase | exopolissacarideo | acidificagao 2% |6%|S.A|LM|E.C|S.E
P1T2 1** | coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim | sim |[sim |sim |[Sim | ndo
P1T2 2 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T2 3 COCo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T2 4 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T25 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |sim |[N&o | ndo
P1T26 COCo, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim | sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T27 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |ndo |[N&o | ndo
P1T2 8 COCo, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim | sim |sim |sim |Sim | ndo
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P1T2 9 coco, gram positivo Positivo negativo negativo alta Sim | sim |[sim |sim [Sim | ndo
P1T210 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T8 1 cOoco, gram positivo Positivo negativo negativo meédia Sim | sim |[sim |sim |Sim | ndo
P1T8 2 coco, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T8 3 coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim [Nao | ndo
P1T8 4 coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |[sim |[N&o | ndo
P1T8 5 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo média Sim [ sim |ndo |[sim |Sim | ndo
P1T8 6 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim [Nao | ndo
P1T8 7 coco, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim [ sim |sim |sim |[N&o | ndo
P1T8 8 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim | sim |[sim |sim |[Sim | ndo
P1T8 9 coco, gram positivo negativo negativo negativo alta Sim [ sim |sim |ndo |[N&o | ndo
P1T8 10 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo meédia Sim | sim |[sim |sim [Sim | ndo
P1T15 1 coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim [Sim | ndo
P1T152 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |sim |[N&o | ndo
P1T153 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |ndo |Sim | ndo
P1T154 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T155 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim [Sim | ndo
P1T156 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T157 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T158 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim |[Sim | ndo
P1T159 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |sim |Sim | ndo
P1T15 10 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim |Sim | ndo
P1T22 1 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |sim |Sim | ndo
P1T22 2 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim |Sim | ndo
P1T22 3 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T224 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |[N&o | ndo
P1T22 5 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |sim |sim |[N&o | ndo
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P1T22 6 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim [Sim | ndo
P1T22 7 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo [sim |Sim | ndo
P1T22 8 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim [Sim | ndo
P1T229 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |ndo |Sim | ndo
P1T22 10 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |[sim |sim [Nao | ndo
P1T291 coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |[sim |Sim | ndo
P1T29 2 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |[sim |[N&o | ndo
P1T29 3 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim [Nao | ndo
P1T294 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |sim |sim |[N&o | ndo
P1T295 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim [Nao | ndo
P1T296 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |sim |[N&o | ndo
P1T29 7 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |ndo [Nao | ndo
P1T29 8 | bacilo, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |ndo [Nao | ndo
P1T29 9 | bacilo, gram positivo | negativo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |ndo |N&o | ndo
P1T29 10 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |ndo [Nao | ndo

*Isolados obtidos do queijo fabricado com “pingo” e a partir do meio M17; **identificacdo do isolado; P: identificagdo do produtor; T:
periodo de maturagado (dias); S.A — Staphylococcus aureus; L.M — Listeria monocytogenes; E.C — Escherichia coli; S.E — Salmonella

enteristidis;

MATERIAL COMPLEMENTAR V - Caracteristicas fenotipicas dos isolados (M17) de queijo Minas artesanal fabricado com

“rala”.
Producio Capacidade | Resisténcia Atividade
Produgéo de Producéo de de a NaCl antimicrobiana
M17/P12* Morfologia de diacetil | catalase | exopolissacarideo | acidificagdao 2% |6%|S.A|LM|E.C|S.E
P1T2 1** | coco, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim [ sim |sim |sim |Sim | ndo
P1T2 2 COCO, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim |ndo |sim |[N&o | ndo
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P1T2 3 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |ndo [Nao | ndo
P1T2 4 COCO, gram positivo negativo negativo negativo baixa Sim | sim [ndo |sim [ndo | ndo
P1T2 5 coco, gram positivo Positivo negativo negativo meédia Sim | sim |[sim |sim |[sim | ndo
P1T2 6 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa Sim [ sim |ndo |ndo |ndo | ndo
P1T2 7 coco, gram positivo Positivo negativo negativo meédia Sim | sim |[sim |sim |[sim | ndo
P1T2 8 coco, gram positivo Positivo negativo negativo média Sim [ sim |sim |sim |sim | ndo
P1T2 9 coco, gram positivo negativo negativo negativo média sim sim | n&o |sim |sim | ndo
P1T2 10 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo meédia sim sim |sim |[sim |[sim | ndo
P1T8 1 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |sim |sim |n&o0 | ndo
P1T8 2 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [sim [sim | ndo
P1T8 3 coco, gram positivo Positivo negativo negativo média sim | sim |sim |sim |sim | ndo
P1T8 4 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T8 5 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T8 6 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |sim | ndo
P1T8 7 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T8 8 coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T8 9 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [sim | ndo
P1T8 10 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |sim |sim | ndo
P1T151 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |sim |[ndo |n&o | ndo
P1T152 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |sim [n&o [n&o | ndo
P1T153 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo |sim |ndo | n&o
P1T154 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o |ndo | n&o
P1T155 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo |n&o |ndo | n&o
P1T156 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo |sim |ndo | n&o
P1T157 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |sim |sim |n&o | ndo
P1T158 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo |sim |ndo | n&o
P1T159 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |sim |n&o |ndo | n&o
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P1T15 10 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |sim [n&o [sim | ndo
P1T22 1 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |sim |[ndo |n&o | ndo
P1T22 2 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T22 3 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T224 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T22 5 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |sim |n&o | ndo
P1T22 6 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |sim |ndo |sim | ndo
P1T22 7 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T22 8 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T229 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T22 10 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |sim |n&o | ndo
P1T29 1 coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa sim sim |sim |[sim [sim | ndo
P1T29 2 | coco, gram positivo negativo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T29 3 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T29 4 | bacilo, gram negativo | negativo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T29 5 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T296 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T297 | coco, gram positivo Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o |ndo |ndo | ndo
P1T29 8 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim | sim |n&o [ndo |ndo | ndo
P1T29 9 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo [n&o [ndo | ndo
P1T29 10 | bacilo, gram negativo | Positivo negativo negativo baixa sim sim |ndo |n&o |ndo | n&o

*Isolados obtidos do queijo fabricado com “rala” e a partir do meio M17;
periodo de maturagao (dias); S.A — Staphylococcus aureus; L.M — Listeria monocytogenes; E.C — Escherichia coli; S.E — Salmonella

enteristidis;

**identificacdo do isolado; P: identificagdo do produtor; T:
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