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You can't always get what you want,

But if you try sometimes, yeah,

You just might find you get what you need!
(Rolling Stones)
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Resumo

FERREIRA, Eder Galinari. M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2011.
Caracterizacdo microscépica e microbiolégica do biofilme dos utensilios de
madeira utilizados na fabricacdo de queijo Minas artesanal das regides do Serro e
Canastra. Orientadora: C¢lia Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-orientadores: Mauro
Mansur Furtado e Nélio José de Andrade.

Devido a inexisténcia de estudos sobre a composicdo dos biofilmes formados
nos utensilios de madeira utilizados na fabricagdo do queijo Minas artesanal, o objetivo
dessa pesquisa foi de caracterizar microscopica e microbiologicamente os biofilmes das
formas, mesas ¢ prateleiras de madeira das regides do Serro e Canastra. Amostras para
avaliacdo do biofilme foram removidas das superficies de trés formas, seis mesas e
quatro prateleiras da regido do Serro e trés mesas e trés prateleiras da regido da
Canastra. O ntimero de amostras coletadas corresponde a quase a totalidade de
utensilios de madeira ainda em uso nas duas regides, uma vez que esses utensilios foram
abolidos pela Lei Estadual n° 14.185 de 31 de janeiro de 2002. Utilizou-se o método do
swab, delimitando a 4rea de amostragem com molde esterilizado de 100 cm® para as
mesas e prateleiras ¢ 4 cm” para as formas. Nas mesas, coletaram-se trés amostras de
100 cm’, sendo uma no centro e outras duas em suas extremidades. Os trés pontos
foram plaqueados separadamente para obten¢do da média. Na prateleira coletou-se uma
amostra de 100 cm’. Em cada forma, foram coletados quatro pontos utilizando-se o
mesmo Swab, totalizando uma area de 16 cm’. Amostras de leite, fermento enddgeno e
queijo maturado também foram obtidas, sendo cinco amostras de leite, quatro de
fermento e trés de queijo do Serro. Na Canastra foram avaliadas trés amostras de leite,
trés de fermento e trés de queijo. As amostras foram plaqueadas em profundidade nos
meios Plate Count Agar (mesofilos aerdbios totais), Potato Dextrose Agar (leveduras),
MRS em anaerobiose (lactobacilos mesofilicos), M17 em aerobiose (Lactococcus spp.)
¢ placas Petrifilm” especificas para Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
coliformes a 32 °C. Nos queijos maturados avaliou-se ainda a presenca de Salmonella
sp. e Listeria sp. utilizando-se kits Reveal® Neogen, que envolvem etapa de pré-
enriquecimento. Fragmentos dos utensilios de madeira foram obtidos para a avaliagdo
em microscopia eletronica de varredura. Dos queijos avaliados, somente uma amostra
do Serro apresentou contagens de S. aureus e coliformes a 32 °C acima dos padroes de
legislagdo. Na Canastra, duas amostras de queijo superaram os niveis vigentes para E.

coli e coliformes a 32 °C, e somente uma amostra de leite permaneceu abaixo dos
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padroes para essas contagens. Por outro lado, uma amostra de fermento do Serro
ultrapassou os limites para E. coli e coliformes a 32 °C e duas ultrapassaram os limites
para S. aureus. Amostras de fermento endogeno da Canastra permaneceram dentro dos
padrdes estabelecidos nessa pesquisa. A maioria dos utensilios do Serro apresentou
contagens abaixo dos limites propostos nesse estudo mesmo quando altas contagens de
patogenos foram observadas nas amostras de leite e fermento, indicando a importancia
da acidez mais elevada dos queijos dessa regido. O oposto foi verificado nos utensilios
da Canastra, estando apenas as prateleiras com média abaixo do estipulado para E. coli.
Verificou-se auséncia de Salmonella sp. ¢ Listeria sp. em todos os queijos maturados.
Contagens clevadas das bactérias do acido latico Lactobacillus spp. mesofilicos e
Lactococcus spp. foram constatadas nos utensilios de madeira de ambas as regides.
Essas bactérias sdo essenciais para a maturacdo do queijo e auxiliam no controle de
micro-organismos indesejaveis, garantindo a seguranga do produto. Além de cocos e
bacilos, leveduras e fungos filamentosos também foram observados nas
fotomicrografias eletronicas, demonstrando a diversidade existente nesses biofilmes. Os
resultados desse estudo sugerem que a tecnologia empregada e os menores niveis de
contaminagdo da matéria-prima sdo determinantes para a qualidade do produto final.
Dessa forma, torna-se importante a aplicagdo e manuten¢do das boas praticas de
fabricagdao em todas as etapas do processamento do queijo, para garantir um produto
seguro e, ainda assim, com as caracteristicas tradicionais do queijo Minas artesanal

mantidas.
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Abstract

FERREIRA, Eder Galinari. M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, august of 2011.
Microscopic and microbiologic characterization of wooden utensils biofilm used in
artisanal Minas cheese making from Serro and Canastra regions. Advisor: Célia
Lucia de Luces Fortes Ferreira. Co-advisors: Mauro Mansur Furtado and Nélio José de
Andrade.

Due to inexistence of studies on the composition of biofilms formed in the
wooden utensils used in the manufacture of artisanal Minas cheese, the aim of this study
was to characterize microscopical and microbiologically the biofilm on wooden formes,
tables and shelves from Serro and Canastra regions. To evaluate the biofilm samples
were removed from the surfaces of three forms, six tables and four shelves in the region
of Serro and three tables and three shelves in the region of Canastra. The number of
samples corresponds to almost the totality of wooden utensils still in use in both
regions, since these utensils have been abolished by the State Law No. 14,185 of
January 31, 2002. We used the swab method, limiting the sampling area with sterile
template of 100 cm” for the tables and shelves and 4 cm?” for the forms. At the tables,
were collected three samples of 100 cm?, with one at center and two at their extremities.
The three points were plated separately to obtain the average. We collected on the shelf
a sample of 100 cm®. In each form, four points were collected using the same swab,
totaling an area of 16 cm”. Samples of milk, endogenous culture and cheese ripened
were also obtained, being five samples of milk, four of endogenous culture and three of
cheese in Serro. In Canastra we evaluated three samples of milk, three of endogenous
culture and three of cheese. The samples were plated in depth in the media Plate Count
Agar (total aerobic mesophiles), Potato Dextrose Agar (yeast), MRS in anaerobic
conditions (mesophilic Lactobacillus spp.), M17 in aerobic conditions (Lactococcus
spp.) and specific Petrifilm® plates for Staphylococcus aureus, Escherichia coli and
coliforms at 32 °C. Ripened cheeses were evaluated also the presence of Salmonella sp.
and Listeria sp. using Reveal kits (Neogen®), that involves a pre-enrichment step.
Fragments of wooden utensils were obtained for biofilm evaluation in scanning electron
microscopy. Of the cheeses tested, only one sample from Serro had counts of S. aureus
and coliforms at 32 °C above standards legislation. In Canastra, two cheese samples
exceeded current levels for E. coli and coliforms at 32 °C, and only one milk sample
remained below the standards for these counts. On the other hand, a sample of
endogenous culture from Serro exceeded the limits for E. coli and coliforms at 32 °C

and two exceeded the limits for S. aureus. Samples of endogenous culture from
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Canastra remained within the standards established in this research. Most of the utensils
from Serro had counts below the limits proposed in this study even when high numbers
of pathogens were observed in samples of milk and endogenous culture, indicating the
importance of the higher acidity of the cheese in this region. The opposite was seen in
utensils of Canastra, with only the shelves below the mean established for E. coli. There
was no Salmonella sp. and Listeria sp. in all ripened cheeses. High counts of lactic acid
bacteria mesophilic Lactobacillus spp. and Lactococcus spp. were found in wooden
utensils in both regions. These bacteria are essential for the maturation of the cheese and
help to control undesirable microorganisms, ensuring product safety. In addition to
cocci and bacilli, yeasts and filamentous fungi were also observed in the electronic
photomicrographs, demonstrating the diversity of these biofilms. The results of this
study suggest that the technology employed and the lowest levels of contamination of
raw materials are essential to the quality of the final product. Thus, it is important to the
implementation and maintenance of good manufacturing practices at all stages of the
cheese processing, to ensure a safe product and yet, with the traditional characteristics

of artisanal Minas cheese kept.



Introducéo Geral

O queijo Minas artesanal ¢ um produto tradicional do Estado de Minas Gerais
fazendo parte de uma cultura adquirida hd mais de 200 anos e cuja tradi¢ao ¢ repassada
entre as geracdes. Até 2010, esse queijo era reconhecidamente produzido nas cinco
principais regides: Araxa, Cerrado, Serro, Canastra ¢ mais recentemente Campo das
Vertentes. A partir de janeiro de 2011 foi proposta a Lei Estadual n® 19.492 que
estabelece a permissdo da produgdo desse queijo nos mais de 600 municipios do Estado
(Minas Gerais, 2011), o que elevara a sua produgdo a nimeros superiores aos atuais 29
mil toneladas, produzidas nas cinco principais regides (EMATER, 2004).

Dentre as regides produtoras do queijo Minas artesanal o Serro e a Canastra se
destacam pela elaboracdo de queijos marcadamente distintos, em relacdo as
caracteristicas sensoriais. As técnicas empregadas nas duas regides sdo ligeiramente
diferentes quanto a etapa de enformagem. Na regido do Serro a coalhada ¢ prensada
manualmente no interior das formas, ja na Canastra a coalhada ¢ colocada no interior de
tecidos que sdo torcidos manualmente, deixando o queijo inicialmente com um menor
teor de umidade. Por esse motivo, os tempos de maturagdo a temperatura ambiente, dos
queijos dessas regioes sao diferentes, 17 dias para Serro (Martins, 2006) e 22 dias para
Canastra (Dores, 2007). Como esse queijo artesanal ¢ produzido a partir do leite cru de
vaca adicionado de coalho e fermento enddgeno “pingo”, utiliza-se do processo de
maturagdo para diminuir os niveis de patdgenos e deterioradores e melhorar as
caracteristicas sensoriais unicas desse produto, aumentando seu valor agregado.

No processo de fabricagdo do queijo Minas artesanal a coalhada entra em
contato com as formas e as mesas (bancadas) de madeira durante a enformagem e
prensagem manual, permanecendo em prateleiras de madeira durante a maturagdo. O
acimulo de residuos nesses utensilios, dentre eles, proteinas, carboidratos e outros
componentes presentes no leite, permite a formagdo de uma matriz microbiana
complexa denominada biofilme (Trulear e Characklis, 1982; Capdeville e Nguyen,
1990).

Com a elaborag@o da Portaria Estadual n® 518, de 14 de junho de 2002 (Minas
Gerais, 2002) que dispde sobre os requisitos basicos das instalagdes, materiais e
equipamentos para a fabricacdo do queijo Minas artesanal, os produtores se adequaram
as normas de boas praticas de fabricag¢do, o que resultou na retirada das formas e mesas

de madeira, que foram substituidas por formas de polipropileno no Serro e polietileno
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de alta densidade na Canastra e as mesas por arddsia ou aco inoxidavel, com o objetivo
de melhorar a qualidade do produto final. Entretanto, essa modificagdo da superficie no
qual o queijo ¢ produzido, ocasionou alteracdes nas caracteristicas dos queijos, que
foram percebidas pelos produtores. A madeira com seu biofilme tém sido indicados
como responsaveis por caracteristicas proprias de determinados produtos artesanais,
como vinagres (Solieri e Giudici, 2008), cidras (Del Campo et al., 2003) e queijos com
Denominagdo de Origem Protegida, como por exemplo, o Ragusano (Lortal et al., 2009)
e Reblochon de Savoie (Mariani et al., 2007).

No processo tradicional, o queijo Minas artesanal ¢ colocado em prateleira de
madeira, ainda permitida pela legislacdo, para maturacao. Durante esse periodo, o
queijo passa por diferentes processos fisico-quimicos como reducdo do pH (Beuchat e
Golden, 1989), diminuicdo do potencial de oxi-reducdo (Crow et al, 1995) e
diminui¢do da atividade de agua (Brown, 1976), que auxiliam na inocuidade do produto
a ser consumido dentro dos padrdes estabelecidos. Além da influéncia das condigdes
ambientais, tais processos ocorrem devido a atividade de leveduras e bactérias do acido
latico, que em diferentes momentos, produzem enzimas, acidos orginicos e outros
compostos antimicrobianos como peptideos bioativos e bacteriocinas que controlam os
niveis de patdégenos e aumentam a seguranga do produto (Gonzalez et al., 2007).

Por isso, a enumeracao e a caracterizagdo dos micro-organismos existentes nos
biofilmes dos utensilios de madeira permite uma melhor compreensdo do seu papel no
desenvolvimento das caracteristicas peculiares do queijo Minas artesanal, bem como,
sua atuacdo na seguranca do produto. Além disso, os resultados dessa pesquisa
fornecerdo apoio cientifico para a elaboragcdo de novas legislagdes que possibilitem a

utilizacdo de utensilios de madeira na fabricacao de alimentos artesanais.



Hipoteses

1- O biofilme reflete a qualidade microbiologica das matérias-primas e os
niveis de higienizacdo dos utensilios de madeira empregados na fabricagao

do queijo Minas artesanal.

2- O biofilme ¢ fonte de bactérias do acido latico que podem exercer um papel

na seguranca dos queijos artesanais.

Essas hipoteses foram testadas por:

1- Determinagdo de indicadores de seguranga e de qualidade sanitaria nos
leites, fermentos endogenos “pingo”, biofilmes das formas, mesas e
prateleiras de madeira ¢ em queijos maturados (Salmonella sp., Listeria sp.,

Staphylococcus aureus, Escherichia coli e coliformes a 32 °C);
2- Determinagdo dos niveis de Lactobacillus spp. mesofilicos (MRS) e
Lactococcus spp. (M17) nas matérias-primas, biofilmes dos utensilios de

madeira e queijos maturados.

3- Determinagdo da ultra estrutura do biofilme das formas, mesas e prateleiras.
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CAPITULO |

IMPLICACOES DA MADEIRA NA IDENTIDADE E SEGURANCA DE
QUEIJOS ARTESANAIS
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Implicacbes da madeira na identidade e seguranca de queijos artesanais

Implications of wood in artisanal cheese identity and safety

Resumo
A madeira ¢ secularmente utilizada na manufatura dos utensilios empregados na
fabricacdo de alimentos artesanais, como por exemplo, tonéis de fermentagdo de
bebidas alcodlicas, tinas, formas, prateleiras e bancadas para produ¢do de queijos. Essas
superficies apresentam estrutura porosa, o que permite o desenvolvimento de
comunidades microbianas conhecidas como biofilmes. Fungos filamentosos, leveduras
e bactérias do acido acético e latico (BAL) presentes nesses biofilmes sdo responsaveis
pelas caracteristicas peculiares de alimentos como cidras, vinhos, vinagres ¢ de uma
gama variada de queijos artesanais, garantindo sabores e aromas caracteristicos desses
alimentos, assim como sua seguranga. Pesquisas recentes demonstraram que a presenca
de BAL, em biofilmes, diminuiu a adesdo de patogenos como Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, principais indicadores de praticas de fabricagdo insatisfatorias
em ambientes de producdo de alimentos. Em 2002, a legislacdo criada para a fabricagdo
do queijo Minas artesanal, estabeleceu padroes fisico-quimicos e microbioldgicos para a
elaboragdo desses queijos, € eliminou o uso das formas e bancadas de madeira, como
uma medida para cercear a proliferacao de patogenos nesses produtos. Essa medida foi
preventiva e emergencial, embora ainda hoje questionada pelos produtores tradicionais,
conhecedores das praticas utilizadas em paises da Europa, onde a madeira tem um papel
importante nas caracteristicas de varios produtos artesanais, especialmente em alguns
tipos de queijos com Denominagao de Origem Protegida (DOP). Essa revisao tem como
objetivo reunir informacdes relacionadas ao papel da madeira na produ¢do de alimentos,
assim como dos biofilmes nela formados e da fungdo dos mesmos nas caracteristicas e

seguranga de queijos artesanais

Palavras-chave: Biofilme; Utensilios de madeira; Queijo Minas artesanal; Alimentos

seguros.

Abstract
The wood is secularly used in the manufacture of utensils used in artisanal food
manufacturing, such as barrels of alcoholic fermentation, vats, moulds, shelves, and
tables for cheese making. These surfaces have porous structure, which allows the

development of microbial communities known as biofilms. Biofilm is a safe way for
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growing of desirable micro-organisms, including yeasts, molds and lactic acid bacteria
(LAB). They act on acid production and development of flavor in foods. However,
pathogens are also constantly present in food biofilm and constitute a health risk for
consumers. Nevertheless, recent studies have shown that the presence of LAB in
biofilms decreased the adhesion of pathogens such as Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, the main indicators of unsatisfactory manufacturing practices in
food environments. In 2002 legislation was established for the manufacture of artisanal
Minas cheese, which physico-chemical and microbiological standards were established,
prohibiting the use of wooden moulds and tables. This measure was preventive and
emergency, though still questioned by the traditional producers, who know the practices
used in European countries, where the wood has an important role in the characteristics
of various artisanal products, especially some types of cheese with Protected
Designation of Origin. To this purpose, studies are needed relating to technology,
environmental action and the final characteristics of the product. This includes research

to check the real role of wooden utensils in traditional characteristics of the cheeses.

Key words: Biofilm; Wooden utensils; Artisanal Minas cheese; Safe food.

1. Introducgéo

A producdo de queijo em muitas situagcdes constitui uma atividade familiar
sendo comum a caracteristica de sustentabilidade em diferentes tipos de comunidades.
Devido a essa caracteristica, as tecnologias envolvidas sdo repassadas para as geragdes
mais novas passando as vezes a fazer parte da riqueza de determinadas regides, e tanto a
tecnologia empregada quanto as caracteristicas do produto se transformam em “saberes
relacionados a um determinado ambiente/territério”. Essa tradi¢do e as caracteristicas
unicas de produtos de determinadas regides sempre foram valorizadas no continente
europeu. Atualmente, verifica-se um crescente interesse nesses alimentos no resto do
mundo, pois, além de manter a tradicdo, os produtos tradicionais também sdo
valorizados economicamente, o que contribui para a manutengdo dos produtores em
regides especificas, diminuindo o éxodo para os centros urbanos. Nos ultimos anos, e
principalmente com o estabelecimento da Unido Européia (UE), verificou-se na
valorizagdo dos alimentos regionais/tradicionais/artesanais um nicho econdmico
importante além de uma estratégia para aumentar a qualidade desses produtos

(EMATER, 2004; MARTINS, 2006; TREGEAR et al., 2007). Na UE, esses alimentos
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recebem selos especiais diferenciando-os de produtos semelhantes comercializados num
mesmo mercado. Pelo fato de haver legislagdes especificas para a comercializagao no
pais e entre os diferentes paises da UE, a preocupagdo com a qualidade passou a ser um
fator imprescindivel para a comercializacdo de tais produtos. Dessa forma, a valorizagdo
de produtos tradicionais esta aliada a uma tendéncia moderna que pode ser vista
também como uma alternativa interessante para melhorar a qualidade dessa fatia de
alimentos da agroindustria.

O conceito de preservacao da diversidade tradicional de alimentos surgiu em
1883, em Paris, como “Appellation d’Origin Controlée” (AOC) garantindo a
autenticidade de alimentos produzidos numa regido particular. Posteriormente, o termo
evoluiu para Denominagdo de Origem Protegida (DOP) sendo aplicado a alimentos
produzidos, processados e/ou preparados em uma determinada &area geografica
(BERTOZZI & PANARI, 1993). Na Europa, varios alimentos tradicionais possuem o
status DOP, dentre os quais um grande nimero de queijos, como por exemplo, o
Pecorino Sardo (MADRAU et al., 2006), Stilton (GKATZIONIS et al., 2009),
Manchego (POVEDA et al., 2004), Parmigiano Reggiano (GALA et al., 2008), Comté
(MAAS et al., 2010), para citar alguns.

No Brasil, o Estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor de queijos artesanais,
com producdo anual superior a 29 mil toneladas, sendo estas provenientes de 63
municipios pertencentes a cinco principais regides produtoras (Serro, Araxd, Cerrado,
Canastra e Campo das Vertentes). Nessas regides o impacto econdmico ¢ consideravel
gerando quase 27 mil empregos diretos (EMATER-MG, 2009 — Informagdo pessoal),
sendo que esta producdo tende a aumentar, visto que em janeiro de 2011 foi
regulamentada pela Lei Estadual n® 19.492, permitindo que todos os municipios de
Minas Gerais produzam o queijo Minas artesanal. No entanto, a precariedade dos
produtos disponibilizados até inicio da década de 2000 era notoria e grande parte da
producdo constituia um comércio clandestino. A Lei Estadual n° 14.185, de 31 de
janeiro de 2002 (MINAS GERAIS, 2002a) regularizou os queijos advindos de
propriedades credenciadas, que se adequaram as exigéncias das normas de boas praticas
de fabricagdo (BPF). Ao mesmo tempo, estudos foram imediatamente iniciados para a
caracterizagdo fisico-quimica, microbioldgica e das tecnologias empregadas nas quatro
principais regides, assim como para a defini¢do do periodo minimo de maturagdo desses
queijos para que pudesse ser colocado um produto seguro para o consumidor no
mercado (MARTINS, 2006; PINTO et al.,, 2009). Para a adequac¢dao imediata das

unidades produtoras, medidas foram tomadas para diminuir os indices de contaminagao
9



desses queijos. Dentre essas, a adequagdo fisica das salas de producdo do queijo, a
implementagdo das boas praticas agropecuarias (BPA) com vistas a obtencdo de um
leite com qualidade e treinamento dos produtores para o estabelecimento das BPF, com
vistas a sua auto valorizacdo e valorizagdo de seu produto. As normas para a fabricacdo
dos queijos artesanais foram estabelecidas e dentre elas, a proibicdo da fabricagdo dos
queijos empregando-se as tradicionais mesas e formas de madeira (MINAS GERALIS,
2002b). Essa medida foi preventiva e emergencial, embora ainda hoje questionada pelos
produtores tradicionais, conhecedores das praticas utilizadas em paises da Europa, onde
a madeira tem um papel importante nas caracteristicas de varios produtos artesanais,
principalmente nas caracteristicas de alguns tipos de queijos (LORTAL et al., 2009).
Essa revisdo teve como finalidade avaliar o papel da madeira na producao de
alimentos e os principios envolvidos na formagdo de biofilmes na manuteng¢do das

caracteristicas dos produtos e de sua seguranca, com énfase em queijos.

2. A madeira na producéo de alimentos

Historicamente, a madeira ¢ utilizada na manufatura de utensilios ¢
equipamentos empregados na produgdo de alimentos. Diferentes bebidas artesanais e
tipos de queijos em alguma fase de seu processamento entram em contato com a
madeira, como por exemplo, cidras fermentadas e os queijos Calenzana, Reblochon de
Savoie e Ragusano (SWAFFIELD et al., 1997; MARIANI et al., 2007; CASALTA et
al., 2009; LORTAL et al., 2009).

A cidra artesanal é fabricada em tonéis de madeira e seu uso tem sido reportado
como desejavel (SWAFFIELD et al., 1997). A superficie porosa da madeira garante a
permanéncia de leveduras e bactérias do acido latico (BAL), responsaveis pela produgdo
de flavor no produto. Os produtores artesanais de cidra tém rechagado a possibilidade
do uso de tonéis de ago inoxidavel pelo fato deste comprometer suas caracteristicas,
pela auséncia da comunidade microbiana presente em biofilmes que mantém as
propriedades sensoriais especificas do produto. A madeira estd também presente na
produgdo do “vinagre”, onde micro-organismos nos biofilmes dos tonéis de fermentagao
atuam na bioconversao do etanol em acido acético (SOLIERI & GIUDICI, 2008).

Na produgdo do queijo Ragusano o leite cru entra em contato com o biofilme
existente no interior de tinas de madeira. Esse biofilme ¢ um eficiente meio de
inoculacio de BAL - incluindo Lactococcus lactis (L. lactis), Streptococcus
thermophilus (S. thermophilus) e lactobacilos termofilicos (LORTAL et al., 2009). O
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queijo Calenzana também ¢é produzido a partir de leite cru e sem a utilizagao de cultura
starter, sendo maturado em arcas de madeira cujo biofilme formado tem, de alguma
forma, um papel nas caracteristicas conhecidas desse queijo (CASALTA et al., 2009).
Reblochon de Savoie ¢ um queijo também produzido com leite cru sendo maturado em
prateleiras de madeira por um periodo de pelo menos, quinze dias. Hipotetiza-se que a
presenca de espécies dos géneros Leuconostoc, Enterococcus, Pseudomonas,
Staphylococcus e de lactobacilos heterofermentativos identificadas nessas prateleiras se
relacionam a seguranca desses queijos (MARIANI et al., 2007).

Verifica-se, portanto, que varias das espécies microbianas identificadas em
biofilmes presentes em mesas e prateleiras de madeira ja foram extensamente estudadas
como tendo um papel na produgdo, nas caracteristicas sensoriais e nutricionais de
produtos lacteos. De um modo geral, L. lactis, Lactococcus cremoris (L. cremoris),
Lactobacillus bulgaricus (L. bulgaricus) e S. thermophilus dentre outras, contribuem
para uma formagao rapida de &cido e produgdo de aroma em produtos lacteos, incluindo
varios tipos de queijos (DIAS & WEIMER, 1998). Além do aspecto de seguranca, a
presenga de determinados micro-organismos presentes nesses biofilmes como S.
thermophilus, contribuem para o aspecto nutricional pelo acimulo de vitaminas do
complexo B nos produtos, como por exemplo, acido félico (RAO & SHAHANI, 1987;
CRITTENDEN et al., 2003), substancia essencial para a correta formagdo do tubo
neural de fetos e desenvolvimento do sistema nervoso em recém-nascidos. Quanto ao
aspecto tecnologico, além da producdo de 4cido latico, a produgdo de acido félico por
estirpes de S. thermophilus estimula o crescimento de L. bulgaricus, favorecendo o
acumulo de flavor nos produtos (VAN HYLCKAMA VLIEG & HUGENHOLTZ,
2007), sendo, portanto, desejavel a sua presenca nos biofilmes das formas, mesas e

prateleiras de madeira.

3. Biofilme: formacéo e caracteristicas

Biofilme ¢ uma comunidade microbiana séssil, caracterizada por células
irreversivelmente aderidas a um substrato ou interface, e incorporadas em uma matriz
polimérica extracelular produzida por micro-organismos que apresentam caracteristicas
alteradas em relagdo as taxas de crescimento, de transcri¢ao de genes e a sensibilidade a
sanitizantes (DONLAN & COSTERTON, 2002). Essa matriz ¢ comumente constituida
por exopolissacarideos (EPS), lipideos, proteinas e DNA extracelular, que direcionam

as caracteristicas do biofilme como porosidade, densidade, umidade, carga elétrica da
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superficie, propriedades de sorcdo, hidrofobicidade e estabilidade mecanica
(FLEMMING et al., 2007).

Embora em algumas situagdes a presenca de biofilmes seja indesejavel, a sua
presenga e composicdo ¢ imprescindivel na bioconversdo de matéria organica como
naqueles formados em biorreatores de estacdes de tratamento de esgoto transformando
material nocivo em substancias inocuas (WU et al., 2006) e na protecdo da madeira,
onde por exemplo, um biofilme de Aureobasidium pullulans produz uma pelicula auto-
regenerativa contra a acao da chuva, altas temperaturas e radiagdo UV, sem no entanto,
degradar a madeira (SAILER et al. 2010). Em alimentos, s3o importantes os biofilmes
formados por bactérias e leveduras que estao presentes nos tonéis de fermentacgdo feitos
de madeira, e que promovem a bioconversao do etanol em acido acético (SOLIERI &
GIUDICI, 2008) e contribuem para a fermentagdo e produgao de flavor caracteristico da
cidra artesanal (SWAFFIELD et al., 1997), e aqueles formados em tinas de madeira
utilizada na fabricagdo de queijos (LORTAL et al.,, 2009), e nas prateleiras de
maturacao (DIAS & WEIMER, 1998, MARIANI et al., 2007, GKATZIONIS et al.,
2009).

O inicio da formagdo de um biofilme ¢ marcado pela deposi¢do de matéria
organica sobre a superficie que sera colonizada, sendo essa fase, um pré-requisito para a
ligacdo microbiana posterior. A aderéncia ocorre em maior ou menor velocidade de
acordo com a carga da superficie. Em superficies hidrofobicas, a adesdo ocorre mais
rapidamente do que em superficies hidrofilicas. Outros fatores como: a natureza e a
concentragdo dos nutrientes disponiveis, proteinas, lipidios, fosfolipidios, carboidratos,
sais minerais e vitaminas (TRULEAR & CHARCKLIS, 1982; CAPDEVILLE &
NGUYEN, 1990), a fase em que o micro-organismo se encontra, a presenca de
apéndices celulares e substancias poliméricas produzidas, t€ém papel importante na
velocidade da adesio (ARAUIJO et al., 2009). Além disso, a rugosidade do material
pode ser um fator favordvel para aumentar a aderéncia dos micro-organismos
(APILANEZ et al., 1998).

A hidrofobicidade ¢ a caracteristica fisico-quimica mais relevante no processo
de adesdo microbiana a superficie e varia de acordo com a quantidade de 4gua no meio.
Em bactérias Gram-negativas, a hidrofobicidade aumenta a medida que a 4gua no meio
diminui, pois estas possuem maior quantidade de lipideos em sua membrana. Por outro
lado, bactérias Gram-positivas sdo menos influenciadas pela alteragdo do volume de
dgua no meio em decorréncia da maior quantidade de peptideoglicano em suas

membranas e menor quantidade de lipideos (STREVETT & CHEN, 2003). Espécies
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bacterianas com diferentes constituintes da parede celular apresentam diferentes
interacoes com as superficies e, conseqiientemente, diferentes velocidades de adesao
(CHEN & ZHU, 2005).

A hidrofobicidade de um material ¢ expressa como a energia livre de interagdo —
energia livre de Gibbs (AG) entre as moléculas de uma superficie (S) imersa em agua
(A). Quando AGgxs ™" ¢ negativa, existe maior interacdo das moléculas da superficie
entre si do que pela dgua — superficie hidrofobica. Por outro lado, quando AGgas 0 " é
positiva, ocorre repulsdo entre as moléculas do so6lido e atragdo destas moléculas pela
agua, sendo essa superficie considerada hidrofilica (VAN OSS & GIESE, 1995). Do
ponto de vista termodinamico, uma bactéria (B) ¢ considerada hidrofilica quando
AGg ABTOTAL ¢ positiva e hidrofobica se AGBABTOTAL ¢ negativa (CHEN & ZHU, 2005).

. ;. ~ . ,q - . TOTAL . .
Se a superficie ¢ a bactéria sio hidrofobicas, ou seja, AGsas O *F ¢ negativa e

AGpap °TAL também ¢é negativa, a adesdo microbiana é favorecida, visto que sera mais
facil a remogao da dgua entre a superficie e a bactéria. Também ¢ possivel que a adesao
ocorra entre uma superficie hidrofobica e outra hidrofilica, porém em menor intensidade
devido a atracdo da agua pela superficie hidrofilica que dificulta a exposicdo da
interface superficie de adesao/bactéria (VAN OSS & GIESE, 1995).

A fase de crescimento do biofilme ¢ caracterizada pela multiplicagdo celular e
pela producao de polimero extracelular. Nesta fase, ocorre uma rapida formacgdo de
biofilme culminando na cobertura completa da superficie pelo mesmo, com um
ecossistema complexo de grupos bacterianos (CAPDEVILLE & NGUYEN, 1990).
Pode-se separar o ciclo do biofilme em duas etapas principais: uma com o crescimento
logaritmico e outra em que o ritmo de acumulo do biofilme se torna constante, até que
parte deste seja liberada, permanecendo uma fina camada original (APILANEZ et al.,
1998).

Quando aderidos, o0s micro-organismos apresentam comportamento
diferenciado, como exemplificado no estudo de Kubota et al. (2008) que demonstrou
adesao diferenciada em laminas de vidro utilizando-se as BAL Lactobacillus plantarum
(L. plantaraum), Lactobacillus brevis (L. brevis) e Lactobacillus fructivorans (L.
fructivorans). As células de L. brevis e L. fructivorans tornaram-se mais alongadas que
as cé€lulas planctonicas (crescendo livres em caldo), porém, esse fendmeno nao foi
constatado em L. plantarum. Observou-se também, que as células planctonicas
mostraram-se mais sensiveis a exposi¢ao ao acido acético, demonstrando a prote¢ao que
a aderéncia infere aos micro-organismos. Os autores sugeriram trés mecanismos que

poderiam estar envolvidos com a resisténcia observada: 1) aumento da resisténcia da
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membrana celular; ii) protecdo do biofilme pela camada de exopolissacarideo, e iii)
protecao das células internas pela conformagao tridimensional do biofilme.

O quorum sensing (QS) ¢ também considerado outro fator importante para a
sobrevivéncia de determinados micro-organismos em biofilmes. Constitui um sistema
microbiano eficiente de ‘“comunicacdo”, pois as moléculas, denominadas auto-
indutoras, fluem livremente através das membranas e entre as células sinalizando sua
densidade e as condi¢cdes ambientais. Algumas substancias que atuam no QS ja sdo
conhecidas. Dentre elas, destacam-se compostos da classe N-acil-L-homoserina lactonas
(AHL’s) encontradas em bactérias Gram-negativas (PINTO et al., 2007). Bactérias
Gram-positivas, dentre as quais as BAL, utilizam como moléculas auto-indutoras
peptideos ou peptideos modificados ap6s a tradugao (KUIPERS et al., 1998). O sistema
QS juntamente com outros fatores fisioldégicos possui um controle genético que atua em
condi¢des de alta densidade populacional. Por essa razdo, o QS ¢ mais efetivo em
densidade microbiana elevada, como aquela encontrada em um biofilme devidamente
estabelecido. Com base nessa caracteristica, Ruyter et al. (1997) desenvolveram uma
estirpe autolitica de L. lactis para ser utilizada na formagdo de flavor em queijos
maturados, que em condi¢des normais ¢ um processo lento. Dessa forma, quando essa
estirpe modificada alcanca determinada densidade populacional, sofre lise, liberando as
enzimas, acelerando assim o processo de maturagao e formagéo de flavor.

O sistema QS pode ter impacto direto nas propriedades da comunidade que
liberam o sinal, e tem a finalidade de garantir a estabilidade da comunidade, e¢ a
continuagdo das funcionalidades relacionadas ao nicho ecologico em questdo

(KJELLEBERG & MOLIN, 2002).

4. Biofilmes na fabricacéo e seguranca de queijos

As superficies das formas e mesas de madeira que estdo em contato com o0s
queijos favorecem o desenvolvimento de uma comunidade microbiana por fornecer
nutrientes em abundancia. Os diversos micro-organismos ali presentes competem pelos
nutrientes por meio de mecanismos diretos ou indiretos. Diretamente, isso ocorre pela
liberagdo de metabolitos antagonistas como bacteriocinas e acidos organicos — tal
interagao ¢ conhecida como amensalismo. O mecanismo indireto esta relacionado a
competicdo ndo especifica na qual determinada espécie suprime o crescimento de outra
pelo melhor aproveitamento dos recursos — mecanismo conhecido como “efeito

Jameson” (JAMESON, 1962). O efeito Jameson ¢ um tipo de competi¢do entre espécies
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que utilizam recursos do ambiente maximizando a multiplicagdo e a densidade
populacional de determinadas espécies e inibindo o crescimento de outras. Esse efeito ¢
frequentemente observado em alimentos com dominancia de BAL, como demonstrado
num estudo envolvendo Lactobacillus acidophilus A4 (L. acidophilus) (KIM et al.,
2009). Nesse estudo, a concentracao de 1,0 mg/mL de exopolissacarideo liberado (r-
EPS) pelo L. acidophilus reduziu significativamente a adesdo de patégenos como E. coli
O157:H7, Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium KCCM 11806, Yersinia
enterocolitica, P. aeruginosa KCCM 11321, Listeria monocytogenes ScottA e Bacillus
cereus em superficies de poliestireno ¢ de cloreto de polivinila (PVC). A inibi¢dao da
adesdo inicial e da auto-agregagao foi possivel devido ao r-EPS afetar parcialmente as
propriedades de membrana desses micro-organismos. Esses estudos sugerem que a
presenga de BAL nos biofilmes das formas e mesas de madeira pode exercer um papel
benéfico uma vez que ocorrendo o antagonismo a taxa de adesdo de patogenos serd
controlada.

Estudo recente desenvolvido por equipe de pesquisadores franceses demonstrou
que na producdo do queijo Ragusano, o biofilme presente em tinas de madeira foi
responsavel pela liberagdo de 5 x 10* a 10° UFC/mL de S. thermophilus e de 10* a 10°
UFC/mL de lactobacilos termofilicos para o leite adicionado nessas tinas, apds contato
por 10 minutos. Essa liberacao natural de micro-organismos do biofilme para o leite
contribui positivamente para uma coagulacdo répida e para o processo de maturagdo
desses queijos.

Licitra et al. (2007) por meio das técnicas de Temporal Temperature Gel
Electrophoresis (TTGE) e Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
verificaram que os biofilmes existentes em tinas de madeira, utilizadas na produgdo
artesanal do queijo Ragusano, continham essencialmente as espécies laticas S.
thermophilus, L. acidophilus e Leuconostoc mesenteroides. Esses micro-organismos sao
liberados do biofilme para o leite acelerando o processo de acidificacdo e tornando mais
eficiente a seguranca do produto. A dindmica populacional que ocorre na manufatura do
queijo Ragusano foi acompanhada por meio de técnicas moleculares (RANDAZZO et
al., 2002). A conclusdo do estudo indicou que as BAL presentes no biofilme das tinas
de madeira tém um papel importante na producdo e seguranca desse queijo pela
acidificagdo do ambiente, que por sua vez, contribui para a inibi¢do do crescimento de
micro-organismos indesejaveis.

Nos queijos artesanais tradicionais mineiros, a microbiota benéfica do biofilme

das mesas de fabricacdo, formas e prateleiras, podem atuar nas diferentes fases,
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contribuindo para a fabricagdo, maturacdo e nas caracteristicas tipicas desses queijos.
Esse ¢ um tema da maior relevancia, que merece estudos que consolidem a aceitagao
dessas hipoteses, e com isto, ressaltar a importancia das técnicas repassadas pelos

ancestrais para as novas geracoes.

5. Considerac0es Finais

A seguranga nos queijos artesanais mineiros pode ser alcangada, inicialmente
pelas BPA, e pela utilizacdo do “pingo” — fermento endégeno contendo bactérias laticas
e outros grupos microbianos — que atuam estimulando a produgdo de acido, inibindo
patogenos e, portanto, garantindo a seguranca dos queijos. Além disso, sabe-se que os
biofilmes presentes nas mesas de madeira onde ocorrem a prensagem e a coleta da
cultura endogena, contribuem para as caracteristicas tipicas desses queijos. A madeira ¢
considerada pelos produtores, como o material que facilita o dessoramento do queijo,
favorecendo a secagem do mesmo, resultando no produto tipico, cuja tecnologia foi
repassada pelas geracdes anteriores.

Produtos com o status IG/DOP constituem uma das formas mais seguras para a
conservagdao de um patrimonio ancestral em que “cada geragdo possui o usufruto, que
deve ser transmitido intacto e se possivel, melhorado, as geragdes futuras” (MITTAINE,
1987).

E importante que novas técnicas e normas ao serem definidas para legislar
produtos artesanais, sejam embasadas em estudos cientificos, com dados que
demonstrem que a seguranga seja efetiva, sem prejuizo do “saber fazer” que constitui o
bem mais valioso, caracteristico desses produtos. A abolicdo de técnicas centendrias
envolvidas na elaboragdo de produtos artesanais, como no caso, das bancas de madeira
utilizadas na elaboracdo dos queijos artesanais tradicionais mineiros, devem ser feitas de
forma comedida e com fundamentagdo cientifica, para que ndo haja prejuizo tanto na
qualidade e tipicidade do produto quanto na credibilidade por parte do produtor, que ¢ o
artesdo e principal ator dessa cadeia produtiva. A exemplo da Europa e no resto do
mundo, uma grande fatia de sua economia reflete a politica de estimulo aos produtos de
Identificacdo Geografica (IG) e de DOP. Os queijos mineiros estdo no processo de
solicitagao de IG, primeiro passo para se chegar a DOP. Para isso, sdo necessarios
estudos relacionando a tecnologia, a agdo do ambiente e as caracteristicas finais do
produto. Isso inclui pesquisas para verificar o real papel dos equipamentos de madeira

nas caracteristicas tradicionais dos queijos artesanais. A experiéncia positiva com 0s

16



produtos IG e DOP, principalmente nos paises europeus, acenam para um futuro
promissor dos queijos artesanais em Minas Gerais. No entanto, € preciso que as normas
e leis ndo atropelem e ndo desestimulem os produtores, para que esses possam continuar
fabricando seus produtos, com as técnicas do passado, e com a seguranca exigida pelo

mundo globalizado.
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CAPITULO I

ASPECTOS MICROBIOLOGICOS E ULTRA ESTRUTURA DO BIOFILME DE
UTENSILIOS DE MADEIRA UTILIZADOS NA FABRICACAO DO QUEIJO
MINAS ARTESANAL DO SERRO E CANASTRA.
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Aspectos microbiologicos e ultra estrutura do biofilme de utensilios de madeira

utilizados na fabricacéo do queijo Minas artesanal do Serro e Canastra.

Resumo

O queijo Minas artesanal € produzido a partir de leite cru de vaca adicionado de coalho
e fermento endégeno e durante seu processamento entra em contato com formas, mesas
e prateleiras de madeira, nos quais desenvolvem biofilmes. Devido a dificuldade de
higienizacdo, as formas e mesas de madeira utilizadas no processamento do queijo
Minas artesanal foram eliminadas pela legislagdo do Estado de Minas Gerais, e
substituidas por formas de polipropileno e polietileno de alta densidade e as mesas por
ardosia ou aco inoxidavel. No entanto, a modificagdo dos utensilios pelos novos
materiais causou alteragdes nas caracteristicas dos queijos. Devido a inexisténcia de
estudos cientificos que indiquem a composi¢do microbiana dos biofilmes formados
nesses utensilios o presente estudo objetivou avaliar as contagens de Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, coliformes a 32 °C, leveduras, Lactobacillus spp. mesofilicos ¢
Lactococcus spp. nesses biofilmes, no leite, no fermento enddgeno e nos queijos
maturados de duas regides tradicionais: Serro e Canastra. Fragmentos dos utensilios de
madeira foram obtidos para a avaliagdo em microscopia eletronica de varredura.
Contagens elevadas de S. aureus (> 2,9 log;(UFC/mL), E. coli (> 3,5 log;(UFC/mL) ¢
coliformes a 32 °C (> 3,8 log;)UFC/mL) foram encontrados nas amostras de leite da
regido do Serro. O mesmo ocorreu nas amostras de leite da Canastra para S. aureus e
coliformes a 32 °C (2,5 log;oUFC/mL). Observou-se auséncia de Salmonella sp. ¢
Listeria sp. nos queijos maturados a temperatura ambiente na regido do Serro (17 dias) e
Canastra (22 dias). Dois tercos dos queijos do Serro, ao final da maturagdo estavam
dentro dos padrdes vigentes para S. aureus e 100 % para E. coli e coliformes a 32 °C,
enquanto os queijos da Canastra apresentaram contagens acima do permitido para
coliformes a 32 °C e E. coli, devido a medidas sanitarias insatisfatorias. Os biofilmes
dos utensilios do Serro permaneceram dentro dos limites de seguranga propostos nessa
pesquisa para S. aureus e E. coli (< 5 UFC/cm?) e coliformes a 32 °C (< 25 UFC/cm?).
Na Canastra, somente os niveis médios de E. coli nas prateleiras de matura¢do dos
queijos estavam baixos. Dessa forma, a qualidade dos queijos estd relacionada a
melhoria da qualidade microbiologica do leite de ambas as regides, na aplicagdo e

manutenc¢do das boas praticas de fabricagdo e higienizagdo eficiente dos utensilios.
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latico, patdgenos, qualidade microbiolédgica.

Abstract

Artisanal Minas cheese is produced from raw cows' milk added rennet and endogenous
culture and during processing comes into contact with wooden utensils such as form,
table and shelf, in which biofilms develop. Due to the difficulty of cleaning the wooden
tables and forms were eliminated by the laws of the State of Minas Gerais, and replaced
by forms of polypropylene and high density polyethylene and the tables for slate or
stainless steel. However, the change of the utensils by the new materials caused
modifications in the characteristics of the cheeses and has been noted by producers. Due
to the absence of scientific studies that indicate the microbial composition of biofilms
formed in these utensils the present study evaluated the counts of Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, coliforms at 32°C, yeasts, mesophilic Lactobacillus spp. and
Lactococcus spp. in these biofilms, milk, endogenous culture and ripened cheeses in
two traditional regions: Serro and Canasta. High counts of S. aureus (>2.9
log1oCFU/ml), E. coli (>3.5 log;oCFU/ml) and coliforms at 32°C (>3.8 log;oCFU/ml)
were found in the milk of the region of Serro. The same occurred in the milk of
Canastra for S. aureus and coliforms at 32°C (2.5 log;oCFU/ml). There was no
Salmonella sp. and Listeria sp. in ripened cheeses. Two-thirds of the Serro cheese, at
the end of ripening were within current standards for S. aureus and 100% for E. coli and
coliforms at 32°C, while the Canastra cheese had counts above the allowed limit for
coliforms at 32°C and E. coli, due to poor sanitary measures. Biofilms of the utensils
from Serro remained within safe limits proposed in this study for S. aureus and E. coli
(<5 CFU/cm?) and coliforms at 32°C (<25 CFU/cm?). In Canastra, only average levels
of E. coli on the cheese ripening shelves were low. Thus, the microbial quality of the
cheeses is related to improving the microbiological quality of milk from both regions,
implementation and maintenance of good manufacturing practices and efficient cleaning

of utensils.

Key words: biofilm, scanning electron microscopy, lactic acid bacteria, pathogens,

microbiologic quality.
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1. Introducéo

No processo de fabricagdo, o queijo Minas artesanal produzido a partir do leite
cru de vaca entra em contato com as formas e mesas de madeira durante a enformagem
e prensagem manual e permanece em prateleiras de madeira para a maturagdo
(EMATER, 2004). O acimulo de residuos nesses utensilios, dentre os quais, proteinas,
carboidratos e outros componentes presentes no leite, contribui para a formagao de
biofilme (Capdeville & Nguyen, 1990; Trulear & Characklis, 1982). O biofilme de
utensilios presentes no ambiente de queijarias ¢ comumente formado por micro-
organismos componentes da microbiota do leite, como leveduras e bactérias do acido
latico (BAL) e também por micro-organismos presentes no ar € nas maos dos
manipuladores como fungos filamentosos e patogenos. Esse biofilme, ao se desprender
da superficie dos utensilios de madeira ird se somar a microbiota do fermento endogeno
(“pingo”) e, consequentemente, estard presente nos queijos onde contribuird para sua
maturagao (Lortal et al., 2009).

A Portaria n° 518 de 14 de junho de 2002 do Estado de Minas Gerais, dispds
sobre os requisitos basicos das instalagdes, materiais e equipamentos para a fabricagao
do queijo Minas artesanal (Minas Gerais, 2002a), direcionando a adequagdo dos
produtores as normas de boas praticas de fabricagdao (BPF). Como medida emergencial,
formas de madeira foram substituidas por formas de polipropileno no Serro e polietileno
de alta densidade na Canastra e as mesas de madeira por ardosia ou ago inoxidavel. A
substituigdo da madeira nesses utensilios gerou alteragdes nas caracteristicas dos
queijos. De acordo com os produtores, esses novos materiais ndo contribuem para a
sinérese do queijo, afetando o sabor e a textura tradicionais. Além disso, estudos
europeus indicam que o biofilme formado em utensilios de madeira tem um papel nas
caracteristicas de queijos maturados e que possuem Denomina¢do de Origem Protegida
(DOP), como o Ragusano (Lortal et al., 2009) e Reblochon de Savoie (Mariani et al.,
2007). No Brasil, as madeiras comumente utilizadas para a producdo das mesas e
formas sdo o Ipé roxo (Tabebuia avellanedae) e Peroba rosa (Aspidosperma sp.). Essas
mesas (bancadas) possuem aproximadamente 300 cm x 50 cm, com leve inclinagdo em
sentido longitudinal para facilitar a sinérese.

No método tradicional, apos a enformagem, os queijos artesanais do Serro e da
Canastra sdao colocados em prateleiras de madeira para maturagdo (Minas Gerais,
2002a). Durante esse processo, diferentes modificagdes fisico-quimicas como redugdo

do pH (Beuchat & Golden, 1989), diminui¢do do potencial de oxi-redugao (Crow et al.,
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1995) e diminuicao da atividade de agua (Brown, 1976) restringem o crescimento de
patogenos e permitem a multiplicacdo de micro-organismos melhores adaptados nessas
condicdes, como as BAL. Em diferentes momentos, micro-organismos como BAL e
leveduras originados do fermento endodgeno e/ou biofilme dos utensilios de madeira
produzem enzimas, acidos organicos € outros compostos antimicrobianos como
peptideos e bacteriocinas que auxiliam na seguranga do produto (Gonzalez et al., 2007).
Além disso, essas modificagdes sdo essenciais para a definicio do aroma, sabor e
textura dos queijos.

Considerando que as mesas e formas de madeira foram eliminadas da producao
desses queijos e que tal decisdao causou modificagdes nas caracteristicas dos mesmos, e
ainda, a inexisténcia de estudos cientificos que indiquem a composi¢do microbiana dos
biofilmes formados nesses utensilios, o presente estudo objetivou avaliar as
caracteristicas microbioldgicas ¢ a ultra estrutura dos biofilmes formados nas mesas,
formas e prateleiras utilizadas na fabricacdo do queijo Minas artesanal das regides do

Serro e da Canastra.

2. Material e Métodos
2.1. Amostragem do Biofilme

Devido a dificuldade de se localizar produtores que ainda mantenham as mesas e
formas de madeira, nas duas regides o numero de amostras embora pequeno,
correspondem a quase a totalidade dos utensilios de madeira ainda em utilizagdo. Nao
foi inten¢do desse trabalho realizar o rastreamento dos micro-organismos entre as
amostras de cada produtor, mas sim de verificar as contagens dos micro-organismos,
particularmente nos utensilios de madeira.

Amostras para avaliagdo de biofilme dos utensilios de madeira foram obtidas por
remog¢ao pelo método do swab (APHA, 2001), delimitando-se a area de amostragem
com um molde esterilizado de 10 cm x 10 cm para coleta nas prateleiras e mesas € 2 cm
X 2 cm para as formas de madeira. Amostras para avaliacdo dos biofilmes foram
coletadas em superficies de seis mesas, trés formas e quatro prateleiras — Serro; e
superficies de trés mesas e trés prateleiras — Canastra (Figuras 1A ¢ B). Os mesmos
grupos microbianos foram avaliados em cinco amostras de leite, quatro de fermento
enddgeno e trés queijos maturados da regido do Serro. Na Canastra, foram coletadas trés
amostras de leite, trés de fermento endogeno e trés queijos maturados. Trés amostras de
100 cm® para avaliagio do biofilme de cada mesa foram coletadas e plaqueadas,
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separadamente, sendo uma amostra retirada na por¢ao central e outras duas em suas
extremidades. Obteve-se a média das contagens encontradas nos trés pontos avaliados.
Na prateleira coletou-se uma amostra de 100 cm” e na forma utilizou-se um swab para
coletar quatro amostras de 4 cm’. Apos as coletas, cada swab foi colocado em frasco
com 10 mL de solugdo tampao fosfato, esterilizado por autoclavagem (121 °C / 15 min),
devidamente identificado e armazenado em gelo at¢ o momento das avaliagdes
microbiologicas. Aliquota de 1 mL proveniente de cada amostra de superficie foi
diluida em 9 mL de solugdo tampdo fosfato 0,1 %, seguido de diluigdes decimais
seriadas antes dos plaqueamentos em profundidade nos meios preparados em

laboratorio.

2.2. Analises microbioldgicas

Aliquotas de 1 mL de leite e fermento endogeno foram diluidas em 9 mL de
solugdo tampao fosfato 0,1 %, seguido de diluicdes decimais seriadas antes do
plaqueamento. Foram retiradas por¢des de 25 g de cada queijo maturado para
homogeneizagdo em 225 mL de solug@o tampao fosfato 0,1 % utilizando-se Stomacher
(Bagmixer® 400, Modelo VW, Franga) durante 2 min em baixa velocidade. Dilui¢des
decimais seriadas foram feitas nas amostras previamente homogeneizadas antes dos
plaqueamentos em profundidade nos meios preparados em laboratorio.

Os micro-organismos quantificados foram: meso6filos aerdbios totais, leveduras,
Lactobacillus spp. mesofilicos, Lactococcus spp., Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e coliformes a 32 °C (designados aqui simplesmente por coliformes). A contagem
de mesofilos aerobios no biofilme dos utensilios de madeira, no leite, no fermento
endogeno e nos queijos maturados foi realizada em Plate Count Agar (Difco, USA)
incubando-se a 30 °C / 48 h. Leveduras foram contadas ap6s incubagdo aerdbia a 28 °C
/'5 d em Potato Dextrose Agar (Difco, USA). Lactobacillus spp. mesofilicos foram
cultivados em anaerobiose em agar MRS (Difco, USA — De Man, Rogosa & Sharpe,
1960) e Lactococcus spp. em aerobiose em agar M17 (Difco, USA — Terzaghi &
Sandine, 1975), ¢ incubados a 30 °C / 48 h. S. aureus, E. coli e coliformes foram
avaliados em placas Petrifilm® (3M, USA) especificas e incubadas conforme protocolo
do fabricante. A avaliagao microbiologica foi feita nos queijos maturados, sendo 17 dias
para o Serro (Martins, 2006) e 22 dias para o queijo Canastra (Dores, 2007). Exceto
Petrifilm®, todos os plaqueamentos foram realizados em duplicata. A verificagdo da

presenca de Salmonella sp. e Listeria sp. nos queijos foi realizada nos tempos de
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maturagio mencionados acima, empregando-se kits Reveal® Neogen, seguindo-se o

protocolo do fabricante, que envolve uma etapa de enriquecimento antes do teste.

2.3. Microscopia eletronica de varredura

Fragmentos da madeira dos utensilios foram obtidos para a microscopia
eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em solugao 1:1 (v/v) de
glutaraldeido 4% e paraformaldeido 4% (Karnovsky, 1965), durante 12 h. Em seguida,
procedeu-se a lavagem das amostras com tampao de cacodilato de sodio por 12 h. Na
etapa seguinte os fragmentos foram desidratados em banhos seriados de etanol (30, 50,
70, 80, 95, 100, 100, 100%) durante 15 min cada banho, a 20-25 °C. Apos desidratadas,
as amostras foram secas em um secador de ponto critico com co’ (Bal-Tec, CPD030,
Inglaterra). Finalmente, as amostras foram metalizadas com ouro por 2 min (Balzers,
FDUO10, Alemanha) e visualizadas em MEV usando uma voltagem de 20 kV (LEO
1430, Modelo VP, Inglaterra).

2.4. Andlise dos Resultados

As contagens microbianas foram avaliadas pelo método de estatistica descritiva.
Os graficos foram plotados no software SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., San Jose,

California, USA).

3. Resultados
3.1. Contagem de grupos relacionados a microbiota do queijo Minas artesanal

As contagens médias de mesoéfilos aerdbios totais, leveduras, Lactobacillus spp.
mesofilicos e Lactococcus spp. das amostras de leite, fermento enddgeno, queijo e
superficie de madeira das regides do Serro e Canastra estdo representadas na Figura 2.
As contagens de mesofilos aerdbios em amostras de leite do Serro € em uma amostra de
leite da Canastra estavam acima do estipulado pela legislagcao (> 5 log;)UFC/mL). Na
regido do Serro os valores obtidos para mesofilos aerdbios nos utensilios de madeira
situaram-se entre 0,96 log;oUFC/cm” na forma e 6,24 log;(UFC/cm’ na prateleira. Na
Canastra, o menor ¢ o maior valor de mesofilos aerobios observado foram 3,5 e 6,24
logloUFC/cm2 nas mesas. A variagao da contagem de leveduras observada na Canastra
foi de 2,46 log;)UFC/mL no leite a 5,93 log;oUFC/g no queijo. No Serro, a maior

contagem de leveduras foi verificada no fermento (5,92 log;(UFC/mL) e a menor na
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superficie da forma (< 1 UFC/cm?). Amostras de fermento do Serro e da Canastra
apresentaram, em média, 4,85 e 3,85 log;(UFC/mL de leveduras, respectivamente.

As BAL Lactobacillus spp. mesofilicos e Lactococcus spp. também foram
enumerados e as contagens minimas e maximas das amostras analisadas estdo dispostas

na tabela 1.

3.2. Enumeracdo de micro-organismos indicadores de seguranca do queijo Minas

artesanal

As contagens médias dos micro-organismos indicadores nas amostras de leite,
fermento endogeno, queijo e superficie de madeira das regides do Serro e da Canastra
estdo representadas na Figura 3. As contagens de S. aureus, principal indicador de
seguranca alimentar, em todas as amostras de queijo maturado da Canastra e em dois
queijos do Serro estavam abaixo do limite maximo (< 2 log;)UFC/g) permitido pela
legislacao (Minas Gerais, 2002b). Entretanto, as contagens desse patdégeno em quatro
amostras de leite do Serro e em duas da Canastra estavam acima do padrdo vigente (> 2
logio)UFC/mL). Os queijos do Serro estavam com baixas contagens de E. coli e
coliformes. Na Canastra, somente um queijo estava com baixas contagens desses
contaminantes. Sessenta por cento das amostras de leite do Serro apresentaram elevadas
contagens de E. coli (> 3,5 log;gUFC/mL). As amostras de leite da Canastra estavam
com contagens seguras para esse patdgeno. A legislacdo vigente para o leite ndo define
limite para coliformes, portanto, estabeleceu-se o valor de 500 UFC/mL (2,7
log;)UFC/mL), representando a metade do que se propde para os coliformes nos
queijos, iniciando o processamento com menor contaminacdo. Diante disso, uma
amostra de leite da Canastra e quatro do Serro estavam com contaminagdo por
coliformes superior a 3,6 log;)UFC/mL. Como também ndo existe legislacdo que
estabeleca limite de micro-organismos indicadores de seguranca para o fermento
endogeno utilizado na fabricacao do queijo Minas artesanal, os mesmos padrdes do leite
foram empregados, considerando como baixa contaminacdo valores iguais/menores a 2
log;yUFC/mL para S. aureus e E. coli e 2,7 log;(UFC/mL para coliformes. Sendo assim,
somente uma amostra de fermento da Canastra estava em desacordo para coliformes,
estando as demais dentro dos padrdes adotados. Por outro lado, 50 % das amostras de
fermento do Serro estavam com contagens de S. aureus superiores a 2,7 log;)UFC/mL,
75 % superiores a 2,6 log;)UFC/mL para E. coli ¢ 50 % superiores a 2,8 log;(UFC/mL

para coliformes.
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Para as superficies de madeira, estabeleceu-se o limite para S. aureus e E. coli
em 20 vezes menos (5 UFC/cm’ ou 0,7 log;oUFC/cm?) do que o limite estabelecido pela
legislacdo para o queijo Minas artesanal. Além disso, o valor proposto corresponde a 10
vezes menos do que a Organizagdo Mundial da Satide recomenda para mesofilos
aerdbios em superficies segundo Silva Jr. (2001). Limitou-se a contagem de coliformes
nas superficies de madeira em cinco vezes a contagem de E. coli (25 UCF/cm? ou 1,4
logioUFC/cm?), por serem menos relacionados a patogenos. As formas do Serro
estavam com baixas contagens de E. coli e coliformes, estando apenas uma delas
superior a 1,1 log;oUFC/cm® para S. aureus. Todas as mesas do Serro apresentaram
baixa contaminagdo por S. aureus e E. coli e somente duas delas (33,3 %) estavam em
desacordo para coliformes. Na Canastra, uma mesa apresentou contagem inferior ao
estabelecido para S. aureus e coliformes e 66,6 % para E. coli. Somente uma prateleira
do Serro estava em desacordo para os indicadores avaliados. Na Canastra, as prateleiras
apresentaram contaminagdo, sendo duas com S. aureus e uma com E. coli. Nao foram
detectadas Salmonella sp. e Listeria sp. nas amostras de queijos maturados de ambas as

regioes.

3.3. pH e umidade dos queijos

O pH dos queijos maturados do Serro variou de 4,58 a 4,77 e da Canastra 4,57 a
4,88. O pH das amostras de fermento variou entre 4,41-5,13 no Serro e 5,53-5,67 na
Canastra. O teor de umidade dos queijos de ambas as regides apds o periodo de
maturagdo de 17 e 22 dias para Serro e Canastras, respectivamente, encontravam-se
abaixo dos 45,9 % indicados pela legislacdo (Minas Gerais, 2008), com médias 37,3 %

na Canastra e 37,4 % no Serro.

3.4. Ultra estrutura do biofilme dos utensilios

As micrografias eletronicas mostraram que as superficies dos utensilios estavam
quase totalmente cobertas por um diversificado ecossistema composto por cocos,
bacilos, leveduras e fungos filamentosos (Figura 4). As amostras das mesas de ambas as
regides exibiram uma diversidade de micro-organismos, embora fungos filamentosos
tenham sido verificados com maior frequéncia nas mesas do Serro e raramente nas
mesas da Canastra. Verificou-se nas mesas e prateleiras da Canastra uma maior

predominancia de cocos (Figuras 4D e E). Observou-se nos utensilios do Serro maior
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predomindncia de cocos, embora bacilos tenham sido visualizados mais frequentemente

nos utensilios dessa regido do que nos utensilios da Canastra.

4. Discussao

A madeira ¢ historicamente utilizada na manufatura de utensilios empregados na
fabricac¢dao de alimentos artesanais como vinagre (Solieri & Giudici, 2008), cidras (Del
Campo et al., 2003) e queijos, sobretudo, aqueles com status DOP comercializados em
paises da Europa (Casalta, Sorba, Aigle, & Ogier, 2009; Lortal et al., 2009; Mariani et
al., 2007). O contato da madeira com componentes do leite e do queijo permite o
desenvolvimento de um biofilme. Como poucas pesquisas descreveram a diversidade do
biofilme de superficies de madeira e/ou mostraram o papel que o mesmo exerce nas
caracteristicas tipicas e de seguranga de queijos artesanais (Lortal et al., 2009; Licitra et
al., 2007; Mariani et al., 2007), no presente estudo, a composi¢do microbiana, a
seguranca € a ultra estrutura do biofilme dos utensilios de madeira foram exploradas em
duas distintas regides produtoras do queijo Minas artesanal.

As maneiras de fabricacdo do queijo Minas artesanal nas regides do Serro e
Canastra sdo similares na ordenha, adicdo de fermento e coalho no leite. A partir da
etapa de enformagem, os produtores do Serro prensam a coalhada no interior das formas
manualmente. Por outro lado, na Canastra, a coalhada é colocada no interior de tecidos
que auxiliam na prensagem. Por esse motivo, os queijos produzidos na Canastra,
inicialmente, possuem um menor teor de umidade que os queijos do Serro, desse modo,
¢ necessario um maior tempo de maturagdo para os queijos da Canastra, conforme
verificado por Dores (2007).

As altas contagens obtidas de mesofilos aerdbios nas amostras de leite e
fermento de ambas as regides refletem os correspondentes niveis de BAL enumeradas
nessas matérias-primas. A elevada contagem de mesoéfilos aerdbios nas superficies das
mesas ¢ prateleiras das duas regides confirma a existéncia de um biofilme com
microbiota diversificada, assim como observado por Lortal et al. (2009) em biofilme
formado em tinas de madeira utilizadas na fabricacdo do queijo Ragusano. A elevada
contagem de mesofilos aerdbios nas amostras de leite podem estar relacionadas as altas
contagens de lactobacilos mesofilicos e lactococos nas mesmas.

As leveduras presentes nos biofilmes podem agir de duas maneiras nos queijos
artesanais. Primeiramente, podem causar deterioracdo do produto pela produgdo de

flavor indesejavel, descoloragdo, producdo de gas e alteracdo na textura do queijo
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(Fleet, 1990). No entanto, podem exercer agdes benéficas pelas atividades de protedlise
e lipdlise com formagdo de aroma durante a maturagdo (De Freitas, Pinon, Maubois,
Lortal, & Thierry, 2009; Fadda, Mossa, Pisano, Delphano, & Cosentino, 2004). Borelli
et al. (2006) obteve contagens de leveduras acima de 7 log;)UFC/g no queijo Canastra
com cinco dias de maturacdo e dentre as diversas espécies presentes, as principais foram
Candida catenulata, Debaryomyces hansenii, Torulaspora delbrueckii ¢ Kluyveromyces
lactis. Esse ultimo ¢é capaz de fermentar e assimilar lactose (Fleet, 1990) e, assim, deve
participar sinergicamente as BAL na acidificagdo inicial do queijo. Essa elevada
contagem pode estar relacionada ao tempo insuficiente de maturagdo do queijo
Canastra, que aos 22 dias, possivelmente, alcancaria valores proximos aos obtidos nessa
pesquisa (5,2 log;)UFC/g).

As baixas contagens no Serro para S. aureus em todas as mesas ¢ de E. coli em
cinco mesas ¢ em uma mesa da Canastra para S. aureus e¢ duas para E. coli, podem ser
atribuidas a condi¢ao acida das superficies, cujo pH deve situar-se proximo ao pH
médio do fermento do Serro (4,68) e da Canastra (5,58). Sabendo-se que o pH tem
influéncia na capacidade de adesdo de um micro-organismo (Mafu, Plumety,
Deschénes, & Goulet, 2011) e que baixos valores de pH diminuem a taxa de adesdo de
S. aureus (Zmantar, Kouidhi, Miladi, Mahdouani, & Bakhrouf, 2010) ¢ E. coli (Mafu et
al., 2011), pode-se pressupor que as menores contagens de S. aureus e E. coli
observadas nas mesas do Serro em relagdo as mesas da Canastra podem estar
relacionadas ao pH mais baixo do respectivo fermento. E ainda, fatores como a
produgdo de exopolissacarideos (Kim, Oh, & Kim, 2009) e bacteriocinas pelas BAL
(Gonzalez et al., 2007), competi¢do por nutrientes ¢ sitios de adesdo devem ser
considerados. Segundo Carmo et al. (2002) as intoxicagdes alimentares provocadas
pelas enterotoxinas de S. aureus ocorrem quando as contagens destes ultrapassa 6
logioUFC/g no alimento. Por isso ¢ fundamental que se controle as contagens desse
patogeno nos utensilios e, principalmente, nas matérias-primas. A qualidade
microbioldgica do leite deve receber uma atengdo especial, visto que este ¢ a principal
fonte de micro-organismos que irdo formar o biofilme dos utensilios e direcionar a
seguranga na utilizacdo dos mesmos. Sendo assim, verificou-se que o leite da regido do
Serro deve receber melhores cuidados, pois 80 % das amostras estavam com contagens
elevadas de S. aureus (34,75 log;oUFC/mL) e coliformes (3—5,9 log;)(UFC/mL) e 60 %
de E. coli (3,5-5,88 log;)UFC/mL), indicando BPF insatisfatorias. Dois tergos das
amostras de leite da Canastra também se encontram em niveis de alerta para S. aureus

(2,2-4,2 log;)UFC/mL) e coliformes (2,2-3,6 log;(UFC/mL). Embora seja conhecido o
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papel da maturagdo na eliminacdo de patodgenos, verifica-se que o inicio do
processamento com uma matéria-prima com qualidade microbiologica, favorece o papel
da maturacdo para se manter as contagens abaixo dos valores estabelecidos pela
legislagdo. Quando se correlaciona as contagens de E. coli no leite com as contagens
destes nos queijos maturados, verificou-se que mesmo quando as amostras de leite da
Canastra apresentaram baixas contagens de E. coli, os queijos de dois produtores
estavam com niimeros acima dos padrdes de seguranca (> 3,3 log;oUFC/g). Exceto para
S. aureus de um queijo, o oposto foi verificado nos queijos do Serro, os quais estavam
dentro dos padrdes da legislacdo vigente, enquanto as amostras de leite apresentaram
contagens médias acima do permitido para os patogenos avaliados. Isso indica que a
contaminagdo existente nos utensilios de madeira tem aporte principal pelo leite. Os
numeros elevados de S. aureus e coliformes observados em algumas amostras de leite
da Canastra devem influenciar diretamente as altas contagens obtidas nos utensilios.
Entretanto, S. aureus estavam em baixos niveis (< 1 log;)UFC/g) nos queijos da
Canastra, ao passo que E. coli estavam presentes e coliformes continuaram elevados,
sugerindo higienizacgdo incorreta das prateleiras. E ainda, observou-se que as mesas da
Canastra continham ranhuras em toda a superficie, o que dificulta sua higienizagao,
propiciando acimulo de matéria-organica e multiplicagdo microbiana. Portanto, os
produtores de ambas as regides devem aplicar um maior rigor nas BPF e na Canastra
uma melhor higienizacdo dos utensilios, para dessa forma, reduzir a entrada de
patdgenos e contaminantes no inicio da manufatura do queijo.

As altas contagens de Lactobacillus spp. mesofilicos e Lactococcus spp.
constatadas nos biofilmes das formas, mesas e prateleiras de ambas as regides sao
desejaveis, visto que esses micro-organismos podem ser liberados do biofilme e somar
aos ja existentes no leite (Lortal et al., 2009), e ainda, serem acrescidos ao fermento que
sera utilizado na proxima batelada. As BAL sdo responsaveis pela produgao de flavor
em queijo maturado (Randazzo, Pitino, Ribbera & Caggia, 2010; Awad, Ahmed & El
Soda, 2007), e também pela acidificagdo e produ¢do de compostos antimicrobianos
(Settanni, Franciosi, Cavazza, Cocconcelli, & Poznanski, 2011; Kim et al., 2009) que
inibem o crescimento de patdgenos e controlam a multiplicacdo de deterioradores e
contaminantes.

A variabilidade de formas observadas nas MEV pode estar relacionada aos
diversos modos de higienizacdo empregados pelos produtores de cada regido. Embora
neste trabalho ndo tenha sido feita a quantificacdo de fungos filamentos nos biofilmes,

os mesmos foram constatados nas micrografias de algumas mesas e prateleiras das duas
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regides ¢ em formas do Serro (Figura 4B), mostrando a diversidade de micro-
organismos que podem constituir um biofilme. As baixas contagens microbianas obtidas
em alguns utensilios, por si s6, ndo indicam a forma¢ao de um biofilme. Entretanto, as
fotomicrografias comprovam a presenga de tal estrutura.

Concluindo, os utensilios de madeira da regido do Serro ndo contribuem para a
contaminag¢do dos queijos, uma vez que as contagens médias de patogenos foram baixas
quando comparadas ao leite. Utensilios de madeira da Canastra apresentaram
contaminagdo levemente superior ao proposto nessa pesquisa para os patdgenos
avaliados, assim como o leite. Portanto, recomenda-se a correta higienizacdo dos
utensilios de madeira e adequada aplicacdo das BPF para que o leite fique com boa
qualidade microbioldgica. O inicio do processamento do queijo com matéria-prima de
qualidade favorece o processo de maturacdo e diminui o aporte patogénico nos
utensilios de madeira e fermento, oferecendo ao consumidor um produto auténtico e

seguro.
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Figura 1. (A) Mesa e formas de madeira da regido do Serro. (B) Prateleiras de madeira da regido do Serro.
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Figura 2. Médias da enumeracdo de mesofilos aerdbios totais, leveduras, lactobacilos mesofilicos e
Lactococcus spp. das amostras do Serro e Canastra. Leite e fermento em log;UFC/mL, mesa, forma e

prateleira em log,,UFC/cm?, queijo em log;(UFC/g.

40



REGIAO DO SERRO

g _ Staphylococcus aureus

8-
4 4

HAm. .

REGIAO DA CANASTRA

Staphylococcus aureus

[ ]

o th

Escherichiacoli

Escherichiacoli

g - g -
-’
[} 4 4 4
o
=
—
8 - Coliformez a 32 °C 8- Coliformes 232 °C
4 4 4 4 W
- |
o T T T T T T 0 .
Leite Queijo Fermente Forma Meza  Pratzleira Laits Queijo Farmento Nlzza BPrateleirs

Figura 3. Médias da enumeragdo de S. aureus, E. coli e coliformes a 32 °C das amostras do Serro e

Canastra. Leite e fermento em log;(UFC/mL, mesa, forma e prateleira em log;QUFC/cm’ queijo em

log,oUFC/g. *Auséncia de crescimento.
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Figura 4. Microscopia eletronica de varredura dos biofilmes dos utensilios de madeira do Serro: mesa (A),
forma (B) e prateleira (C); Canastra: mesa (D) e prateleira (E). Cocos (setas finas), bacilos (setas largas),

leveduras (cabegas de setas), fungos filamentosos (estrelas).
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Tabela 1. Log;o das contagens de Lactobacillus spp. e Lactococcus spp. em diferentes

amostras na fabricagdo do queijo Minas artesanal nas regides do Serro e Canastra

Lactobacillus spp. Lactococcus spp.
Amostras Regides Minimo Maximo Minimo Maximo
Serro 413 6.46 553 7.08
Leite
Canasfra 427 6.93 472 7.26
Seiro 580 8.08 7.10 8.14
Fermento
Canasfra 493 5.93 542 6.14
Forma Serro 1.33 3.72 0.40 377
Sefro 258 4.47 3.49 512
Mesa
Canasfra 3.59 5.42 3.54 5.69
Serro 3.91 4.44 3.78 5.86
Prateleira
Canasira 398 5.00 429 493
. Seiro 7.54 8.34 7.64 8.53
Queijo
Canasfra 7.83 8.41 7.85 8,39

Leite e fermento em log;UFC/mL, biofilmes em loglOUFC/cm2 e queijo em log(UFC/g.
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Conclusodes Gerais

O uso dos utensilios de madeira na fabricagdo do queijo Minas artesanal confere
caracteristica que sdo peculiares a esse produto. No entanto, devido a eliminagdo das
formas e mesas de madeira pela legislagio do Estado de Minas Gerais, considerou-se
necessario a realizagdo de estudos caracterizando microbiologicamente e a ultra
estrutura dos biofilmes presentes nesses utensilios.

Contatou-se que os utensilios de madeira da regido do Serro estavam dentro dos
padrdes propostos nessa pesquisa. Contudo, os produtores dessa regido devem aplicar e
manter as boas praticas de fabricacdo, sobretudo na etapa de ordenha, cujo leite
apresentou elevadas contagens de micro-organismos patogénicos. A utilizagdo de leite
com qualidade microbiologica e a correta higieniza¢ao dos utensilios, pode garantir um
fermento endogeno de qualidade e, consequentemente, um queijo seguro para o
consumidor, mantendo as caracteristicas tradicionais do produto e assegurando a
manuten¢do do “saber fazer” passado entre as geracdes.

Produtores da regido da Canastra devem ter maiores cuidados com a ordenha,
para garantir um leite com baixas contagens de contaminantes, ¢ ainda, higienizar
corretamente os utensilios para assegurar que o queijo inicie a maturacado com baixas
contagens patogénicas e, assim, ao final desse processo, esteja dentro dos padrdes
microbioldgicos exigidos pela legislacdo do Estado de Minas Gerais.

Sugere-se a elaboracdo de uma legislacdo que indique padrdes microbiolégicos
para o fermento enddgeno e para a contagem dos micro-organismos indicadores de
seguranca nas superficies dos utensilios de madeira. E ainda, a reavaliagao da legislagdo
mineira vigente, quanto a possibilidade de utilizacdo das formas e mesas de madeira, de
modo a garantir a continuidade da tradicdo e das caracteristicas tradicionais do queijo

Minas artesanal.
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