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RESUMO GERAL

O Queijo Minas Artesanal (QMA), é um alimento tipico do estado de Minas Gerais,
carrega técnicas tradicionais de onde é produzido. Atualmente, existem dez regibes
reconhecidas como produtoras de QMA dentre as quais, Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado,
Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da Ibitipoca, Diamantina
e Entre Serras de Piedade ao Caraca. A producdo de QMA tem semelhanca entre as regides,
porém aspectos geograficos, fisico-quimicos, sensoriais e microbianos proporcionam
caracteristicas sensoriais intrinsecas de cada lugar. Especialmente a diversidade micoldgica
contida nesses queijos, deve ser conhecida, por serem produzidos e maturados artesanalmente
e em condigdes ndo controladas. Na regido do Cerrado mineiro, existem poucos estudos sobre
a micobiota dos queijos Minas Artesanais especialmente de casca florida e sobre variagdo da
comunidade durante a maturacgdo. O objetivo desta pesquisa foi analisar Queijo Minas Artesanal
de ‘casca florida’ da Microrregido do Cerrado mineiro, identificando a micobiota predominante,
e variagdes nos aspectos fisico-quimicos em diferentes tempos de maturacdo. Foram coletadas
11 amostras de QMA, com 18, 23, 33 e 60 dias de maturacdo. Realizou-se analises micoldgicas
e fisico-quimicas, considerando casca e massa. O isolamento dos fungos ocorreu por método
dependente de cultivo pela técnica de diluicdo seriada. Os fungos filamentosos foram
identificados com manuais de identificacdo e as leveduras em MALDI-TOF. Nas analises
fisico-quimicas, foram analisados pH, umidade, teor de gordura no extrato seco, proteinas e sal
na umidade. As diferencas estatisticas foram analisadas ao nivel de 5% de variancia pelo teste
Tukey com o software SISVAR. Nas analises micoldgicas, a média de fungos isolada foi
19,25x10* UFC/g (massa) e 81,65x10® UFC/g (casca). Foram identificadas D. catenulata,
K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C. intermedia, W. pararugosa e os fungos filamentos G.
candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili, Penicillium sp., P. corylophillum,
P. decubens, P. brevicompactum. Os resultados fisico-quimicos mostraram diferenca estatistica
nas cascas e massa para pH e umidade, para proteina ndo houve distincdo estatistica, para
gordura e sal na umidade, houve diferenca estatistica nas analises de massa (<0,05). Os valores
percentuais médios da massa variaram entre 18 a 60 dias para pH: 5.6+0.2ab - 5.7+0.1ab);
umidade: (50.9+1.7 a — 37.2+0.5b); proteina (17.8+4.4a - 27.8+0.9a); gordura no extrato seco:
(28.3+0.2a — 20.3£0.0b); sal na umidade: (3.3+0.2a,- 4.0+0.0ab). Na casca obteve-se para pH:
(6.0£0.3a - 7.1+0.2b); umidade: (50.3+2.8a - 30.6+1.2b); proteina (19.1+2.7a — 16.4+4.83a);
gordura no extrato seco: (27.3£0.0a, - 26.0+0.0a); sal na umidade: (2.8+0.9a, - 2.6+0.0a). Esses
resultados contribuiram para quantificar e identificar a diversidade micoldgica presente nos
gueijos analisados. Os parametros fisico-quimicos podem ser influenciados pela microbiota
presente. A presenca e altas contagens de leveduras benéficas e do G. Candidum tanto na massa,
guanto na casca, € positiva, pois representa qualidade sanitaria e sensorial, demonstrado
segurancga para consumo.

Palavra-chave: Modo de fazer. Diversidade flngica. Maturacao.



GENERAL ABSTRACT

Artisanal Minas Cheese (QMA), is a typical food from state of Minas Gerais, carrying
traditional techniques from where it is produced. Currently, there are ten regions recognized as
producing QMA, including Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado, Serra da Canastra, Serra do
Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da Ibitipoca, Diamantina and Entre Serras de Piedade
ao Caraca. QMA production is similar between regions, but geographic, physicochemical,
sensorial and microbial aspects provide intrinsic sensory characteristics of each place.
Especially the mycological diversity contained in these cheeses must be known, as they are
produced and matured by hand and in uncontrolled conditions. In the Cerrado region of Minas
Gerais, there are few studies on the mycobiota of Minas Artesanais cheeses, especially those
with flowery rinds, and on community variation during maturation. The objective of this
research was to analyze Minas Artesanal ‘flowery rind’ cheese from the Cerrado Microregion
of Minas Gerais, identifying the predominant mycobiota, and variations in physical-chemical
aspects at different maturation times. 11 QMA samples were collected, with 18, 23, 33 and 60
days of maturation. Mycological and physicochemical analyzes were carried out, considering
rind and mass. The fungi were isolated using a cultivation-dependent method using the serial
dilution technique. Filamentous fungi were identified using identification manuals and yeasts
using MALDI-TOF. In the physical-chemical analyses, pH, humidity, fat content in the dry
extract, proteins and salt in the humidity were analyzed. Statistical differences were analyzed
at the level of 5% of variance using the Tukey test with the SISVAR software. In mycological
analyses, the average number of fungi isolated was 19.25x104 CFU/g (mass) and 81.65x106
CFU/g (rind). D. catenulata, K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C. intermedia, W. pararugosa
and the filamentous fungi G. candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili,
Penicillium sp., P. corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum were identified. The
physicochemical results showed a statistical difference in the peels and mass for pH and
humidity, for protein there was no statistical distinction, for fat and salt in humidity, there was
a statistical difference in the mass analyzes (<0.05). The average mass percentage values varied
between 18 and 60 days for pH: 5.6+0.2ab - 5.7+0.1ab); humidity: (50.9£1.7a — 37.2+0.5b);
protein (17.8+4.4a - 27.8+£0.9a); fat in the dry extract: (28.3+0.2a — 20.3£0.0b); salt in humidity:
(3.3+0.2a,- 4.0£0.0ab). In the rind, pH was obtained: (6.0+0.3a - 7.1+0.2b); humidity:
(50.3+2.8a - 30.6x1.2b); protein (19.1+2.7a — 16.4+4.8a); fat in dry extract: (27.3+0.0a, -
26.0£0.0a); salt in humidity: (2.8+0.9a, - 2.6+0.0a). These results contributed to quantifying
and identifying the mycological diversity present in the cheeses analyzed. Physicochemical
parameters can be influenced by the microbiota present. The presence and high counts of
beneficial yeasts and G. Candidum in both the dough and the shell are positive, as they represent
sanitary and sensorial quality, demonstrating safety for consumption.

Keyword: Way of production. Mycological diversity. Maturation.
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1. INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal ¢ um alimento tipico do estado de Minas Gerais e carrega
consigo tradicdo em suas técnicas, genuinas de cada local onde é produzido e por conta disso,
sua fama ja ultrapassou as fronteiras do Estado. Esse modo de fazer refere-se a memoria
nacional e cultural dando continuidade historica, sendo reconhecido em 2008 como Patriménio

Cultural Imaterial pelo Instituto de Patrimdnio Historico e Artistico Nacional (IPHAN).

Para ser considerado "Queijo Minas Artesanal”, é necessario seguir critérios estipulados
pela Portaria do IMA n° 1969, de 26 de mar¢o de 2020, em que diz que é um alimento produzido
com leite cru, integral, recém ordenhado, sadio e deve ser produzido na mesma propriedade.
Ao final da producdo do queijo, ele deve ser firme, consistente, com cor e sabor proprio, a
massa deve ser uniforme. Proibe-se a utilizacdo de corantes e conservantes. Seu tempo de
maturacdo deve atestar seguranca e ser estipulado por meio normativas, bem como, estudos
cientificos (IMA, 2020).

Segundo a EMATER (2023), atualmente, o estado de Minas Gerais possui dez regides
reconhecidas como produtoras do Queijo Minas Artesanal, dentre elas, Araxa, Campos das
Vertentes, Cerrado, Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da

Ibitipoca, Diamantina e Entre Serras de Piedade ao Caraga.

Mesmo que algumas etapas da producao desses queijos sejam parecidas, alguns fatores
sdo determinantes para a obtencdo de queijos com caracteristicas sensoriais intrinsecas de cada
lugar. Portanto, é fundamental entender sobre os aspectos fisico-quimicos e sensoriais dos
queijos Minas Artesanais produzidos nessas regifes, no entanto, também é fundamental
compreender sobre a diversidade microbiana contida nesses queijos, considerando que sdo
produzidos e maturados artesanalmente e sob condi¢Ges ndo controladas. Jonnala et al., (2018),
enfatizam sobre a importancia de compreender a atuagdo dos microrganismos no ambiente do

queijo, para que possam auxiliar na promocéo daqueles que sdo desejaveis.

Dentre essa biodiversidade, os fungos em especial, geralmente sdo relatados como
contaminantes e deteriorantes, no entanto, atuam em todas as etapas de producgédo do queijo e
alguns deles destacam-se como produtores de compostos importantes que influenciam em
caracteristicas sensoriais desejaveis. Além disso, no caso dos queijos de “casca florida”, a
prevaléncia visualmente dominante de fungos filamentosos na casca € um diferencial em que

muitos produtores aderem.
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Na regido do Cerrado mineiro em particular, existem poucos estudos sobre a micobiota
dos queijos Minas Artesanais especialmente os de casca florida, sendo importante tracar um
estudo sobre esses fungos, afim de observar se essa comunidade se modifica ao longo do tempo,
como Se comportam e como se apresentam nas cascas a medida em que sdo maturados. 1sso
podera auxiliar futuramente na identificagdo de uma micobiota core dos queijos Minas

Artesanais produzidos no Cerrado mineiro.

Considerando-se o0 exposto, esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de analisar
Queijo Minas Artesanal de ‘casca florida’ da Microrregido do Cerrado mineiro, identificando a
micobiota predominante, bem como variacbes nos aspectos fisico-quimicos, considerando

diferentes tempos de maturacéo.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijo Minas Artesanal: generalidades

No Brasil, a producdo de queijos é grande e variada, dentre eles, 0s queijos artesanais
ganham destaque, por diferenciarem-se com suas caracteristicas singulares e modo de preparo
com técnicas manuais e tradicionais (KAMIMURA et al., 2019). O Queijo Minas Artesanal
(QMA) é um alimento genuinamente mineiro e tem ganhado importante espaco no Brasil,
destacando-se por seus aspectos sensoriais como sabor, textura e aroma singulares,

proporcionados por microrganismos advindos da microbiota natural do leite (DORES, 2013).

E um alimento que segundo a Portaria IMA 1969, de 26 de marco de 2020, define-se
como, produto elaborado com leite cru, obtido na mesma propriedade de producéo, integral,
recém ordenhado e sadio, devendo apresentar consisténcia firme ao final do processo, além de
cor e sabor proprios, a massa deve ser uniforme e sem adicdo de corantes e conservantes,
podendo apresentar ou ndo olhaduras mecanicas, ndo deve passar por tratamento térmico, seu
processamento deve ser imediato (até noventa minutos apds inicio da ordenha), ingredientes de
culturas lacticas naturais e maturacdo por tempo estipulado por normativas e/ou estudos

cientificos que atestem seguranca (IMA,2020).

Minas Gerais destaca-se como grande produtor de queijos, dentre eles os artesanais
(MINAS GERAIIS, 2012; COSTA JUNIOR et al., 2014; CORREIA & ASSIS, 2017; EMATER,
2021). Esse “modo de fazer”, refere-se ao modo tradicional, artesanal, afetividade dos
produtores em relacdo ao seu produto, cultura e memdrias, tudo isso carrega consigo, identidade
e consequentemente preservacdo, atributos que sdo valorizados como Patriménio Cultural
Imaterial e de Indicacdo Geografica (IPHAN, 2008). Esses atributos sensoriais de sabor, textura
e aromas genuinos de cada queijo, oriundos do “modo de fazer”, também tem como
responsaveis a microbiota natural do leite utilizado na producéo desses queijos (DORES, DIAS,
ARCURI et al., 2013).

O numero de produtores de queijos artesanais € significativamente relevante. Segundo a
Emater (2022), existem 11.158 unidades produtoras de leite, dentre elas, a maioria produz
gueijos artesanais. Esses dados mostram a importancia, valor e potencial desse produto para 0s
pequenos produtores e agroindustrias do Estado. Por ser um produto artesanal de grande
importancia, 0o QMA tem resistido a modernizacao, e tem se mostrado ao longo do tempo como

um produto que necessita de regulamentacdo para ser expandido. Nesse sentido, algumas
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normatizagdes tem sido criadas e atualizadas a medida que se faz necessario. Dentre esses, 0
selo “ARTE” a partir do Decreto n® 11.099, de 21 de junho de 2022, que foi estabelecido como
uma nova regulamentacéo da Lei n°® 13.860 de 2019 para a concessao deste selo, permitindo a
comercializacdo interestadual de produtos artesanais elaborados a partir de matéria prima de

origem animal e facilitando a comercializagio desses queijos (BRASIL, 2022).

Por ndo passar por tratamento térmico, critério para ser considerado QMA, 0s queijos
possuem em sua composicao natural microrganismos, que séo tipicos do leite utilizado para sua
producgéo. Esses microrganismos sdo fundamentais na maturagéo dos queijos, por proporcionar
a especificidade de cada um. S&o influenciados variando em nimero e espécie, devido a varios
aspectos, dentre eles, as culturas iniciadoras, clima, local, alimentacdo do rebanho, forma de
processamento do produto, época do ano (chuva ou seca), dentre outras (BEMFEITO et.al.,
2016; MONTEIRO, 2018).

Diante dessa realidade, a carga microbiana de cada queijo precisa ser conhecida e
controlada, para que se tenha um controle higiénico-sanitario de qualidade. Para isso, sdo
necessarias medidas preventivas, nesse sentido, o Ministério de Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucdo Normativa n° 57 de 2011 passou a permitir
comercializacdo de queijo artesanal com menos de 60 dias de maturacdo, desde de que
cumpridas exigéncias como, comprovacao por meio de estudos cientificos da qualidade e
inocuidade para consumo em periodo de maturagdo inferior ao estipulado, acompanhamento
da saude do rebanho, potabilidade da agua e contagens microbiolédgicas dentro dos limites
permitidos (BRASIL, 2011).

Apesar de ndo haver especificacOes legais em relagdo a micotoxinas produzidas por
fungos em QMA, existe uma Resolugdo de N° 7, de 18 de fevereiro de 2011 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que cita sobre tolerdancia maxima para
micotoxinas em alimentos, e estabelece 2,5 (ug/kg) de Aflatoxina M1 em queijos, conforme

metodologias que seguem os critérios do Codex Alimentarius (BRASIL, 2011).

Tendo em vista a seguranca estabelecida, a presenca de microrganismos em queijos
artesanais, entre eles os fungos, é fundamental. Silva (2020), comenta que 0s queijos artesanais
maturados com fungos naturais, o processo de ndo raspagem da casca preservando-os na
superficie, é visto como um “produto diferencial” ¢ de grande potencial econdémico, pois

influencia na qualidade do produto final por meio de caracteristicas sensorias de interesse.
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Por isso, afim de valorizar ainda mais 0 QMA e considerando também os queijos de casca
florida, pesquisas foram desenvolvidas e em 2022 foi publicada a Resolugdo N° 42 de 27 de
dezembro de 2022, a primeira legislacdo do QMA relacionada a fungos, que reconhece o Queijo
Minas Artesanal produzidos nos municipios do Estado de Minas Gerais como variedade de
Casca Florida, por meio da Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(SEAPA) (MINAS GERAIS, 2022).

Nessa Resolucdo, atribui-se o termo “casca florida” para os QMA’s com presenca e
dominéancia visualmente de fungos filamentosos na casca. Essa predominancia nos Queijo
Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF), no entanto, precisa ser da espécie fungica
Galactomyces geotricum (sinbnimos Geotricum candidum e Geotrichum silvicola), Sendo
outras espécies inseridas posteriormente, através de pesquisas cientificas por 0Orgaos
especializados no tema, apds comprovacgdo de sua seguranca alimentar (MINAS GERAIS,
2022).

2.2  Queijo Minas Artesanal do Cerrado mineiro

A tradicdo da producdo de queijos artesanais na microrregido do Cerrado tem origem
desde o século XVIII (MENESES, 2006). Essa tradicdo mantém-se atualmente, no entanto, a
identidade de nomenclatura de sua regido tem passado por transi¢cdes. Anteriormente, 0 Queijo
Minas Artesanal (QMA) do Cerrado era conhecido como QMA Alto Paranaiba, por ser
produzindo nessa mesorregido, entretanto para distinguir do QMA Serra do Salitre, adotou-se
a nomenclara utilizada atualmente, proporcionando identidade dessa regido aos consumidores
(CAIXETA, 2020; IPHAN, 2006).

Segundo o IPHAN, existe ainda ambiguidade nessa designacdo, descontentando os
produtores da regido, tendo em vista que o Cerrado € um bioma que abrange varios estados no
Brasil (IPHAN, 2014). Entretanto, nada foi modificado, ficando assim a composi¢do dessa
microrregido pelos municipios Abadia dos Dourados, Arapua, Carmo do Paranaiba,
Coromandel, Cruzeiro da Fortaleza, Lagamar, Lagoa Formosa, Matutina, Patos de Minas,
Patrocinio, Presidente Olegario, Rio Paranaiba, Guimarania, Santa Rosa da Serra, Sdo Gongalo
do Abaeté, Sdo Gotardo, Tiros, Varjao de Minas e Vazante como pertencentes ao Cerrado
(EMATER, 2003).
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A producdo de queijo Minas Artesanal da microrregido ainda na época Alto Paranaiba,
foi identificada oficialmente por meio da Portaria IMA n° 619 de 1° de dezembro de 2003
(IMA, 2003). J4 em 2007, essa Portaria foi alterada, denominando a microrregido do Alto
Paranaiba para microrregido do Cerrado atraves da Portaria IMA n° 874. Entre 2009 e 2014,
houveram alteraces em relacdo a insercéo e retirada de municipios dessas microrregides. O
municipio de Vazante foi inserido na microrregido do Cerrado por meio da Portaria IMA n°
1021 em 2009, enquanto o municipio da Serra do Salitre foi excluida da Microrregido do
Cerrado por meio da Portaria IMA n° 1428 em 2014 (EMATER, 2003). A figura 1 mostra o

mapa da localizag¢éo da regido do Cerrado mineiro no mapa do Brasil.

Figura 1- Mapa da microrregido do Cerrado Mineiro-MG- Brasil

~ Cerrado/

Fonte: Adaptada de BRASIL, (2022)

As condig¢des climaticas tipicas do cerrado de acordo com a Emater MG (2003), é
classificada como tropical de altitude, verdes Umidos e invernos secos, com temperaturas anuais
oscilando entre 16,4 °C a 27,6 °C, possui uma pequena parte em sua vegetacdo de Mata
Atlantica, com espécies forrageiras nativas como capim fino ou barba de bode.

A tradicdo de producdo do QMA do Cerrado é semelhante ao da producdo do Araxa,
que tradicionalmente séo feitos por mulheres, em geral as esposas dos fazendeiros, enquanto as
atividades de gerencia da fazenda, rebanho, comercializagdo dos queijos sdo feitas pelos
homens (IPHAN, 2014).

Os queijos sao fabricados com formas cilindricas de 15 a 17 cm de diametro interno,
altura de 4 a 6 cm e peso entre 1,0 a 1,2 kg padronizando o didmetro aproximado do queijo. A

maturacdo ocorre em temperatura ambiente e 24 horas depois sdo retiradas das formas
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maturadas em prateleiras de madeira durante no minimo 22 dias (IMA, 2021), lavado e seco
diariamente, durante 7 a 8 dias. Finalmente, ¢ feito o acabamento com ralinho de inox para fins
estéticos (CAIXETA, 2020; EMATER MG, 2003; IMA, 2021). A figura 2 mostra o fluxograma
do processo de producao do QMA do Cerrado.

Figura 2- Fluxograma da producéo do Queijo Minas Artesanal do Cerrado.

Obtencéo da Elaboracédo do

matéria-prima Filtragem queijo Adicdo do pingo
Separacdo do soro Mexedura da massa Corte damassa Adicéao do coalho
Enformagem | Prensagem | Adicdo do sal | Maturacgéo

Fonte: Adaptado de ALMEIDA; SOUZA, (2003); MINAS GERAIS, (2020).

O pingo (soro fermento utilizado como indculo) é um importante ingrediente, no sistema
agroalimentar do queijo Minas Artesanal. Distingue em termos sensoriais, auxilia na seguranca
microbioldgica (MARTINS, 2006). A diversidade e quantidade de microrganismos presentes
na massa do queijo depende da composicao do pingo, que € adicionado pelo produtor e essa
quantidade varia de local para local. Esse modo de fazer proporcionara variagdo na intensidade
e velocidade de fermentacdo, consequentemente na composicdo do queijo (MACHADO, et al.,
2004).

Apos a etapa de salga, é feito o processo de desenformagem do queijo, seguindo para
sala de maturacédo, no qual o QMA passaré por transformagfes importantes em que ira adquirir
caracteristicas sensoriais importantes e Unicas, intrinsecas daquele local, como textura, cor,
aroma e sabor. Nesse local, onde acontece a maturacdo, 0s queijos sdo armazenados em

prateleiras de tabuas de madeira, sendo virados de tempos em tempos (MONTEIRO et al.,
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2018). Na maturacdo é estabelecida além de atributos sensoriais especificos, garantia da
seguranca do alimento (CAMPOS et al., 2021).

Oliveira et al. (2013) caracterizaram alguns queijos do cerrado como semigordos,
relacionando o teor de gordura do leite com fatores como a regido e alimentacdo do gado.
Quanto ao teor de umidade, esses mesmos autores classificaram como de alta umidade (46,5%),
valores mais altos foram encontrados por Fernandes et al. (2011) equivalentes a 54,3% também
classificando-os como de umidade elevada. A Emater (2003), cita as caracteristicas sensoriais
como, consisténcia semidura tendendo a maciez, com textura compacta e natureza manteigosa,
crosta fina, amarelada e sem trinca, odor e sabor ligeiramente &cido, ndo picante e agradavel e
cor branca-amarelada. O IMA (2021) estipula por meio da Portaria n°® 2.051, de 07 de abril de

2021 para maturacdo, tempo minimo de 22 dias.

2.3 Fungos em Queijo Minas Artesanal

Segundo Calzada et al., (2014) o fenbmeno de dindmica populacional pode sofrer
variacdo decorrente de condigdes de umidade, altitude, tempo de maturacdo, pH, tempo de
maturacgdo e pressdo atmosférica enquanto o queijo é fabricado. Tudo dependeré da forma de
producdo, devido ao modo de fazer de cada local que possui sua préopria assinatura geografica
e microbiana (SANT’ANNA et al., 2019).

Alguns microrganismos atuam diretamente no processo de protedlise e lipdlise,
influenciando em atributos como textura, sabor e qualidade nutricional (FOX, 2004). De acordo
com Jonnala, (2018), é fundamental compreender a atuacdo desses microrganismos, se
positivas ou negativas, afim de monitorar e auxiliar na promocéo daqueles desejaveis. Borelli
et.al., (2006) e Cosetta et.al., (2020), dizem que apesar de bem conhecida a capacidade de
metabolizacdo e producédo de variados compostos organicos, ainda é desconhecido a interacao

entre esses microrganismos no ambiente do queijo.

No caso dos fungos filamentosos sdo muito estudados devido a sua acdo deteriorante e
sdo frequentemente relatados como contaminantes do leite e produtos lacteos, entretanto, a
presenca de muitos deles sdo essenciais quanto ao desenvolvimento e formacdo de
caracteristicas sensoriais de certos queijos maturados (LARSEN, 1999). Possuem capacidade
de se manterem viaveis em condi¢fes indspitas, sobrevivendo ao longo da maturagéo

especialmente nas superficies de queijos (FOX et al., 2000).
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Segundo Sant’Anna (2019), cita que fatores com localizagao geografica, condigdes de
umidade e sazonalidade, influenciam na variacdo da comunidade microbiolégica, assim como

mudancas de pH e sal foram fatores de mudanca estrutural com o passar do tempo de maturacao.

De acordo com Banjara et al., (2015), os principais géneros de fungos filamentosos
encontrados em queijos séo Penicillium e Aspergillus. Segundo Himery (2014) e Banjara
(2015), uma espécie comum do género Penicillium em queijos é o P. roqueforti, muito
conhecido e importante por atuar devido a suas lipases hidrossoluveis, no desenvolvimento da
aparéncia, textura e sabor. Banjara, (2015) e Himery, (2014), reportam Cladosporium
cladosporioides, como deteriorantes de queijos, assim como P. commune e P. glabrum, sendo
este Ultimo relacionado também a perda de cor em superficie do queijo e alteracdo do sabor.

Enquanto as leveduras possuem boa capacidade em adaptar-se em ambientes como o
queijo, por ser rico em substratos como proteinas, lipidios, acucares e acidos organicos,
NOBREGA (2008). Gordian et al., (2013), dizem que espécies do género D. hansenii sdo
responsaveis por produzir compostos inibitérios de outros fungos, incluindo patdgenos e
deteriorantes. Segundo Silva (2020), ha fortes interacGes entre os géneros Debaryomyces e

Trichosporon e Diutina e em uma disputa por nutrientes, Diutina ndo é favorecida.

Segundo Cardoso (2015), C. catenulata, C. intermedia e C. parapsilosis, mostraram
eficiéncia de atividade de 3-galactosidase e atividade proteolitica e lipolitica. J& Debaryomyces
hansenii mostrou-se eficiente tanto para atividade de B-galactosidase quanto proteolitica e Van
Den Tempel e Jakobsen (2000), observaram boa eficiéncia em assimilagdo de lactose
e galactose, bem como producéo de lipases e proteases. Enquanto G. candidum demonstrou boa
atividade proteolitica e lipolitica (SACRISTAN, GONZALEZ, CASTRO, et al., 2012).

As leveduras sdo consideradas importantes atuantes do desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais desejaveis em queijos, como sabor e aroma, durante a maturacdo. Sdo
responsaveis pela producéo por produzir compostos originados de suas enzimas lipase, protease
e b-galactosidase em conjunto (CARDOSO et al., 2015; ANDRADE et al., 2017; LOPANDIC
et al., 2006, BANJARA et al., 2015).

Em boa parte dos queijos estudados, as leveduras tem sido associadas a microbiota
secundaria, desempenhando papéis importantes durantes a maturacdo desses alimentos. Sao
geralmente encontradas espécies pertencentes aos géneros, Candida, Debaryomyces,
Geotrichum , Kluyveromyces,  Cryptococcus, Pichia, Rhodotorula, = Saccharomyces,
Kodamaea, Torulaspora ( BUCHL & SEILER, 2011).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0280
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0280
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/galactose
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0260
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/pichia
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0055
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Em relacdo ao Geotrichum sp., de acordo com Perkins, et. al., (2020), diversas
discussdes sobre suas variacfes morfoldgicas e genéticas ainda sdo geradas e estudadas. A
espeécie foi bastante isolada nas amostras de QMA do Cerrado, atuando além da contribuicao
na formacdo de caracteristicas sensorias, na inibicdo de fungos micotoxigénicos e espécies
indesejaveis de Penicillium (MARCELLINO, 2014).

Segundo Prado, (2021), dos diversos compostos no desenvolvimento de sabor e aroma
do queijo, Geotrichum é responsavel por varios esses compostos. Ja 3-metil-1-butanol, acido
octanoico e decanoato de etila sdo citados por Andrade et al. (2017). Destaca-se também sua
habilidade de fermentacéo de lactose (FADDA et. al, 2004).

2.4 Maturacéao

Segundo Fox, (1989) durante a maturacdo em boa parte das variedades de queijos, uma
das provaveis transformacdes bioquimicas mais importantes durante as modificagdes sofridas,
¢ a proteolise. A proteolise é originada pela hidrélise de proteinas enquanto o queijo € maturado,
no entanto, para obtencdo de sabor e odor agradaveis, esse processo deve ser controlado, tendo
em vista que o sabor amargo pode ocorrer quando a caseina é hidrolisada em peptideos maiores
e em seguida, eles sdo degradados em por¢des menores. Bemfeito et al. (2016) explica que o
sabor amargo ocorre quando esses peptideos sdo acumulados no queijo durante a maturacao.

A maturacdo é um dos fatores de destaque que auxilia no controle da microbiota
indesejavel nos queijos, sendo importante para a seguranca e consumo desse produto, além de
ser diretamente ligada a formacao sensorial do produto final (DORES, 2012). Segundo Wouters
(2002), por meio da atividade de uma sucessdo de microrganismo, um conjunto equilibrado de
compostos forma o sabor do queijo maturado.

As propriedades fisico-quimicas e quimicas do queijo sdo alteradas por eventos
bioquimicos durante a maturacdo, dentre eles, o metabolismo da lactose residual, lactato e
citrato. Alem disso ocorre lipolise e metabolismo de acidos graxos, e, catabolismo de
aminoacidos e proteolise. Por meio de reacGes bioquimicas e provavelmente quimicas, 0s
produtos sdo modificados. As mudancas na textura e funcionalidade s&o decorrentes das
principais reagdes, ja as modificacbes dos produtos das reacGes primarias contribuem na
formagéo do sabor (McSWEENEY, 2011).

Na maturacdo sdo produzidas enzimas proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas,

responsaveis por caracteristicas sensoriais importantes. O aclcar do leite é fermentado, séo
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porduzidos &cido latico e substancias inibitérias como bacteriocina (RAFAEL, 2017). Em
relagdo a lactose presente no queijo, G. candidum quando cresce em ambiente hidrolisado, ndo
consegue consumir lactose, no entanto, consegue metabolizar galactose e por consequente, 0
lactato (SOULIGNAC, 1995).

Segundo Fleet (2011), a ocorréncia de D. hansenii em produtos lacteos é favorecida
pela producdo de proteases e/ou lipases extracelulares. Padilla et al., (2014), em relacdo a
atividade enzimatica, D. hansenii mostrou boa capacidade de hidrolisar ésteres de acido
palmitico, estearico e oleico , respectivamente em queijos de ovelha e cabra.

De acordo com a Portaria do IMA de abril de 2013, foi estabelecido para tempo de
maturacdo do QMA em Minas Gerais diretrizes que passaram a valer em todo o territorio
nacional, em que oficializou para QMA do Serro 17 dias de maturacéo e 22 dias de maturacao
para as demais regides (Brasil, 2013).

O IMA define tempo de maturacdo para as regides produtoras de QMA Diamantina,
Entre Serras da Piedade ao Caraca, Campo das Vertentes, Cerrado, Serras da Ibitipoca, e
Triangulo Mineiro 22 dias, Serro, 17 dias, Araxa, Canastra e Serra do Salitre, 14 dias (IMA,
2021).

2.5 MALDI TOF: generalidades

Uma opc¢do muito ultilizada na quantificacdo de compostos conhecidos, identificacdo
de compostos desconhecidos e conhecimento estrutural de moléculas e propriedade quimicas,
é a espectrometria de massas. A sigla MALDI significa Matrix Assisted Lazer Desorption
lonization e TOF que quer dizer Time of flight em inglés e funciona como deteccdo em um
analisador do tipo tempo de vdo e possibilita a identificacdo e quantificacdo de atomos ou
moléculas em funcdo da sua relacdo massa/carga (m/z) devido a ioniza¢do de atomos ou
moléculas de uma amostra (GOULART, 2013).

Atualmente técnicas de identificagdo fenotipica e molecular mais confidveis, rapidas e
baratas que auxiliem na identificacdo de microrganismos sdo necessarias para obtencdo de
resultados mais eficientes. De acordo com Chakrabarti, (2016), essa tecnica tem sido
empregada por muitos laboratorios devido a sua eficiéncia e menor custo das analises. Para uma
identificacdo mais precisa, é ideal que seja utilizado culturas puras, além de ser necessario
também atualizacdo do banco de dados, afim de garantir identificagdo com scores altos e

confiaveis.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0125
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/dairy-product
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0235
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/oleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/oleic-acid

21

Para a obtencdo de proteinas ribossémicas das leveduras, faz-se extracdo por meio de
acido formico em que alcadas de células cultivadas (de uma colénia unica 10 pl), sdo
transferidas para tubos contendo 300 pl de adgua deionizada, agita-se em vortex durante 30
segundos. Adiciona-se 900ul de etanol puro e agita-se novamente em vortex durante 30
segundos. Centrifuga-se as células por 2 minutos a 13.000 rpm, e remove-se 0 sobrenadante
com ponteira de forma que nédo haja contato entre ponteira e biomassa (recomenda-se trocar
sempre de ponteira para evitar contaminacdo cruzada). Apds descarte do sobrenadante,
adiciona-se ao precipitado, 50ul de acido formico 70% e 50ul de acetonitrila, agita-se em vortex
e centrifugados por 2 489 minutos a 13000 rpm (esse processo deve ser repetido pelo menos 5

vezes até remocao da solucdo etandlica).

Para proceder identificacdo, os precipitados sdo inseridos com ponteira (triplicata) em
placas de 96 pocos MALDI flex (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) contendo matriz
polimérica, aguarda-se completa evaporacao do liquido e em seguida as placas sdo inseridas no
equipamento para analise. O equipamento é calibrado com uma espécie em gue se conheca seu
padrdo confiavel. O equipamento ao fazer a leitura, oferece por meio de um programa especifico
0 dendrograma em que sdo agrupadas linhagens similares entre eles, espectros presentes no
banco de dados e score para detecgdo de confiabilidade da identificacéo.
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RESUMO GERAL

O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um produto genuino do estado de Minas Gerais,
produzido com técnicas tradicionais. Seu “modo de fazer” foi reconhecido como Patriménio
Cultural Imaterial em 2008 (IPHAN). Minas Gerais contém dez regiGes reconhecidas como
produtoras do queijo Minas artesanal, dentre elas, Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado, Serra
da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da Ibitipoca, Diamantina e Entre
Serras de Piedade ao Caraca. Fatores como a producéo artesanal, a composi¢do microbiana da
matéria-prima, manipulacdo, producdo, exposi¢cdo na sala de maturacdo, sdo elementos
fundamentais que podem influenciar na qualidade do produto final. Recentemente, foi
reconhecido a variedade de QMA de “casca florida”, com visual predominancia de fungos
filamentosos na superficie, despertando mais ainda a necessidade de conhecimento da
diversidade micoldgica existente nesses queijos. Na Microrregido do Cerrado mineiro, existem
poucos estudos sobre a micobiota dos QMA’s, e como essa comunidade se modifica durante a
maturacdo. Nesse sentido, 0 objetivo desta pesquisa foi analisar Queijo Minas Artesanal de
casca florida da Microrregido do Cerrado mineiro, identificando a micobiota predominante e
variagcOes nos aspectos fisico-quimicos, considerando diferentes tempos de maturacdo. Foram
11 amostras de QMA coletadas no periodo seco com maturacdo de 18, 23, 33 e 60 dias.
Realizou-se andalises micolégicas e fisico-quimicas, considerando casca e massa. O isolamento
dos fungos ocorreu por método dependente de cultivo pela técnica de diluicdo seriada. A
identificacdo dos fungos filamentosos foi feita com manuais de identificagéo e as leveduras em
MALDI-TOF. Nas analises fisico-quimicas, foram analisados pH, umidade, teor de gordura no
extrato seco, proteinas e sal na umidade. As diferencas estatisticas foram analisadas ao nivel de
5% de variancia pelo teste Tukey com o software SISVAR. Como resultado, isolou-se mais
fungos nas superficies (81,65x10° UFC/g) que na massa (19,25x10* UFC/g), onde foram
identificadas D. catenulata, K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C. intermedia, W. pararugosa
e os fungos filamentos G. candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili,
Penicillium sp., P. corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum. Os resultados fisico-
quimicos mostraram diferenca estatisticamente na casca e massa para pH e umidade, para
proteina ndo houve distincdo estatistica, para gordura e sal na umidade houve diferenca
estatistica nas analises de massa. Os valores percentuais médios da massa variaram entre 18 a
60 dias para pH: 5.6+0.2 ab - 5.7+0.1 ab); umidade: (50.9+£1.7 a — 37.2+0.5 b); proteina
(17.8+4.4 a - 27.8+0.9 a); gordura no extrato seco: (28.3+0.2 a — 20.3+0.0 b); sal na umidade:
(3.3£0.2 a- 4.0+£0.0 ab). Na casca obteve-se para pH: (6.0£0.3 a - 7.1+0.2 b); umidade:
(50.3+2.8 a- 30.6+1.2 b); proteina (19.1+2.7 a— 16.4+4.8 a); gordura no extrato seco: (27.3+0.0
a - 26.0£0.0 a); sal na umidade: (2.8+0.9 a, - 2.6+0.0 a). Esses resultados contribuiram para
quantificar e identificar a diversidade micoldgica presente nos queijos analisados. Os
parametros fisico-quimicos podem ser influenciados pela microbiota presente. A presenca e
altas contagens de leveduras benéficas e do G. Candidum tanto na massa, quanto na casca, €
positiva, pois representa qualidade sanitaria e sensorial, demonstrado seguranga para consumo.

Palavra-chave: Modo de fazer. Diversidade fungica. Maturacéo.



ABSTRACT

Artisanal Minas Cheese (QMA), is a genuine product from the state of Minas Gerais,
produced with traditional techniques. The “way of production” has been recognized as an
Immaterial Cultural Heritage in 2008 (IPHAN). Minas Gerais contains ten regions recognized
as producers of Artisanal Minas Cheese, including Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado,
Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da Ibitipoca, Diamantina
and Entre Serras de Piedade ao Caraga. Factors such as artisanal production, the microbial
composition of the raw material, handling, production, maturation, are fundamental elements
that can influence the quality of the final product. Recently, the “flowery rind” variety of QMA
was recognized, with a visual predominance of filamentous fungi on the surface, further
awakening the need for knowledge of the mycological diversity existing in these cheeses. In
the Cerrado Microregion of Minas Gerais, there are few studies on the mycobiota of QMA’s,
and how this community changes during maturation. The objective of this research was to
analyze QMA with flowery rind from the Cerrado Microregion of Minas Gerais, identifying
the predominant mycobiota and variations in physical-chemical aspects, considering different
maturation times. There were 11 QMA samples collected in the dry period with maturation of
18, 23, 33 and 60 days. Mycological and physicochemical analyzes were carried out,
considering shell and mass. The fungi were isolated using a cultivation-dependent method
(serial dilution technique). The identification of filamentous fungi was done using identification
manuals and yeasts using MALDI-TOF. In the physical-chemical analyses, pH, humidity, fat
content in the dry extract and proteins were analyzed. Statistical differences were analyzed at
the level of 5% of variance using the Tukey test with the SISVAR software. As a result, more
fungi were isolated on the rind (81.65x106 CFU/g) than in the mass (19.25x104 CFU/g), where
D. catenulata, K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C intermedia, W. pararugosa and the
filamentous fungi G. candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili, Penicillium
sp., P. corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum. The physicochemical results showed a
statistically difference in the skin and mass for pH and humidity, for protein there was no
statistical distinction, for fat and salt in humidity there was a statistical difference in the mass
analyses. The average mass percentage values varied between 18 and 60 days for pH: 5.6+0.2ab
- 5.7+0.1ab); humidity: (50.9+1.7a — 37.2+0.5b); protein (17.8+4.4a - 27.8+0.9a); fat in the dry
extract: (28.3+0.2a — 20.3+0.0b); salt in humidity: (3.3+0.2a,- 4.0£0.0ab). In the rind, pH was
obtained: (6.0+0.3a - 7.1+0.2b); humidity: (50.3+2.8a - 30.6+1.2b); protein (19.1+2.7a —
16.4+4.8a); fat in dry extract: (27.3+0.0a, - 26.0£0.0a); salt in humidity: (2.8+0.9a, - 2.6+0.0a).
These results contributed to identifying the mycological diversity present in the cheeses
analyzed. Physicochemical parameters can be influenced by the microbiota. The high counts of
beneficial yeasts and G. Candidum in both the dough and the rind are positive, representing
sanitary and sensorial quality for consumption.

Keyword: Way of production. Mycological diversity. Maturation.
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1  INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal é alimento genuino do estado de Minas Gerais, que vem se
destacando ao longo do tempo, por suas técnicas simples, artesanais e tradicionais que carregam
consigo historias, legados e identidade cultural. O “modo de fazer”, ganhou espaco no Livro
dos Saberes e titulo de Patrimonio Cultural Imaterial em 2008 pelo Instituto de Patrimonio
Histdrico Artistico Nacional (IPHAN), além de Identidade Geografica (1G).

A Portaria do IMA, n°® 1969, de 26 de marco de 2020, determina Queijo Minas Artesanal
(QMA), o queijo produzido com leite cru, integral, recém ordenhado, sadio, produzido na
mesma propriedade. Deve ser firme, consistente, com cor e sabor préprio, de massa uniforme.
N&o é permitido uso de corantes e conservantes. Seu tempo de maturagdo deve atestar seguranca
e ser estipulado por meio normativas, bem como, estudos cientificos (IMA, 2020). Segundo a
EMATER (2023), atualmente, o estado de Minas Gerais possui dez regides reconhecidas como
produtoras do Queijo Minas Artesanal, dentre elas, Araxa, Campos das Vertentes, Cerrado,
Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da Ibitipoca, Diamantina

e Entre Serras de Piedade ao Caraca.

Devido ao modo de fazer de cada local, cada queijo Minas Artesanal tem
individualmente caracteristicas sensoriais intrinsecas, mesmo passando por etapas de producdo
parecidas, além dos toques artesanais, fatores externos como a composi¢cdo microbiana da
matéria-prima, a manipulacdo durante a producdo, a exposi¢cdo ao ambiente da sala de
maturacdo, sao elementos fundamentais que determinardo a qualidade do produto final, que

apresenta sua propria assinatura geografica e microbiana.

Segundo Calzada et al., (2014), o fendmeno de dindmica populacional pode sofrer
variacdo decorrente de condi¢cdes de umidade, altitude, tempo de maturacdo, pH, tempo de
maturacdo e pressao atmosférica enquanto o queijo é fabricado. Nesse sentido, considerando
que sdo produzidos e maturados artesanalmente e sob condic¢des ndo controladas, € fundamental
entender sobre 0s aspectos fisico-quimicos e sensoriais desses queijos, no entanto, também €

fundamental compreender sobre a diversidade microbiana contida nesses queijos.

Dentre essa biodiversidade, os fungos em especial, geralmente sdo relatados como
contaminantes e deteriorantes, no entanto, atuam em todas as etapas de producdo do queijo e
alguns deles destacam-se como produtores de compostos importantes que influenciam em

caracteristicas sensoriais desejaveis. Além disso, no caso dos queijos de “casca florida”, a
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prevaléncia visualmente dominante de fungos filamentosos na casca € um diferencial em que
muitos produtores aderem. Recentemente foi publicada uma normativa, a Resolugdo N° 42 de
27 de dezembro de 2022 (SEAPA), que identifica como “casca florida” o queijo com aparéncia
visivel e dominante de fungos filamentosos e estabelece G. candidum como um fungo
pertencente e predominante nas superficies do QMA, sendo necesséarios estudos que atestem a
presenca do fungo e sua inocuidade.

Na regido do Cerrado mineiro em particular, existem poucos estudos sobre aspectos
fisico-quimicos e também sobre a micobiota dos queijos Minas Artesanais de “casca florida”,
sendo importante tracar um estudo sobre esses fungos, afim de observar se essa comunidade se
modifica ao longo do tempo, como se comportam e como se apresentam a medida em que séo
maturados. Isso podera auxiliar futuramente na identificacdo de uma micobiota core dos queijos

Minas Artesanais produzidos no Cerrado mineiro.

Considerando-se 0 exposto, esta pesquisa foi conduzida com o objetivo de analisar
Queijo Minas Artesanal de ‘casca florida’ da microrregido do Cerrado mineiro, em diferentes
tempos de maturacdo, identificando a micobiota predominante, bem como variagdes nos

aspectos fisico-quimicos.
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2 MATERIAL E METODOS

Amostragem

As coletas aconteceram em julho de 2022, no periodo de seca (maio a outubro) em uma
queijaria (Fazenda Santa Clara) na cidade de Abadia dos Dourados-Minas Gerais, Microrregido
do Cerrado, com coordenadas geograficas 18° 31°06.6”S 47°21°11.4W. Os queijos analisados

possuem certificagcdo de Registro de Inspecéo e Selo Arte.

Ao todo, foram coletadas 11 amostras de Queijo Minas Artesanal de Casca Florida
produzidos e maturados na prépria fazenda com diferentes tempos de maturacdo, conforme

explica a tabela 1.

Tabela 1- Intervalo de tempo (dias) de maturacdo dos queijos analisados e quantidade
de amostras coletadas, respectivamente.

Tempo de maturacéo dos queijos

Tempo de maturacéo Quant. de amostras de queijos
18 dias 3
23 dias 3
33 dias 3
60 dias 2

Fonte: Da autora (2023)

A aparéncia das superficies dos queijos em cada tempo de maturagdo foi de cremosa a
rigida e quase que completamente coberta com fungos brancos, conforme pode ser observada

na figura 3.
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Figura 3- Aparéncia dos queijos coletados na Fazenda Santa Clara em Abadia dos Dourados —
Microrregido do Cerrado — MG em seus respectivos tempos de coleta.

Fonte: Da autora (2023)

Os queijos coletados e analisados foram embalados na queijaria utilizando embalagem

de papel antigordura propria do estabelecimento, conforme figura 4.

Figura 4- Embalagem dos queijos coletados.

Fonte: Da autora (2023)
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As amostras foram acondicionadas e transportadas sob refrigeracdo e levadas
imediatamente & Unidade de Recursos Microbiologicos (URMICRO), na Colecdo de Culturas
da Universidade Federal de Lavras (UFLA)-MG, foram armazenadas em congelamento rapido

em ultrafreezer com temperatura de -80°C até inicio das analises.

Preparo das amostras

Para obtencdo de uma visdo mais ampla e detalhada dos queijos, as cascas e massas de
cada queijo foram pesadas e analisadas separadamente. Para diferenciar cascas de massa, foi
aferido com auxilio de paquimetro a espessura de casca de cada queijo de acordo com a

maturacdo, conforme a tabela 2.

Tabela 2- Espessuras das cascas dos queijos conforme cada maturacéo.

Maturacao Espessura da casca
18 dias 2-4 mm
23 dias 3-6 mm
33 dias 5-8 mm
60 dias 7-11 mm

Fonte: Da autora

Para as analises microbioldgicas foram retirados em ambiente estéril 25 g (em triplicata)
e 100g para anélises fisico-quimicas. Essas amostras retiradas foram de partes equidistantes do
queijo, obtidas de 4 pontos das laterais (P1, P2, P3 e P4) e 2 pontos centrais, base e superficie,

(P5 e P6) conforme mostra a figura 5.
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Figura 5- Pontos equidistantes utilizados para retirar a amostragem das analises.

o B e
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Fonte: Da autora (2023)

Anélises Microbioldgicas

O isolamento de fungos filamentosos e leveduras das amostras de QMA ocorreu por
método dependente de cultivo através da técnica de dilui¢do seriada. Para a diluicdo, utilizou-
se 25 g, em triplicata, de partes do queijo (casca e miolo) retirados com auxilio de um trado,
separou-se massa e casca em sacos plasticos estéreis, adicionou-se 225 ml de agua peptonada
com concentracdo de 0,1% e levada ao Stomacker para homogeneizacdo a 490 golpes/3
minutos.

Em seguida foi realizada a dilui¢do seriada em que foram retiradas aliquotas de 0,1 ml
das diluices e foi utilizada a técnica spreed plate, isolamento em superficie de meios de cultura
e incubadas em BOD a 25°C durante 5 dias (padronizou-se esse tempo devido ao viabilidade
das leveduras e crescimento dos fungos). Os meios de cultura utilizados foram: Agar Dichloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Aw: 0,99) e Dichloran Glicerol Medium Base (DG18)
(Aw 0,96) adicionada de glicerol.

Os dois meios de cultura foram utilizados a fim de ampliar o crescimento da diversidade
fangica dos queijos. Silva et al. (2017), que esses meios de cultura auxiliam na reducdo do
tamanho das coldnias, obtendo assim coldnias separadas, possibilitando uma melhor

identificacdo. Apos crescidas as coldnias, foram selecionadas para contagem e caracterizagdo
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aquelas placas que continham entre 15 a 150 col6nias.

Caracterizacdo morfoldgica dos fungos, purificacéo e preservagio

Inicialmente fez-se caracterizacdo morfologica macroscdpica dos diferentes morfotipos
agrupando-os conforme caracteristicas como cor, borda, forma, superficie, tamanho de acordo
com procedimento descrito por Kurtzmam et al (2011) para leveduras. A mesma metodologia
foi adaptada para caracterizacdo dos fungos filamentosos. Em seguida, ap6s agrupa-los foi
utilizada técnica de raiz quadrada afim de isolar quantidade necesséria e representativa
(SENGUN, NIELSEN, KARAPINAR et al, 2009).

Apds determinada raiz quadrada, os morfotipos foram repicados para outros meios de
cultura com finalidade de obter colénias puras. As leveduras foram isoladas em YEPG (Yeast
Extract Peptona Glicose) e os fungos filamentosos MA (Malte Extract), em seguida foram
incubados em BOD a 25°C/ durante 48 horas (leveduras) e 7 dias (fungos filamentosos). As

col6nias foram repicadas até purificagéo.

Atendidos esses critérios, as leveduras foram preservadas em solucdo de YEPG caldo
(0,5 mL) e Glicerol 40% e os fungos filamentos em Glicerol 20%, (o glicerol atua como
crioprotetor), em criotubos tipo eppendorff®, em seguida, foram submetidos a congelamento

rapido para serem reativados posteriormente.
Identificacdo dos fungos filamentosos

Para identificacdo dos fungos filamentosos, foram reativados aqueles que estavam
preservados em meio de cultura MA e incubados em BOD 25°C / 7 dias. Em seguida, foram
repicados para os meios de culturas CYA (Czapec meio de cultura Dox agar) em 2 repeticdes
sendo 1 incubada em 25°C/ 7 dias e outra incubada em 37°C/ 7 dias e MEA (Malt Extrato Agar)
a 25° C por 7 dias.

Apo6s o periodo de incubagdo, as caracteristicas macro e microscopicas foram
observadas de acordo com manuais de identificacdo utilizados, Penicillium (PITT, 1988), para
outros géneros (Samson, Hoekstra e Frisvad ,2004).

As leveduras preservadas foram reativadas em caldo YEPG e incubados a 28° C por 48h
e posteriormente fez-se estrias em meio YEPG para identificagdo em MALDI-TOF.
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Identificacéo das leveduras em MALDI-TOF

As leveduras ap0s reativadas em placas contendo meio YEPG, incubadas em BOD a
25°C/48 horas, foram repicadas novamente e incubadas em BOD 25°C entre 18-20 horas, para
proceder com extracdo da proteina em solugdo etandlica para analise de proteina ribossémica
por meio de espectrometria de massa de tempo de voo (MALDI-TOF), a solugdo etandlica foi
congelada e enviada a uma empresa terceirizada para identificacdo das espécies. O
procedimento de preparo e identificacdo em MALDI-TOF, foi feito conforme protocole da

empresa responsavel (Bruker Biotyper 2.2).

Deposito das espécies

Ap0s identificadas, 3 cepas de cada espécie foram depositadas na Colecdo de Cultura
de Microrganismos na Unidade de Recursos Microbiolégicos -URMICRO, da Universidade

Federal de Lavras -UFLA, contribuindo com a expansao do acervo existente e futuros estudos.

Anélises Fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratério de Leite e Derivados do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), as
amostras da massa e casca dos queijos foram analisadas em triplicata, segundo os protocolos
da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006) e do Instituto Adolfo Lutz
(2008).

Foram avaliados parametros de pH, umidade, teor de gordura pelo método butirométrico

(método Van Gulik), proteinas pelo método Kjeldahl e sal na umidade, conforme descricéo:

e pH: Homogeneiza-se 10 g de amostra em 40 mL de agua destilada em seguida foi afere-
se apos estabilizacdo com medidor de pH. O resultado € dado direto em unidades de pH.
e Umidade: Pesa-se de 2 a 10 g da amostra em céapsula de porcelana, aquece durante 3
horas, resfria-se em dessecador até a temperatura ambiente, pesa-se até peso constante.
e Gordura: Com o auxilio de um butirémetro especifico para queijos fez-se a digestdo da
matéria organica com 10 mL de acido sulfurico (d20=1.825 g/L), fez-se a separacao das

fases utilizando 1 mL de &lcool isoamilico (d20=811 g/L) e &gua destilada quente.
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Centrifugado por 4-5 min a 1200-1400 rpm, em seguida em banho-maria (65-66 °C) por
2-3 minutos. Faz-se leitura com escala do proprio equipamento.
e Proteinas: A determinacdo do Nitrogénio Total (NT) foi determinada pelo método de
Kjeldhal. O Célculo do teor de proteinas totais: NT x 6,38
e Sal na umidade: calculou-se o sal na umidade de acordo com a seguinte equacao de
acordo com PAULA et al., (2009) em que:
% de sal na umidade = (% Cloretos x 100) / (% Cloretos + %U)

Em que:

% de sal na umidade do queijo (m/m);

% Cloretos = teor de cloreto de sodio no queijo (m/m);
% U = teor de umidade do queijo (m/m).

Andlise estatistica

Os dados analisados foram submetidos a anélise de variancia e em seguida submetidos
ao teste de Tukey, com probabilidade de 5%, utilizando-se o programa SISVAR Versao 5.8
(BUILD 92) (FERREIRA, 2018).
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3 RESULTADOS

Analises micoldgica

No isolamento e identificagcdo dos fungos foram identificadas 11 espécies, classificados
em 3 géneros e outros ndo foram possiveis de serem identificadas. Dentre as leveduras, foram
encontradas, D. catenulata, K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C. intermedia, W. pararugosa
e os fungos filamentos G. candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili,
Penicillium sp., P. corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum.

As médias da contagem da populacao flngica representada em log/ Unidade Formadora
de Colénia por grama (UFC/g), que foram isoladas da casca e massa dos queijos em dois meios

de cultura DRBC e DG18, encontram-se na tabela 3.

Tabela 3- Média da populacdo fingica (Log UFC/g) isoladas nos meios DRBC e DG18
presentes na massa e casca dos queijos nos diferentes tempos de maturacao.

Meéedias dos fungos isolados nos queijos em DRBC e DG 18 em cada tempo de

maturacao
Tempo Fungos isolados Massa Casca
(log - UFC/g) (Log UFC/g)

Diutina catenulata 4,1 6,3

Kluyveromyces lactis 3,9 6,0

Torulaspora delbrueckii 3,6 6,4

i Debaromyces. hansenii 5,4 6,1

18 dias Geotrichum candidum 4,7 6,6
Geotrichum sp. 3,7 -

Né&o identificado 4,0 38,3

Total isolado 29,6 38,3

Kluyveromyces lactis 3,9 7,5

Torulaspora delbrueckii 3,4 6,0
Candida intermedia 4,4 -

Geotrichum candidum 3,3 8,0
23 dias Geotrichum sp. 4,2 -
Talaromyces variabili 3,0 -

Penicilium sp. - 6,3

Né&o identificado - 7,2

Total isolado 22,4 35,1

i Torulaspora delbrueckii 4,3 6,4

33 dias Diutina catenulata 3,0 5,6




40

Kluyveromyces lactis 4,5 59
Wickerhamiella pararugosa - 5,0
Geotrichum candidum 3,8 6,4
Geotrichum sp. 4,3 -
Cladosporium sp. - 50
N&o identificado - -
Total isolado 20,0 34,3
Kluyveromyces lactis 3,3 6,0
Debaromyces. hansenii 3,3 50
Diutina catenulata 3,9 5,3
Candida intermedia 3,7 5,3
Torulaspora delbrueckii 3,7 6,3
Penicillium sp. 3,4 50
60 dias Penicillium corillophilum 3,8 5,0
Geotrichum candidum 4,3 -
Geotrichum sp. 3,9 6,9
Penicillium decubens 3,6 -
Penicillium brevicompactum - 5,3
Penicillium corylophilum - 5,0
Né&o identificado 4,4 5,3
Total isolado 41,4 55,4

Fonte: Da autora (2023)

Da populacdo fungica isolada nos queijos Minas Artesanais do Cerrado, a espécie

Kluyveromyces lactis destacou-se, sendo isolada tanto na casca quanto na massa dos QMA’s

em todos os intervalos de coleta analisados.

As médias da populacéo de leveduras e fungos filamentos isolados na massa dos queijos

foram expressos em porcentagem, conforme a figura 6.
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Figura 6 - Percentual médio da frequéncia da micobiota presente no QMA do Cerrado isolados
do interior (massa), em DRBC e DG 18 nos tempos 18, 23, 33, e 60 dias de maturacéo.
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Fonte: Da autora (2023)

Além de K. Lactis, o género Geotrichum sp., dentre eles a espécie G. Candidum

destacaram-se em todos os tempos analisados da massa dos QMA’’s.

Os demais fungos encontrados com 18 dias foram K.lactis, D. Hansenii, D. catenulata,
T. delbrueckii , G. Candidum, Geotrichum sp., T. variabili. Com 23 dias identificou-se K.
Lactis, C. intermedia, T. delbrueckii, G. Candidum, Geotrichum sp. Com 33 dias K.lactis, D.
Catenulata, T. delbrueckii, G. Candidum e Geotrichum sp. Com 60 dias foram identificadas
K.lactis, D. hansenii, D. catenulata, C. intermedia, G. candidum, Geotrichum sp., Penicillium

sp., P. corylophillum, P. decubens, Cladosporuim sp.

As médias da populacdo de leveduras e fungos filamentos da casca dos QMA’s também

foram calculados e os resultados foram expressos em porcentagem, de acordo com a figura 7.
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Figura 7- Percentual médio da frequéncia da micobiota presente no QMA do Cerrado isolados
da superficie (casca), em DRBC e DG 18 nos tempos 18, 23, 33, e 60 dias de maturacao.
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Fonte: Da autora (2023)

Na casca dos QMA’s do Cerrado, destacou-se em todos os tempos analisados, a espécie
T. delbrueckii com maiores contagens. A populagdo flngica encontrada durante a maturacao
com 18 dias de maturacdo foram D. hansenii, D. catenulata, K. lactis, T. delbrueckii, G.
candidum. Com 23 dias de maturacdo foram isoladas T. delbrueckii, K. lactis, G. candidum,
Penicillium sp. Os queijos analisados com 33 dias foram isolados D. catenulata, K. lactis, T.
delbrueckii, W. pararugosa, G. candidum, Cladosporium sp. e com 60 dias foram isoladas D.
hansenii, D. catenulata, K. lactis, T. delbrueckii, C. intermedia, P. brevicompactum,

Penicillium sp., Geotrichum sp.

K. lactis e T. delbrueckii foram predominantes tanto nas massas quanto nas cascas, com
contagens muito préximas, no entanto um pouco mais altas na superficie dos queijos aos 23
dias e aos 33 dias. D. hansenii foi isolada somente aos 18 e 60 dias tanto na massa quanto nas
cascas dos QMA’s. Enquanto a espécie Diutina catenulata foi identificada com 18 dias nas
cascas e massas, sendo observada baixas contagens em 33 e 60 dias. Enquanto a espécie W.

pararugosa foi contada aos 33 dias de maturagéo.

Apbs as analises em MALDI-TOF Biotyper 3.1, foi gerado um dendrograma com as
identificacOes das espécies de leveduras encontradas, bem como um agrupamento, afim de

ilustrar semelhanca filogenética (Figura 8). Foi identificado também junto as leveduras, a
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espécie Geotrichum candidum, considerado um fungo filamentoso, mas que possui variacdes

genéticas e morfologicas ainda estudadas segundo Perkins (2020).

Figura 8- Dendograma das espécies agrupadas por perfil proteico.
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Além do dendrograma, gerou-se também no MALDI-TOF, espectros de massa das
proteinas pertencentes a cada espécie identificada. Esses espectros de massa gerados, referem-
se a relacdo massa/carga das proteinas (eixo X) e a intensidade relativa (eixo Y), em que por
meio dessa relacdo, formam-se picos e acima deles a massa das proteinas € apresentada,

conforme mostra a figura 8.

Figura 8 — Espectro de massas das espécies K. kactis, D. hansenii, D. catenulata, T. delbrueckii,
W. pararugosa, C. intermedia e G. candidum, gerados pelo MALDI TOF Biotyper 3.1.
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Analises fisico-quimicas

A composi¢do fisico-quimica dos queijos com diferentes tempos de maturagdo foi
determinada através da analise dos seguintes parametros: pH, umidade, proteina, gordura e sal
na umidade, na massa e casca dos queijos Minas Artesanal. Os valores médios e desvio padrao

desses parametros na massa e na casca dos queijos analisados sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdao da composicéo fisico-quimica dos queijos — Massa
e Casca

Parametros Fisico-quimicos da massa e casca dos queijos

Parametr

18 dias 23 dias 33 dias 60 dias
0s Massa Casca Massa Casca Massa Casca Massa Casca
pH 5.6+0.2 6.0+0.32 5.2+0.0a 6.6+0.2a 5.8+0.1b 6.9+0.3a 5.7+0.1a 7.1+0.2b
ab b b b
Umidade 50.9+1.7 50.3+2.8 50.6+1.1 48.748.12% 41.2+29 38.6+1.2 37.2+0.5 30.6+1.2
(%) a a a b ab b b
PTN* (%) 17.8+44 19.1+2.7*% 20.1#6.1 17.7#5.4% 15.2+2.6® 18.0+6.9% 27.8+0.9 16.4+4.8
a a a a
GES* 28.3x0.2 27.3+0.0 23.3+0.0 27.0+0.0 27,1+0.3 26.0+0.22 20.3+0.0 26.0%0.0
(%) a a b a a b a
Sal na 3.3+0.2a 2.840.9% 3.4+0.2a 3.4+0.6a 4.2+0.2b 3.6x0.8a 4.0+0.0a 2.6+0.0a
umidade b b
(%)

*Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, pelo Teste Tukey (<0,05).
* PTN: Proteina; GES: Gordura no extrato seco.
Fonte: Da autora (2023)

Conforme os resultados demonstrados na tabela, os valores dos parametros analisados
diferiram-se estatisticamente em casca e massa para pH e umidade. O inverso aconteceu para o
pardmetro proteina, ou seja, ndo houve distin¢do estatistica (<0,05). Para os parametros gordura
e sal na umidade houve diferenca estatistica somente nas analises de massa dos queijos, pelo
Teste Tukey (<0,05).

Os valores medios foram calculados e comparados entre casca e massa dos queijos

durante os intervalos analisados, conforme apresentados na figura 9.
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Figura 9- Média da umidade encontrada na massa e casca dos queijos nos diferentes tempos
de maturacéo.
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Fonte: Da autora (2023)

Em relacdo ao parametro umidade, observou-se diminuicdo tanto na casca quanto na
massa dos queijos. Na casca foi observado variacdo de 50,3 para 30,6 enquanto na massa essa
variacao foi de 50,9 para 37, 3 de 18 para 60 dias, respectivamente. Foi observado perda de
umidade maior para a casca em relacdo a massa. A maior diferenca de perda de umidade foi no
intervalo entre 23 a 33 dias, tanto na massa quanto na casca.

Em relagdo ao pardmetro pH, houveram oscilagdes tanto nos valores obtidos na massa

guanto na casca dos queijos, conforme mostra a figura 10.

Figura 10- Média do pH encontrado na massa e casca dos queijos nos diferentes tempos de
maturacao.
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Fonte: Da autora (2023)
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Os resultados de pH apresentados das analises da casca demonstraram um aumento de
6.0 para 7.1 de 18 a 60 dias, respectivamente, enquanto os resultados obtidos na massa dos
queijos mantiveram-se praticamente estaveis permanecendo na faixa de pH 5.

Quanto ao teor de proteina, os valores médios apresentados oscilaram tanto na casca
quanto na massa, conforme demonstrado na figura 11.

O teor médio de proteina da massa e casca foram muito semelhantes no inicio das
analises, sendo que no interior dos queijos foram alcancados valores maiores ao longo da

maturacgéo.

Figura 11- Médias dos valores de proteina encontrados na massa e casca dos queijos nos
diferentes tempos de maturacéo.
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Fonte: Da autora (2023)

A proteina dos queijos Minas artesanal analisados se apresentou em 18 dias de
maturacdo com resultados quase semelhantes comparando casca e massa, esses valores se
mantiveram proximos aos longos dos dias de maturacéo analisados, tendo uma diferenca mais
destacada aos 60 dias de maturacdo. No entanto, ao observar separadamente casca e massa,
esses valores apresentaram-se com comportamentos diferentes. Na casca, houve pouca
oscilacéo entre os valores, 17,7; 19,1; 17,9 e 18,2 nos dias 18, 23, 33 e 60 dias, respectivamente.
Ja os valores médios encontrados na massa variaram muito de 17,8 diminuindo para 15,2 e
aumentando para 20,1 e 27,8 em 18, 23, 33 e 60 dias de maturacao.

Os resultados obtidos de gordura no extrato seco (GES) da casca e massa dos queijos
Minas Artesanais do Cerrado, foram apresentados em médias percentuais e apresentados na

figura 12.
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Figura 12- Média da Gordura no extrato seco-GES (%), analisadas na casca e massa dos queijos
nos diferentes tempos de maturacao.
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Fonte: Da autora (2023)

Os resultados obtidos em relacdo a gordura foram préximo para massa e casca, com
resultados quase estaveis ao longo da maturacao para a casca, 27%,27%,26 e 27% aos 18, 23,
33 e 60 dias, respectivamente. Enquanto na massa 0s valores oscilaram mostrando diminuigédo
entre 18 dias (28%) e 23 dias (23%), aumento entre 23 e 33 (23% e 28%), respectivamente, e
diminuigdo para 20% com 60 dias de maturag&o.

Quanto ao parametro sal na umidade, percebeu-se que tanto na casca quanto na massa
houve uma concentragdo maior de sal aos 60 dias de maturacéo, sendo teores maiores na massa

em relacdo a casca dos queijos analisados, conforme mostra a figura 13,
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Figura 13- Média do sal na umidade encontrada na massa e casca dos queijos nos diferentes
tempos de maturacao.
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Na casca esse 0 sal na umidade variou de 2,8 aos 18 dias para 3,9 aos 60 dias, enquanto

na massa esse parametro também apresentou elevacgdo, no entanto mais alta, iniciando de 3,3

para 4,0 de 18 dias para 60 dias, respectivamente.
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4 DISCUSSAO

O ambiente de producdo, a forma tradicional de preparo, a matéria-prima utilizada, bem
como as salas de maturacdes, sdo fatores que influenciam no desenvolvimento de uma
comunidade microbiana diversificada, afetando na determinagéo da qualidade final do Queijo
Minas Artesanal. Segundo Andrade et. al., (2017), as leveduras s&o comumente associadas a
soro-fermento, leite, salmoura e ambiente. Dias et. al., (2019) e Saraiva et. al., (2012),
comentam que esporos fungicos e estruturas vegetativas visiveis nas superficies dos queijos
podem ser proporcionados pela exposicdo desses produtos nas camaras de maturagéo.

Na micobiota presente nas cascas ¢ interior dos QMA’s do Cerrado, foram isolados e
identificados D. catenulata, K.lactis, T. delbrueckii, D. hansenii, C. intermedia, W. pararugosa
e os fungos filamentos G. candidum, Geotrichum sp., Cladosporium sp., T. variabili,
Penicillium sp., P. corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum. Foram observadas maiores
contagens na casca em comparagao com a massa, e pode ser explicada devido a maior exposigéo
ao ambiente durante o processo de matura¢do na camara.

Das especies identificadas, a levedura Kluyveromyces lactis foi a mais isolada, tanto na
casca quanto na massa, em todos os intervalos analisados, e destacando-se no interior dos
queijos, nos tempos 18, 23 e 33 dias. Em seus estudos com queijos do Serro, Souza et al.,
(2021), também encontraram K. lactis como uma das espécies predominantes. Andrade et. al.,
(2017), comenta que além de Debaryomyces hansenii, Torulaposra delbrueckii a espécie K.
lactis também é comum e abundante em QMA'’s. Delavenne, et al., (2011), relata sobre sua
presenca em leites de vaca, justificando as altas contagens na massa ainda aos 18 dias nos
QMA’s do Cerrado analisados. Furtado (2013), cita essa espécie como atuante na etapa de
desacidificacdo do queijo. O que indica K. Lactis como uma levedura iniciadora e resistente a
longas maturagoes.

A levedura Debaryomyces hansenii foi isolada somente aos 18 e 60 dias tanto na massa
quanto nas cascas dos QMA’s. GORI et al., (2012), cita esse género como uma levedura
comumente observada em cascas de queijos maturados e a caracteriza como tolerante a altas
concentracdes de sal e baixo pH, além disso, ela tem capacidade de utilizar como principal fonte
de carbono, o lactato, obtendo portanto, vantagem sobre outros microrganismos. O fato de esta
levedura também estar presente em um queijo extra maturado (60 dias), mostra boa adaptacdo
e preferéncia por ambientes mais extremos, e provavel aliada a seguranca alimentar, tendo em

vista que Gordian et al., (2013), dizem que espécies desse género sao responsaveis por produzir
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compostos inibitorios de outros fungos, incluindo patdgenos e deteriorantes.

Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces lactis foram isoladas em queijo, pingo, leite e
coalhada na Serra do Salitre por Lima (2009). Outros trabalhos que isolaram essas espécies
foram BORELLI et al., (2006); LOPANDIC (2006); BANJARA (2015); ANDRADE (2017);
SOUZA, et al., 2019). Essas espécies sdo de extrema relevancia por serem produtoras de
enzimas como proteases, lipases e f-galactosidase que produzem compostos que influenciam
no desenvolvimento do sabor e aroma durante a maturacdo dos queijos (ANDRADE et al.,
2017). A especie T. delbrueckii também foi observada com altas contagens no presente estudo,
ndo sendo identificada apenas, aos 60 dias nas andlises da massa. Cardoso et al., (2015),
observou a presenca dessa espécie em diferentes periodos de maturagdo em periodos chuvoso
e seco. Também encontraram essa levedura ao acompanhar maturac6es de queijos (FADDA,
MOSSA, PISANO et al. 2004; BORELLI et al. 2006; GOLIE et al. 2013).

Rampanti, (2023), encontrou em lotes de leite cru presenca de Wickerhamiella
pararugasa (sindbnimo de Candida paraugosa). Cardinali (2022), a encontrou em varios
produtos lacteos, porém, minoritariamente, justificando a baixa contagem nesse estudo bem
como nos poucos trabalhos que a relatam. Quanto ao género Candida, Mounier et al., (2006)
comentam que j& foram encontradas em baixas quantidades, espécies como C. catenulata (D.
catenulata) e C. intermedia, isoladas em queijo de casca florida, advindas da pele de produtores
e ar das camaras de maturacdo. Tilocca et al. (2020) sugerem que esse género nao seja tao

importante no processo de maturagédo, e sim no equilibrio entre a microbiota presente no queijo.

Apesar de serem considerados contaminantes, Candida sp. sdéo comumente encontrados
em queijos, sendo considerados fundamentais na maturacdo (Garnier et al., 2017). Algumas
espécies destacam-se por seu potencial fermentativo, assimilacao da glicose, lactato, galactose
e citrato. O potencial de boa fermentadora é fundamental, pois tem influéncia no aroma do
queijo pela formacdo de alcool e também na textura devido ao aproveitamento do &cido latico
(TEMPEL; JAKOBSEN, 1998; WELTHAGEN; VILJOEN, 1998).

A espécie Diutina catenulata também foi identificada nas analises tanto nas cascas,
guanto nas massas, porém com baixas contagens. No entanto, mesmo o leite sendo um ambiente
onde comumente essa levedura pode ser encontrada, Silva (2020) justifica que quando ha
presenca de espécies do género Debaryomyces e Trichosporon, em uma disputa por nutrientes,

Diutina néo leva vantagem.
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As amostras de QMA’s desse estudo, apresentaram baixo indice de diversidade de
fungos filamentosos. Foram encontrados Cladosporium sp., T. variabili, Penicillium sp., P.
corylophillum, P. decubens, P. brevicompactum Geotrichum sp., e a espécie G. candidum.
Espécies como Cladosporium cladosporioides, foram observadas em outros estudos sobre
deterioracdo de queijos e contaminantes de outros ambientes (HOCKING et al., 1992;
SURANSKA et al., 2016). A contaminac&o do ar ou do ambiente de maturacio pode justificar
a presenca do género Penicillium (KURE, et al., 2019).

Fungos como Penicillium sp., Cladosporium sp. e a levedura Diutina catenulata, sdo
comumente observados em queijos e séo provavelmente advindos de contaminagéo do ar ou do
ambiente de maturacdo. Contudo, nesse estudo foram encontradas quantidade pequenas desses
fungos. Mesmo que os fungos sejam comuns em diversos alimentos, sua presenca nao
necessariamente indica presenca de toxina ou que estes, sejam capazes de produzi-la. Somente
apenas em condi¢Oes ambientais favoraveis é que a ocorrencia desses metabolitos secundarios
é favorecida (IAMANAKA; OLIVEIRA; TANIWAKI, 2010).

Dentre os fungos filamentosos foram isolados uma grande diversidade de Geotrichum
sp., e identificado dentre o género a espécies G. Candidum em todos os intervalos de maturagéo
analisados, bem como nas superficies e interior dos QMA’s do Cerrado. De acordo com
Perkins, et. al., (2020) ainda séo estudadas diversas discussdes sobre as variagcdes morfologicas
e genéticas do G. Candidum. Marcellino (2014), relata que a espécie foi bastante isolada em
amostras de QMA do Cerrado e que beneficia a formacdo de caracteristicas sensoriais, bem
como inibe a presenca de fungos micotoxigénicos e espécies indesejaveis como Penicillium.
Justificando as baixas contagens de Peniciilim sp. no presente trabalho.

O Geotrichum candidum é uma espécie fundamental na producdo de queijos com
caracteristicas especiais, por auxiliar na produgdo de compostos volateis aromaticos (Furtado
2013). Boutrou e Guéguen (2005) atribuiram a essa espécie atributos sensoriais aos queijos
como, esbranquicado, aspecto de veludo e pouco Umido, com sabor e aroma “levedado”,

“fermentado” e “frutado”.

O Queijo Minas Artesanal da variedade Casca Florida produzido em municipios de
Minas Gerais, ganhou em 2022 da Secretaria de estado de Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (SEAPA) a Resolugdo N° 42 de 27 de dezembro de 2022, a primeira legislacdo
relacionada a fungos no QMA. Considera “casca florida” a casca do queijo Minas Artesanal

com presencga e dominancia de fungos filamentosos constatado visualmente. Além disso deve
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predominar no Queijo Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF) a presenga da espécie
fangica Galactomyces geotricum (sinbnimos Geotricum candidum e Geotrichum silvicola).
Sendo que outras espécies poderdo ser incluidas mediante estudos e pesquisas cientificas
obtidas por meio de 6rgaos especializados que possam atestar a seguranca alimentar (MINAS
GERAIS, 2022). Nesse sentido, além da aparéncia visual nas superficies dos QMA’s

analisados, a presenga de G. candidum confirma os queijos como “casca florida”.

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos
—RTIQ, os queijos foram classificados quanto ao teor de umidade como queijo de alta umidade
(18 e 23 dias de maturacdo) e sdo conhecidos como massa branda ou “macios”; quanto aos
queijos analisados com 33 dias, foram classificados como média umidade (massa semidura),
enguanto que os queijos com tempo de maturacdo de 60 dias, como queijo de baixa umidade
ou queijo de massa dura (BRASIL, 1996). Geotrichum candidum tem papel fundamental na
maturacdo de queijos macios e semiduros influenciando positivamente no sabor e aroma
(Furtado, 2013).

Hosken & Furtado (1983) e Oliveira et al., (2013), relatam que a textura e sabor do
queijo € influenciado dentre outras coisas, pela umidade, sendo que ndo ha facilidade de
controle, por se tratar de um produto artesanal. Sales (2015), analisou queijos de Araxa,
relacionou a concentracdo microbiana com a umidade, e concluiu que a medida que umidade
cai, a microbiota tende a diminuir também, prevalecendo as espécies mais resistentes a baixas

umidades.

As leveduras, parte da microbiota do queijo podem contribuir no aumento do pH da
massa, devido ao consumo de acido presente (LEMPK, 2018; LAVASANI et al., 2011;
MARTINS et al.,, 2015). Variacbes no pH podem ser decorrentes de acdo enzimatica
(plasmina), enzimas que degradam a proteina, podem estar naturalmente presentes no leite,
através de bactérias laticas ndo iniciadoras ou do pingo, resultando em formacao de compostos
alcalinos e nitrogenados, proporcionando variagdes (DORES et al. 2013; MARTINS et al.,
2015; FOX, 1989; UPADHYAY, et al., 2004).

O crescimento de leveduras e fungos filamentosos nos queijos pode influenciar na
producdo de compostos aminados e desacidificacdo inteferindo consequentemente no aumento
de pH. Jensen et al., (1995) e Pinto et al., (2011), explicam que os fungos filamentosos e
leveduras, utilizam o &cido latico para ganho energético, proporcionando essa variagao do pH.

Quanto as variagdes dos teores de sal na umidade dos QMA’s do Cerrado, os resultados

foram progressivos, tanto na massa quanto na casca ao longo da maturagéo, fazendo sentido se
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comparado aos valores de umidade, considerando a afirmacéo de Oliveira, et al., (2017), que
afirma que quando a umidade diminui, os teores de solidos totais aumentam.

E comum variacdes de sal em queijos artesanais, mesmo que elaborados no mesmo
local, por conta da falta de padronizagdo no processo de salga, sendo feita sem medida exata,
gerando queijos mais salgados que outros de acordo com estudos feitos em queijos artesanais
mineiros (FERRAZ et al., 2016; SOBRAL, 2012; TEODORO, 2012).

Uma boa maturacdo pode ser influenciada pela quantidade de sal dos queijos pois
seleciona e influencia no crescimento de determinados microrganismos (COSTA, 2004; LIMA
et. al., 2021). Debaryomyces hansenii, Torulaspora delbruekii e K.lactis sdo relatadas como
resistentes a concentracGes altas de cloreto de sodio (Aguiar e Lucas, 2000). Ferreira e Viljoen
(2003), citam Debaryomyces hansenii, dentre outras espécies de leveduras como resistentes a
altas concentracdes de sal, além de baixas condic¢6es pH e atividade de gua.

Em relacdo ao teor de gordura, por meio do Regulamento Técnico de ldentidade e
Qualidade de Queijos, foi possivel caracterizar o QMA’s do Cerrado analisados, como
“semigordo” os queijos de 18 dias e 60 dias, e 0s queijos com 23 e 33 dias foram classificados
como “gordos”. Oliveira et al. (2013), por meio de suas andlises com queijos artesanais na
regido do Cerrado, caracterizou-os como semigordos, relacionando tal parametro com a regiao
e alimentacdo bovina.

Naturalmente, a gordura é o componente mais variavel por influéncia da estacdo do ano,
da alimentacdo, estagio de lactacdo bem com da raca animal (FERRAZ, 2016). A lipdlise
contribui para a diminuicao do percentual de gordura do QMA enquanto matura. No entanto, é
comum perceber uma elevagdo do percentual desse parametro, devido a diminui¢do do
percentual de umidade, que consequentemente eleva os teores de extrato seco e gordura
(SALES, 2015).

O teor médio de proteina da massa e casca foram muito semelhantes no inicio das
analises, sendo que no interior dos queijos foram alcancados valores maiores ao longo da
maturacdo. Valores parecidos foram encontrados por Oliveira et al., (2013) e Neves, et al.,
(2021), enquanto Dargeére, et al., (2023), encontraram varia¢cdes maiores de proteina.

Considera-se a protedlise a via mais complexa durante a maturagdo (FOX, 1998). Pode
ser catalisada por enzimas produzidas pela microbiota natural do leite ou de microrganismos
adicionados (McSweeney, 2004 ; Bachmann et al., 2011). Nesse processo, estdo envolvidas as
bactérias acido-laticas iniciadoras, o leite, bactérias lacticas ndo oriundas do fermento lactico,

do coagulante, que dao origem a proteinases e peptidases que quebram a caseina e proteina e


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0120
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291#bb0120
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844020312901#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2405844020312901#bib2

55

sdo metabolizadas. Compostos de sabor podem ser formados por meio de rea¢Ges bioquimicas
sofridas pelos aminoacidos livres produzidos por cadeias polipeptidicas clivadas que séo
catalisadas por peptidases e proteinases. Enquanto a textura é modificada por meio da
metabolizacdo da caseina (McCSWEENEY, 2011; KHATTAB et al., 2019).



56

5 CONCLUSAO

Conforme o objetivo do presente estudo, foi possivel quantificar e identificar a diversidade
micoldgica presente nos QMA’s da microrregido do Cerrado nos periodos de maturacdo
coletados. Dentre essa micobiota, destacaram-se K. lactis, T. delbruech e G. candidum, como

predominantes.

Os QMA’s analisados foram confirmados como queijos “casca florida”, considerando os
critérios estipulados por meio da Resolugdo N° 42 de 27 de dezembro de 2022 da SEAPA.

A presenca de leveduras benéficas e altas contagens de G. candidum que destaca-se como
inibidor de fungos contaminantes ou com potencial toxigénico, possibilitou constatar os QMA’s

como apropriados para consumo.

Em relacdo aos parametros fisico-quimicos, foi possivel caracterizar 0s queijos quanto a
umidade e teor de gordura. Foi constatado também que a carga microbiana pode interferir em
parametros fisico-quimicos, assim como o0s processos de producdo e maturagdo podem
interferir na diversidade microbiana, determinando a qualidade final do Queijo Minas

Artesanal.

Sugere-se que sejam estudados outros queijos de produtores da regido, bem como em
diferentes estacGes do ano e tempo de maturacdo, afim de obter maior abrangéncia e variacdes

dessa micobiota, afim de estabelecer uma assinatura microbiana da regido.
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