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RESUMO

A producdo queijeira no Brasil teve inicio visando atender as necessidades dos colonizadores
europeus, mas as particularidades climaticas, bem como a raga dos animais e a vegetacao
destinada a sua nutricdo deu ao produto caracteristicas Unicas, gerando um novo tipo de queijo.
O Queijo Minas Artesanal (QMA), historicamente, veio sendo produzido a partir do leite de
vaca cru e costuma seguir processos tradicionais de confec¢do, em pequenas propriedades
rurais, havendo atualmente destaque para a regido do Campos das Vertentes, em virtude da
aprovacao sensorial do produto e dos prémios conquistados, nacionais e internacionalmente.
Os critérios de seguranca e qualidade dos QMA séo identificados por legislacdo e para que estes
sejam atendidos, é necessario que 0 processo de producéo seja estabelecido com Boas Praticas
de Fabricacdo, até mesmo para as propriedades rurais, sendo importante identificar e
caracterizar a microbiota predominante do local de producéo, seja ela tipica e desejada ou
atipica e indesejada. Uma contribuicdo para a microbiota diversa do QMA é a tabua de
maturacdo de madeira. O material é higroscopico, rugoso, e propicia trocas de umidade entre o
queijo e sua estrutura, colaborando na aquisicdo das caracteristicas do produto. Portanto, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade bacteriana das tabuas utilizadas para a
maturacdo dos QMA da microrregido do Campo das Vertentes, de duas propriedades
cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria, bem como a influéncia da ambiéncia e
estrutura de maturacdo sobre a microbiota tipica e atipica do QMA. Foi determinado perfil
microbiologico dos produtores com identificacdo de 373 isolados e 61 espécies de
microrganismos diversos. As tdbuas de maturacdo refletiram parte dos microrganismos
contaminantes identificados nos queijos, quando se tratou do género estafilococos, bem como
houve maior correlagdo com o0s queijos, de isolados identificados das tdbuas pertencentes a
classe das leveduras e de alguns fungos. A maturacéo se mostrou eficiente em reduzir contagem
de microrganismos, como 0s aer6bios mesofilos, assim como os parametros da analise
centesimal demonstraram-se, principalmente, sob sua influéncia. A qualidade do ar ambiental,
tendeu a se refletir na contagem microbiana do queijo, sendo que nestas analises, a microbiota
ambiental sofreu maior influéncia da estacdo chuvosa do que do periodo de seca.

Palavras-chave: maturacdo; tabuas de madeira; caracterizacdo microbioldgica; bactérias
laticas.



ABSTRACT

Cheese production in Brazil began with the aim of meeting the needs of European colonizers,
but the particular climate, as well as the breed of animals and the vegetation intended for their
nutrition gave the product unique characteristics, generating a new type of cheese. Minas
Artesanal Cheese (QMA), historically, has been produced from raw cow's milk and usually
follows traditional manufacturing processes, on small rural properties, with emphasis currently
on the Campos das Vertentes region, due to the sensory approval of the product and the awards
won, nationally and internationally. The safety and quality criteria of QMA are identified by
legislation and for these to be met, it is necessary that the production process is established with
Good Manufacturing Practices, even for rural properties, and it is important to identify and
characterize the predominant microbiota of the production site, whether typical and desired or
atypical and unwanted. A contribution to QMA's diverse microbiota is the wooden maturation
board. The material is hygroscopic, rough, and promotes moisture exchange between the cheese
and its structure, helping to acquire the product's characteristics. Therefore, the objective of this
work was to characterize the bacterial diversity of the boards used for the maturation of QMA
in the Campo das Vertentes microregion, from two properties registered by the Instituto Mineiro
de Agropecuaria, as well as the influence of the ambience and structure of maturation on the
typical microbiota and atypical of QMA. The microbiological profile of the products was
determined, identifying 373 isolates and 61 species of different microorganisms. The
maturation boards reflected part of the contaminating microorganisms identified in the cheeses,
when it came to the genus staphylococci, as well as there was a greater correlation with the
cheeses, of isolates identified from the boards belonging to the yeast class and some fungi.
Maturation proved to be efficient in reducing the count of microorganisms, such as mesophilic
aerobes, as well as influencing the parameters of the proximate analysis. The quality of the
environmental air tended to be reflected in the microbial count of the cheese, and in these
analyses, the environmental microbiota was more influenced by the rainy season than by the
dry period.

Keywords: maturation; wooden boards; microbiological characterization; lactic acid bacteria.



INDICADORES DE IMPACTO

A apresentacao dos resultado atuard potencialmente na minimizagdo dos preconceitos contra o
queijo elaborado a partir do leite de vaca cru, culminando em ganhos econémicos futuros para
0 produtores da regido envolvida na pesquisa. A pesquisa demonstrou as caracteristicas de
seguranca do processo de producdo do produto, onde os equipamentos de uso tradicional, em
madeira, como tabuas de maturacdo, nao apresentaram contaminacdo estatisticamente
significativa, no que se refere a microrganismos patogénicos, bem como o periodo de maturacéo
foi eficiente em reduzir os microrganismos contaminantes, quando presentes (p<0,05). O
trabalho teve critério extensionista, estando a pesquisa inclusa entre 0s projetos coordenados
pela EPAMIG, através da Rede Mineira de Pesquisa em Queijos Artesanais, cujo o objetivo é
conectar pesquisadores, extensionistas e técnico atuantes da cadeia produtiva de queijos
Artesanais. A pesquisa envolveu dois dos cinco produtores de Queijos Minas Artesanais
(QMA), com registro de permissdo de producdo do QMA, junto ao Instituto Mineiro de
agropecudria (IMA), da microrregido mineira do Campo das Vertentes, dois técnicos, um
docente e um discente de mestrado. Assim, dentro das areas teméticas da Politica Nacional de
extensdo, o trabalho classifica-se no segmento de tecnologia e produgéo, por afirmar sobre a
seguranca do processo e propiciar valorizacdo e agregacdo de valor ao produto, estando
alinhados aos 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da Organizacao das NacGes
Unidas (ONU), ao estabelecer Parcerias que possuem acdes implementadas nas diferentes

regides de Minas Gerais.



IMPACT INDICATORS

The presentation of the results will potentially help minimize prejudice against cheese made
from raw cow's milk, resulting in future economic gains for producers in the region involved in
the research. The research demonstrated the safety characteristics of the product's production
process, where equipment for traditional use, made of wood, such as maturation boards, did not
present statistically significant contamination, with regard to pathogenic microorganisms, as
well as the maturation period was efficient in reducing contaminating microorganisms, when
present (p<0.05). The work had extensionist criteria, with the research included among the
projects coordinated by EPAMIG, through the Minas Gerais Research Network on Artisanal
Cheeses, whose objective is to connect researchers, extensionists and technicians working in
the Artisanal cheese production chain. The research involved two of the five producers of
Cheese Minas Artesanais (QMA), with production permission registration from the QMA, with
the Minas Gerais Agricultural Institute (IMA), in the Minas Gerais microregion of Campo das
Vertentes, two technicians, a teacher and a student master's degree. Thus, within the thematic
areas of the National Extension Policy, the work is classified in the technology and production
segment, as it affirms the safety of the process and provides appreciation and added value to
the product, being aligned with the 17 Sustainable Development Goals (SDG) of the United
Nations (UN), by establishing Partnerships that have actions implemented in the different

regions of Minas Gerais.
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1 INTRODUCAO

O queijo artesanal de Minas Gerais é um produto muito consumido. E um bem com
valor historico e cultural, produzido por pequenos produtores rurais ha varios séculos e
conforme diversifica a regido produtora, mais particular as peculiaridades sensoriais podem ser
percebidas. As influéncias dos colonizadores portugueses, na receita inicial dos queijos
produzidos em Minas Gerais, mantiveram algumas caracteristicas do queijo da llha de Agores,
la produzido, como a fonte de coagulacdo de origem animal e o leite de vaca como matéria
prima, mas adquiriu no processo caracteristicas Unicas.

As influéncias ambientais foram importantes em estabelecer sobre a produgéo do Queijo
Minas Artesanal (QMA), especificidades que fazem do produto uma iguaria mundialmente
reconhecida e no caminho de alcancar a correta valorizacdo em territorio nacional, uma vez que
as normativas brasileiras progrediram para garantir a comercializacédo legal do produto em todo
pais, abrindo boas perspectivas para o comércio internacional.

Por ser produzido, exclusivamente, a partir do leite de vaca cru, é possivel observar que
ndo somente de uma microbiota desejada, o queijo de producdo artesanal, podera ser formado.
Sendo assim, microrganismos nao desejaveis que habitam as pastagens, o solo, a agua, 0
ambiente, a estrutura e utensilios envolvidos no processo produtivo, se tornam fontes potenciais
de contaminacdo e influenciam o desenvolvimento das caracteristicas que a microbiota tipica e
desejada estabelece sobre o produto. A fim de garantir que as formas de interferéncia do
microbioma da producéo do queijo sejam positivas e tecnologicamente desejadas, é necessario
identificar sua composic¢do e caracteristicas individuais.

A avaliacdo de fatores intrinsecos, permite correlacionar a dindmica ocorrida na matriz
alimentar ao longo da maturacéo, que favorece a a¢do antimicrobiana da microbiota autoctone,
bem como entender os mecanismos metabolicos que ddo ao queijo minas artesanal a textura,
sabor e aroma caracteristico e Unico a cada unidade produtora, independentemente de estarem
localizados em uma mesma microrregido. Porém os fatores extrinsecos sdo de suma
importancia, alguns muito explorados, como temperatura ambiental e umidade relativa do ar,
mas outros pouco estudados, como a diversidade microbiologica das tdbuas de madeira onde
0s queijos permanecem ao longo do seu periodo de maturag&o.

No Campo das Vertentes, umas das microrregides produtoras de QMA reconhecida
pelos 6rgdos legislativos nacionais e estaduais, 15 cidades foram identificadas como produtoras
e 5 produtores, até 0 momento, encontram-se registrados e certificados pelo Instituto Mineiro

de Agropecuaria (IMA) como produtores de QMA. A regido é uma representativa produtora de
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leite e possui relevancia turistica, contribuindo para a perpetuacdo dos aspectos culturais e
valorizagdo do QMA produzido (IMA, 2009).

Embora a legislacdo estabeleca critérios de identidade para os QMA, bem como padrdes
de seguranca e qualidade, é necessario um detalhamento mais individualizado, ja que, ha uma
legislagdo especifica para cada regido produtora de QMA. A maturacdo se baseia em
transformacg6es bioquimicas, ocorrendo no produto, dentro do que se é esperado por sua
composicdo, mas contaminantes microbiologicos, podem interferir ou prejudicar o0 processo e
resultar em um produto inadequado para o consumo, sendo a melhor forma de controle, a
avaliacdo de todas as formas de influéncia do processo. Inclusive das tdbuas de madeira
utilizadas para a maturacao dos queijos.

As tabuas de madeira sdo usadas ha muitos anos no processo de maturacdo devido sua
porosidade favorecer a retencdo de umidade. Estas caracteristicas, influenciam fortemente na
formacdo de comunidades microbianas, na interface de contato entre superficies do queijo e da
tabua, assim, o biofilme ali formado pode ser capaz de influenciar na producdo, caracteristicas
fisico-quimicas e sensoriais que 0 queijo tera, ja que a maturacao € um processo sensivel a acdo
de bactérias contaminantes.

Deste modo, 0 objetivo deste trabalho é caracterizar a diversidade bacteriana das tbuas
de madeira utilizadas para a maturacdo dos queijos artesanais da microrregido do Campo das
Vertentes, de propriedades cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA),
avaliando a influéncia da diversidade microbiana do ambiente e da estrutura de maturagéo sobre

a microbiota Queijo Minas Artesanal produzido na regiao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histdrico do queijo artesanal no Brasil

O queijo é um alimento com histdria muito antiga, com fabricacéo anterior a 2.800 a.c
e descricdo de sua presenca ainda no Antigo Egito (Lima, 2014). E definido como:

produto fresco ou maturado que se obtém por separacdo parcial do soro do
leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de
soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas,
de bactéria especifica, de acidos organicos, isolados ou combinados, todos de
qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias
alimenticias e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente
indicados, substancias aromatizantes e matérias corantes (Brasil, 1996).

A América Latina teve no desenvolvimento dos queijos e demais produtos fermentados,
a influéncia cultural dos indigenas nativos, aliados a cultura Europeia, em especial as tradi¢es
portuguesas, espanholas e italianas, apds colonizagdo das Américas do Sul e Central (Penna et
al., 2021).

Diversos paises produzem de modo artesanal seus queijos, com critérios pertinentes a
cada regido especifica e a sua classificacdo tem bases em diferentes parametros, como o tipo do
leite, forma de coagulacgdo, tempo de maturacdo, quantidade de gordura, entre outros fatores.
No Brasil, o principal produtor de queijos e detentor do titulo de estado mais atuante na
legitimacdo deste produto de origem artesanal, € o estado de Minas Gerais (Cangussu, 2018;
Perry, 2004).

Indo além destes relatos historicos, o queijo artesanal mineiro possui sua histdria
documentada desde o século XVIII, sendo a origem dos queijos controversa, uma vez que 0S
queijos produzidos pelos colonizadores portugueses, ndo se assemelham com o produto atual,
pois os originais eram feitos, em sua maioria, de leite de cabra e usavam um coagulante vegetal,
proveniente da flor do cardo. No entanto, 0 QMA tem semelhancas com o queijo de S&o Jorge,
que é produzido na ilha de S&o Jorge nos Acores a partir do leite de vaca, utilizando coalho
animal para coagulacédo, sendo posteriormente maturado (Kamimura et al., 2019).

Da producéo queijeira do Brasil, 0 Queijo Minas Artesanal destaca-se como um dos
melhores e mais tradicionais (Harbutt, 2010). Talvez, por isso, a grande relevancia na producéo
de queijos artesanais a partir do leite cru que o estado possui, combinadas as medidas
governamentais implementadas. No entanto, mesmo com grande demanda por seu consumo, 0

QMA em sua histéria pregressa podia ser fabricado sem a adogdo de boas praticas de fabricacdo,
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culminando em riscos a saude, sendo o seu comércio limitado a informalidade (Monteiro;
Chaves, 2018).

Buscando remediar esse cenario, a Assembleia Legislativa mineira se empenhou na
criacdo de um regulamento que valorizasse o alimento em seu contexto histérico e o incluissem
entre 0os mais apreciados queijos do mundo. Assim, foi criado o Programa Queijo Minas
Artesanal em uma parceria do governo estadual e a Emater, buscando alcancar o
desenvolvimento econémico das microrregifes produtoras e preservando o tradicionalismo.
Ainda nos primordios, a producdo de queijo era adotada como forma de conservacao do leite
que passou a ser obtido a partir da insercéo da pratica pecuaria no decorrer das expedicdes do
ciclo do ouro no estado (Lima, 2014; Macedo Junior; Almeida, 2019; Monteiro; Chaves, 2018).

Ainda no tanger do estado de Minas Gerais, 0 QMA é considerado um patriménio
cultural imaterial brasileiro pelo Instituto Estadual do Patrimonio Histdrico e Artistico de Minas
Gerais (IEPHA/MG). E um produto que sobreviveu as pressdes da modernizagao dos processos
produtivos, ndo s pelo apego as tradi¢cGes, mas também pelo distanciamento das propriedades
rurais que o produziam em relacéo as cidades, estando dispersas entre vales e montanhas do
estado (EMATER, 2022; Meneses, 2006).

E também reconhecido como iguaria pelo Instituto de Patriménio Historico e Artistico
Nacional (IPHAN) como Patrimonio Cultural Imaterial Brasileiro. Em Minas Gerais, conforme
indicaa Figura 1, hd atualmente 15 regiBes reconhecidas como produtoras de queijos artesanais,
sendo 10 produtoras do Queijo Minas Artesanal (QMA): Araxa, Campo das Vertentes,
Canastra, Cerrado, Diamantina, Entre Serras da Piedade ao Caraca, Serras da Ibitipoca, Serra
do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro; e 5 reconhecidas como produtoras de queijos artesanais
especificos de cada area: Alagoa, Mantiqueira de Minas, Serra Geral, Vale do Suacui e Vale do
Jequitinhonha (Meneses, 2006; Santos, 2022a).
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Figura 1 - Mapa das regides produtoras de queijos artesanais em Minas Gerais.

Porteirinha,
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Il VALE DO JEQUITINHONHA
VALE DO SUAcUI

Fonte: Caldeira et al. (2024).

Estas sdo divididas com base em fatores abidticos como vegetacdo predominante,
altitude, temperatura média, umidade relativa do ar e individualidades do processo de
manufatura do queijo. De acordo com a legislacdo atual, o periodo de maturacdo do queijo
Minas Artesanal ficou estabelecido com o minimo de 14 dias para a microrregido de Araxa,
Canastra e Serra do Salitre, minimo de 17 dias para a microrregido do Serro e para as demais
regides do Estado, caracterizadas ou ndo como produtora de QMA, o periodo minimo de
maturacdo sera de 22 dias ou pelo maior periodo indicado por pesquisas cientificas (IMA,
2021b; Meneses, 2006; Santos, 2022a).

2.2 Regido do Campo das Vertentes

Por mais que produgdo queijeira no Brasil, tenha sido iniciada no século XVIIl, visando
atender as necessidades dos colonizadores europeus, as particularidades climaticas, bem como
araca dos animais e a vegetacao destinada a sua nutricdo, além das especificidades do leite cru,
microbiota selvagem e de estrutura da América Latina, inviabilizava a fidelidade a producéo

dos queijos de origem europeia, deflagrando assim a producdo de novos tipos de queijos



17

(Bogsan; Todoro, 2017). Deste modo, 0s queijos artesanais brasileiros possuem identidades
unicas e refletem caracteristicas e particularidades das distintas regides brasileiras (Penna et al.,
2021).

Dentre essas regides produtoras encontra-se a regido do Campos das Vertentes. O
Campo das Vertentes € uma das doze mesorregifes do Estado de Minas Gerais (IBGE, 2010),
e através da Portaria n® 1.022, de 03 de novembro, de 2009, recebeu do IMA a identificagdo de
microrregido produtora de QMA (IMA, 2022). Atualmente, a regido possui cinco produtores
registrados, estando alocados, um em Carrancas, dois em Coronel Xavier Chaves, um em Sao
Jodo Del Reil e um em Tiradentes. Para a producdo e a comercializagdo dos queijos artesanais
de Minas Gerais, 0 estabelecimento produtor de queijo artesanal deve ser registrado no Instituto
Mineiro de Agropecudria-IMA ou no Servico de Inspecdo Municipal-SIM. Além disso, a regido
deve possuir uma area de 6254 km? e altitude de 400 a 1300 m (EMATER, 2009; IMA, 2009;
Minas Gerais, 2020).

Conforme os estudos elaborados pela Comissdo Técnica Interinstitucional, referente a
caracterizacdo da regido do Campos das Vertentes, dos seus 35 municipios (EMATER, 2009),
15 municipios foram identificados como produtores, conforme indicado pela Figura 2, sendo
eles: Barroso, Conceigdo da Barra de Minas, Coronel Xavier Chaves, Carrancas, Lagoa
Dourada, Madre de Deus de Minas, Nazareno, Prados, Piedade do Rio Grande, Resende Costa,
Ritapolis, Santa Cruz de Minas, S&o Jodo Del Rei, S&o Tiago e Tiradentes. Devidamente
reconhecido, um dos produtores de queijo da cidade de Coronel Xavier Chaves, foi o vencedor
no ano de 2021 do Concurso Estadual do Queijo Minas Artesanal, sendo 0 Sseu queijo
considerado pelo jari o melhor Queijo Minas Artesanal do Estado (IMA, 2009; SEAPA, 2022).
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Figura 2 - Mapa do Queijo Minas Artesanal do Campo das Vertentes.
MAPA DO QUEIJO MINAS ARTESANAL

CAMPO DAS VERTENTES

/AQueljo j ?

| CAMPO DAS VERTENTES I

1-BARROSO

2 - CONCEICAO DA BARRA DE MINAS
3 - CORONEL XAVEIR CHAVES
4 - CARRANCAS

5 -LAGOA DOURADA
6 - MADRE DE DEUS DE MINAS
7 - NAZARENO

8 - PRADOS

9 - PIEDADE DO RIO GRANDE
10 - RESENDE COSTA

11 - RITAPOLIS

12 - SANTA CRUZ DE MINAS

13 - SAO JOAO DEL REI

14 - SANTIAGO

15 - TIRADENTES

AREA: 6.254 Km2

Fonte: Emater (2009).

A regido possui o0 historico expressivo na producéo leiteira e de queijos, ja que este foi
agregado como um subproduto desta matéria prima. A economia local foi estruturada pelas
atividades de pecudria e agricultura, favorecidos pela riqueza hidrografica, pela fertilidade do
solo, além de localizacdo geogréfica privilegiada que favoreceu as relagcBes comerciais para a
producdo e seu rebanho leiteiro tdo significativo. Em 2020, primeiro ano da pandemia, a regido
produziu 321,93 milhdes de litros de leite, com crescimento real de 1,1% em sua produc¢éo para
0 ano anterior (Castro, 2015; IBGE, 2021).

Trata-se de uma regido do estado de Minas Gerais cuja composi¢do dos queijos nas
estacdes secas e chuvosas alcanca, respectivamente: Umidade 55,97 e 49,35%; Sélidos totais
44,03% e 50,65%; Proteina 17,54% e 19,86%; Gordura 28,28% e 29,06%; Acidez titulavel
0,15% e 0,08%; pH 5,53 e 5,44; 2,4-2,83% de sal. O queijo é produzido a partir do leite cru
com adicdo de culturas iniciadoras enddgenas e agentes de coagulacdo. A cultura inicial
indigena vem do soro drenado dos queijos previamente elaborados (pingo), que é recolhido e
utilizado para a fabricacdo de queijos no dia seguinte. O processo de prensagem manual pode
contar com o auxilio de tecido. O periodo de maturacéo recomendado para o queijo desta regido
é de 22 dias, sua microbiota se comp&e predominantemente de bactérias do géneno Lactococcus
(Lactococcus lactis e Lactococcus garvieae), seguido por Lactobacillus acidipiscis,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, além de ter a presenca de Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium e,

Pediococcus acidilacticis (Castro, 2015; Kamimura et al., 2019; Penna et al., 2021).
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Em concordéncia com o inicio da producdo queijeira no pais, 0 queijo artesanal da
regido do Campos das Vertentes, teve o inicio da sua produgéo no século XV 111 pelos imigrantes
portugueses, “cristdos novos” da regido do Minho, que habitaram a regido. Fisicamente, 0
queijo da regido se caracteriza por sua forma cilindrica, de cerca de 10 a 17 cm de diametro;
3,5a5,0 cm de altura e peso de 0,75 a 0,9 kg. As suas etapas de producdo seguem a dos demais
QMA, sendo fermentado pelo fermento natural e com uso de coalho para coagulagdo. Apesar
do tempo minimo de maturacdo ser os 22 dias, aos 90 dias passa a ser considerado com um
palato aperfeicoado. O reconhecimento da regido, permitiu a entrada no mercado de novos
produtores, no entanto, ainda necessitam de assisténcia técnica dos 6rgdos competentes, para
estabelecerem o éxito que as outras microrregides, como a da Canastra, obtiveram (Penna et
al., 2021).

2.3 Perspectivas Comerciais do Queijo Minas Artesanal

Segundo o Sindicato da Industria de Laticinios de Minas Gerais (Silemg), do volume de
1,2 milhdo de toneladas de queijo produzidas no Brasil, em 2020, cerca de 40% do total tem
Minas Gerais como origem. As exportacdes brasileiras do produto, no mesmo ano, alcangaram
a receita de US$ 76 milhdes. O levantamento feito pelo Sistema Safra Agroindustria, da
Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado Minas Gerais (Emater-MG),
demonstra a importancia da atividade para o estado. Segundo dados de 2021, do total de
estabelecimentos agroindustriais de leite e derivados no estado, 92,6% pertencem a agricultura
familiar artesanal, gerando renda para pelo menos 30 mil familias em todas as regibes
produtoras do estado. Juntas, essas familias produzem cerca de 85 mil toneladas do produto ao
ano. Mais de 9 mil familias séo produtoras somente do queijo minas artesanal (Santos, 2022a).

Vislumbrando as necessidades e os desejos de um enorme mercado consumidor
internacional, avido por ter acesso a produtos que, além de qualidade, agregam valores Unicos,
os diversos produtos com reconhecida Indicacdo Geogréafica (1G) se destacam. Sdo produtos
com tradicdo, cultura e peculiaridades socioambientais pertinentes as localidades de onde sé&o
produzidos. Ao redor do mundo, existem exemplos j& consagrados, como 0s espumantes
produzidos na regido de Champagne, que se tornaram sindnimo de qualidade e sofisticacao
(FAEMG, 2018). As Indicacbes Geograficas levam a valorizagdo da reputacdo dos produtos
pelos consumidores, protegendo o produto e reduzindo as falsificagbes (MAPA, 2022).

No Brasil, a cultura é recente, mas ja produziu grandes referéncias, como o queijo

canastra, o café da Mantiqueira, a cachaca de Salinas ou a cajuina do Piaui; em se tratando de
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queijos, exemplos internacionais de renome sdo os queijos Roquefort (Franga), o Gorgonzola
(Italia) e o Grana Padano (Italia). A regido do Campo das Vertentes possui um registro
concedido para café em grao verde e café industrializado, torrado e moido com Indicagéo de
Procedéncia, considerando os registros histéricos e a caracterizacdo e delimitacdo da area
produtora (FAEMG, 2018; IMA, 2019).

Apesar de ndo possuir regulamentacéo para ser exportado, 0 QMA tem se destacado na
preferéncia entre mestres queijeiros tradicionalmente produtores de paises como a Franca e
Suica e vista a agilidade legislativa do governo mineiro em critérios regulatorios para este
produto, a Secretaria de Estado da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Gerais
(SEAPA-MG), tem buscado a colaboracdo para implementacdo das normativas pertinentes que
permitira a aceleracdo segura da regulamentacdo as normas internacionais, 0 que podera
garantir a adequacdo as normas para a exportacdo (Minas Gerais, 2022; Rodrigues, 2022;
SEAPA, 2022; Valverde, 2019).

O Queijo Minas Artesanal ja é reconhecido como patriménio imaterial do Estado de
Minas Gerais pelo IPHAN desde de 2008 e o queijo Canastra em saga internacional recebeu 24
medalhas no ano de 2019, em um conceituado evento francés que reconhece a qualidade de
queijos tradicionais e a consagrar-se, em junho de 2022, o Queijo da Canastra foi considerado
0 melhor do mundo no ranking dos 50 melhores do planeta pelo site norte-americano Taste
Atlas, especializado em culinéria (Rodrigues, 2022; Valverde, 2019).

2.4 ldentificacdo Geogréfica e Terroir

O fermento que da as caracteristicas especificas ao Queijo Minas Artesanal é
denominado de “pingo”. O pingo é obtido com o soro drenado dos queijos recém produzidos,
no periodo entre a tarde e a noite do primeiro dia de maturacao e esse acervo de microrganismos
é que exercera o padrdo de ambiéncia de um determinado territrio (Meneses, 2006). Sua
composicao abrange bactérias lacto-fermentativas e estas sdo especificas para cada regido do
Estado, pois sdo influenciados por caracteristicas fisicas e inerentes a cada regido. As
individualidades regionais sdo formadas em razdo das pastagens tipicas, das bactérias
especificas que ali se desenvolveram e multiplicaram e por influéncia do clima local sobre a
matéria prima e 0 processo produtivo. Mesmo que ndo haja traducdo formal, a jungé@o desses
caracteres pode ser expressa pela terminologia “terroir” (Matos; Rovere, 2020). Assim, cada
gueijo, conforme sua regido de origem, possui aparéncia e caracteristicas sensoriais especificas
(Meneses, 2006).
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Além de especificidades do solo e do clima, particularidades historicas e de saberes
compdem o enredo de valorizacdo dos QMA. Esses elementos foram especificamente
protegidos e reconhecidos como qualitativos, por oferecerem um terroir marcante, capaz de
valorizar esses produtos. Legalmente, uma forma de garantir este reconhecimento foi por meio
da Lei n.° 9.279, de 14 de maio de 1996, contendo um capitulo especifico para as Indicacoes
Geograficas (IG), sendo essa uma das formas de propriedade intelectual atribuida na forma de
registro de produtos ou servicos para uma determinada regido tradicional do Brasil (Brasil,
1996; Matos; Rovere, 2020).

Os paises Europeus, apresentam uma demanda especifica por produtos e pagam mais
por itens especiais, com alguma caracterizacdo de origem a produtos que, além de qualidade,
agregam valores imensuraveis como a tradicdo, a cultura e as especificidades socioambientais
das regides produtoras. Isso infere diretamente no potencial da ampliacdo das exportacGes tanto
para Brasil, como para Minas Gerais. Mas para o Estado, destaca-se o potencial especifico dos
QMA, havendo sido realizado um trabalho ostensivo entre FAEMG, SEBRAE, entre outras
instituicOes, para fortalecer e organizar as regides produtoras para a conquista de denominagdes
de origem e de indicacdes de procedéncia através do registro da indicacdo geografica (FAEMG,
2018; Valverde, 2019).

O registro das indicacBes geogréaficas é realizado junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) e €é deferido mediante a realizacdo de estudos, com o
levantamento historico e geografico que atestam a relacdo de vinculo inequivoco entre a regido
e determinado produto. Para favorecer a efetivacdo desta politica publica para os produtores de
QMA, o Sebrae promoveu a discussao do tema entre INPI, o Instituto de Propriedade Industrial
da Franca e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, buscando contribuir com a
economia do pais através da sustentabilidade econémica do produto (FAEMG, 2018).

A Lei da Propriedade Industrial garantiu, nesses mais de vinte anos, que o0s produtores
brasileiros fossem introduzidos na conquista de importantes novos mercados, havendo
atualmente o desafio da adequacdo da legislacdo para permitir a exportacdo de alguns itens,
como o Queijo Minas Artesanal, assim os produtos artesanais do Brasil seriam incluidos em
um reconhecimento matuo que vem sendo otimizado por acordos internacionais, 0s quais visam
igualar as chances de reconhecimento e consagracdo ja obtido pelos produtos da Unido
Europeia, a exemplo, o Champagne (FAEMG, 2018).

Tais transagcOes comerciais foram favorecidas pelo acordo finalmente fechado em 28 de
junho de 2022, ap6s 20 anos de negociagdes, estabelecendo tratativas comerciais entre o bloco

econémico do Mercosul, do qual o Brasil faz parte e a Unido Europeia, acordo este que preve,
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dentre outras coisas, que em 10 anos as tarifas de exportacdo da América do Sul a Europa, seja
zerada e em contrapartida, a Europa precisa realizar a retirada de 91% das tarifas de exportacdo
que ela faz ao Mercosul. No acordo alguns produtos brasileiros foram tratados com distingéo,
entre eles estdo os vinhos, a cachaca, o café e os produtos lacteos, que incluem os queijos
(Bueno, 2022; FAEMG, 2018; Valverde, 2019). Desta forma, a certificacdo de uma indicacdo
geogréfica para 0s queijos artesanais brasileiros, sinalizam eventos importantes e podem ser

essenciais para agregar valor a esses produtos (Kamimura et al., 2019).

2.5 Producgdo do QMA

O Queijo Minas Artesanal é o queijo caracterizado por ser produzido a partir do leite
cru e com a utilizacdo do fermento latico natural, popularmente conhecido como pingo, em
propriedades com atividade de pecuéria leiteira. As etapas de fabricacdo dos queijos artesanais
oficialmente reconhecidos no Estado de Minas Gerais encontram-se demostrada na Figura 3.

O leite utilizado na fabricacdo dos queijos artesanais deve ser oriundo unicamente da
propriedade rural onde a queijaria esta localizada. Ha permissao, no entanto, para os casos de
assentamento familiar ou agrupamento de produtores, compartilnar a queijaria para
processamento de leite produzido em outras propriedades. Em ocorréncias como essa, a
queijaria deve ser diretamente responsabilizada pela qualidade do leite processado e do queijo
artesanal produzido (Minas Gerais, 2012).

A fabricacdo do Queijo Minas Artesanal devera ter inicio em até 90 minutos ap6s o
comeco da ordenha, sendo vedado ao produtor realizar o tratamento térmico do leite destinado
a matéria-prima. Como meio de fermentacdo é permitido apenas a utilizacdo de culturas laticas
naturais, como o pingo, o soro fermentado ou soro fermento e, conforme informa o regulamento
especifico, a rala que é a por¢do ralada do proprio queijo artesanal (Minas Gerais, 2012).

As técnicas industriais ndo sao permitidas no fabrico dos queijos, ficando assim vedadas
atividades como a ultrafiltracdo do leite, prensagem mecanica, emprego de leite concentrado
ou em po e proteinas laticas, enzimas coagulantes de origem fangica ou microbiana, utilizagdo
de leite sem lactose ou qualquer outro componente normal do leite e quaisquer outras técnicas

industriais que venham a ser desenvolvidas (Minas Gerais, 2002a).
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Figura 3 - Etapas da producdo do Queijo Minas Artesanal.
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Fonte: Minas Gerais (2012).

Apos ser ordenhado, o leite cru passa por processo de filtracdo e deve ser levado para o
interior da queijaria para iniciar a producao do QMA, sendo armazenados em tanques até que
se inicie a fabricacdo. O leite é adicionado de coalho e do soro fermento, seguindo para a etapa
de coagulacao, que dura cerca de 30 a 40 minutos. Apds esse tempo faz-se o corte da coalhada
com o auxilio de uma pé, regua ou lira rastica. Para facilitar o processo de dessoragem, €
realizada uma mexedura cuidadosa na massa (Minas Gerais, 2012).

A massa é transferida para formas plasticas e prensada manualmente pelo queijeiro, com
ou sem a ajuda de pano, para que o soro residual seja descartado e o queijo seja moldado. Ainda
na forma, a massa recebe a primeira salga, seja de sal fino ou grosso, em apenas uma das
superficies. ApoOs 12 horas 0 queijo é virado e a nova superficie recebe sal. Durante essa etapa

0 pingo é coletado e apds 24 horas o queijo é retirado da forma e o sal em excesso € descartado.
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O queijo entdo é levado para as prateleiras de maturacdo, em sala anexa, onde permanecera até
concluir o periodo de para maturacdo (Castro, 2015).

O fato de ser produzido com leite cru, ou seja, ndo ser pasteurizado, gerou desconfiancas
até o final da década de 1990. A ciéncia demonstra que, embora exista um risco adicional
quando se trabalha com leite cru, este tipo de queijo € sim apropriado para a alimentacéo
humana. Porém, mesmo havendo o reconhecimento do terroir do QMA, e da tradicionalidade
das regides produtoras, a seguranca nao pode ser negligenciada e 0s riscos microbiologicos dos
produtos lacteos crus devem ser previstos, e tanto o rebanho, quanto o processo de fabricacéo
devem passar por controle rigoroso para que seja produzido um produto indcuo, uma vez que
ndo contam com a pasteurizagcdo como meio de contencdo inicial dos patdégenos zoonéticos e
microbioldgicos (Silva et al., 2018; Valverde, 2019).

Apds o término da fabricacdo, todos os utensilios utilizados deverao ser cuidadosamente
limpos com solucgéo detergente, segundo a orientacdo do fabricante, sequido de higienizagédo
com solucdo desinfetante, recomendando-se solugdo de hipoclorito de sédio, com 100 a 200
mg/L de cloro livre, com 30 minutos de exposicdo, porém sem especificacdes para as tabuas de
madeira destinadas a maturacdo (IMA, 2002a). Segundo a Portaria n°® 518, de 14 de junho de
2002, regulamentada pelo IMA, as prateleiras para maturagédo dos Queijos Minas Artesanais,
poderdo ser constituidas de madeira, plastico ou outro material aprovado pelo IMA, contando
gue o QMA seja armazenado em condic¢es que garantam a protecdo contra contaminacéo e
reduzam ao minimo os danos e deterioracdes. Tais especificagdes visam manter as tradicdes
dos fazeres e a identidade cultural e culinaria das regides reconhecida como produtoras do

produto.

2.6 Legislacao para o Queijo Minas Artesanal

A producdo de queijos no Brasil é liderada pelo estado de Minas Gerais com cerca de
25% da producéo nacional (Soares; Rodrigues, 2019) e este certamente € um dos fatores que
motivou o desenvolvimento de uma legislagdo especifica e propria para a producdo de queijos
com leite cru (Minas Gerais, 2002a). O estado seguia a regulamentacdo dos Queijos Artesanais
(QA) no Brasil, instituido através do Regulamento n°7, de 28 de novembro de 2000, pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, que estabelecia a producdo e a
comercializa¢do de QA por meio da regulamentacdo exercida pelo Servico de Inspecao Federal

(SIF), atraves do Regulamento e Inspecdo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal
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(RIISPOA), desde que os queijos fossem produzidos com leite tratado termicamente, e com
maturacdo minima de 21 dias (Brasil, 2000).

2.7 Aspectos iniciais da Legislacéo

A legislagdo mineira, de forma inédita, descreveu uma normatizagdo para a producdo de
queijos a partir do leite cru, 0 que era uma exce¢do necessaria a tradicdo centenaria dos QA,
mas a exigéncia de no minimo 60 dias de maturacao para a sua comercializacdo, dificultava o
comeércio do queijo em meio aos requisitos burocraticos, até entdo descritos pela Portaria n°
146, de 07 de marco de 1996 (Brasil, 1996; Macedo Junior; Almeida., 2019; Minas Gerais,
2002a; Severino, 2012).

Ainda em 2002, o MAPA em conjunto com a Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural de Minas Gerais - EMATER-MG, langou o “Programa de apoio aos queijos
tradicionais de fabricagdo artesanal”, reconhecendo, normatizando e padronizando a produgéo
dos queijos, conferindo a eles uma certificacdo de origem e qualidade. O programa se apoiava
na Lei Estadual 14.185, de 31 de janeiro de 2002, que permitia a comercializacdo, dentro do
estado de Minas Gerais, do queijo produzido a partir do leite cru, porém a comercializacdo
interestadual continuou negligenciada (EMATER, 2022; Minas Gerais, 2002a).

Segundo a Lei Estadual 14.185/02, Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢é definido como o
gueijo que apresenta consisténcia firme, cor e sabor proprios, massa uniforme, isenta de
corantes e conservantes e com o principal diferencial aos demais queijos, até entdo
regulamentados, ser confeccionado a partir do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e
beneficiado na propriedade de origem, no entanto, ndo detalhava sobre o periodo de maturacédo
do queijo. Em sequéncia, decretos foram publicados visando a complementacdo dos padrdes de
producdo do QMA, instruindo sobre critérios sanitarios do rebanho, das instalac6es, da dgua
utilizada, adocdo de boas praticas higiénico-sanitarias, os padr6es microbioldgicos,
padronizacdo do fluxograma de producéo, além do mapeamento das microrregides produtoras
de QMA e o seu transporte e rotulagem (Minas Gerais, 2002b, 2008, 2011).

No ano de 2011 o MAPA publicou a Instrugdo Normativa (IN) de n ° 57, de 15 de
dezembro de 2011, estabelecendo flexibilidade no periodo de maturacéo dos queijos artesanais
tradicionalmente elaborados a partir de leite cru, permitindo um periodo de maturacéo inferior
aos 60 dias anteriormente exigido, desde que houvesse o fundamento de estudos técnico-
cientificos comprovando que a reducdo do periodo de maturacdo ndo comprometeria a

qualidade e a inocuidade do produto (Brasil, 2011).
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A comercializacdo dos produtos de origem animal, mesmo os originados da agricultura
familiar, passou a ser regulamentado, inicialmente, através do Decreto 5.741, de 31 marco de
2006, que descrevia as atribuicdes e organizava o Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade
Agropecuéria — SUASA, sendo necessario aos produtores de QMA estarem de acordo com 0s
requisitos estabelecidos, para tornarem-se aptos a receber o selo de inspecdo sanitaria,
autorizando a comercializacdo de seus produtos (Brasil, 2006a). Os critérios estabeleciam
padrdes higiénico-sanitarios e a coordenacdo de acbes por meio de Sistema Brasileiro de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal — Sisbi-POA. Posteriormente o Decreto passou por
alteracdes, mas manteve o objetivo de regulamentacdo dos artigos da Lei 8.171, de 17 de
janeiro, de 1991 (Brasil, 2010, 2015; Castro, 2019).

Paralelamente em Minas Gerais, a Lei 20.549 de 18 de dezembro de 2012,
posteriormente revogada pela Lei 23.157, de 18 de dezembro de 2018, era decretada com o
proposito de valorizar a producdo do QMA. A Lei expde regras que regem a expansdo do
agronegocio familiar e contempla também os padr@es higiénico-sanitarios relativos a producao
dos queijos. O QMA foi reconhecido como um produto artesanal obtido a partir do leite cru,
estimulando desta forma a impulsdo comercial do produto (Minas Gerais, 2018b).

Estabelecendo viabilidade ao produtor, uma vez que ele fosse definido como agricultor
familiar e aderisse ao Sisbi-POA, a inser¢do de seus produtos no mercado legalizado seria
viabilizada, porém, buscando prover um meio adicional para a regularizacdo da producdo de
queijo, o governo de Minas Gerais publicou a Lei 19.476, regulamentada pelo Decreto 45.821,
de 19 de dezembro de 2011, estabelecendo regras para o registro e certificacdo sanitaria dos
pequenos produtores agricolas, estendendo-se de forma especial as queijarias de QMA.
Posteriormente, essa lei foi alterada pela lei 22.920, de 12 de janeiro de 2018 (Castro, 2019;
Minas Gerais, 2018a; Pissolato; Elesbdo, 2018).

No ano de 2015, um Decreto Federal de n ° 8.471 foi promulgado, permitindo aos
produtores com propriedades fora da zona rural, ndo classificados como agricultor familiar,
serem habilitados como um estabelecimento agroindustrial de pequeno porte. Neste mesmo ano
a IN n.° 16, de 23 de junho de 2015, era publicada contendo normas direcionadas a inspecéo e
a fiscalizagdo sanitaria de produtos de origem animal oriundos das agroindustrias de pequeno
porte, como 0s QMA (Brasil, 2015; Minas Gerais, 2018a).

Todavia, o ato complementar da legislacéo tardou em ser publicado e a comercializagdo
interestadual dos QMA restringiu-se ao controle exercido pelo Servico de Inspecdo Municipal

(SIM) e as legislagbes com padres de classificagdo que ndo beneficiavam os pequenos
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produtores agroindustriais, por razdo da sua estrutura e equipamentos limitados (Brasil, 2015;
Minas Gerais, 2018a; Santos; Bevilacqua, 2019).

2.8 Evolucéo da Legislacdo para QMA

Em meio a muitos decretos, portarias e Leis, a Legislagdo sobre QMA comeca a alcancar
a possibilidade da comercializa¢do nacional dos produtos em 2013, por meio da IN n° 30, de 7
de agosto, de 2013 e a portaria n°1305, de 30 de abril, de 2013. Atraves destas hormas o governo
federal concedia competéncia aos 6rgaos municipais e estaduais de ratificar os estudos
cientificos que confirmem a exigéncia de maturacdo dos queijos por periodo menor que 60 dias
(Brasil, 2013; IMA, 2013).

Neste interim os 6rgdos legisladores mantiveram as atividades buscando a regularizacdo
do processo e comercializacdo dos QMA, desenvolvendo o Decreto n° 11.099 de 21 de junho
de 2022, regulamentador do novo selo Queijo Artesanal e do Selo Arte, também
regulamentando a Lei federal n° 13.860 de 18 de julho de 2019, instituida para dispor sobre a
elaboracdo e a comercializacdo de queijos artesanais e dar outras providéncias, conhecida como
a “Lei dos Queijos Artesanais”, além da promulgacdo da Lei do “Selo arte” de n® 13.680, de 14
de junho de 2018. Com as adaptacdes legislativas decorrentes do ano de 2022, ficou
estabelecido que os queijos artesanais elaborados por métodos tradicionais, serdo identificados
por um selo tnico com a indicagdo “Queijo Artesanal” (Brasil, 2018, 2019, 2022; Cislaghi;
Badaro, 2021).

Os produtores que ja possuiam o selo arte poderdo usar os dois, ou migrar para o uso do
selo Unico de Queijo Artesanal (Figura 4). Ficou determinado aos 6rgdos de agricultura e
pecudria estaduais, municipais e distrital a funcdo de conceder o selo unico, fiscalizar os
produtores artesanais que possuirem o selo, elaborar as normas sanitarias para a producédo
artesanal, inserir e manter as informacdes no Cadastro do Sistema Nacional de Produtores
Artesanais, sendo um maior respaldo para os produtos, a inclusdo do MAPA como 6rgéo
concessor dos Selos (Brasil, 2022; FPA, 2022). Atualmente 188 produtores de QMA estéo
regularmente cadastrados no sistema (MAPA, 2022).

Dentre alteragdes de normas ja criadas e o desenvolvimento de novas, o estado de Minas
Gerais elaborou o Decreto 48.024, de 19 de agosto de 2020, regulamentando a Lei 23.157/2018,
que dispbe de modo detalhado sobre a producdo e comercializagdo dos queijos artesanais de
Minas Gerais, estabelecendo as condicdes a serem fiscalizadas pelo IMA e refor¢cando os

preceitos das praticas higienico-sanitarias, adequacdo das instalagbes e produtores,
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equipamentos minimos necessarios, além dos documentos a serem apresentados ao Orgao
responsavel para credenciamento e registro, mas de modo favoravel, a legislacdo admitiu
também a producéo de variacdes do QA, uma vez que respeite os critérios qualidade, podendo
haver alteracfes pontuais no processo de fabricacdo ou nas etapas de maturacéo (Minas Gerais,
2020).

Figura 4 - Selo Queijo Artesanal.
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Fonte: MAPA (2022).

Colaborando com as perspectivas comerciais dos QMA, o Governo Federal, através do
Decreto n° 11.099, de 21 de junho de 2022, buscou, dentre suas descricBes, beneficiar o
produtor rural, por afirmar que a obtencdo do registro no Servico de Inspecdo Municipal (SIM)
é condicdo suficiente para a comercializagdo dos queijos artesanais em todo o territorio nacional
e estimular a formalizacdo de mais produtores, uma vez que conta agora com maior abrangéncia
de definicGes, sendo o Selo Arte um certificado que assegura que o produto alimenticio de
origem animal foi elaborado de forma artesanal, com receita e processo gque apresentem
caracteristicas préprias, tradicionais, regionais ou culturais, podendo ser concedido a produtos
lacteos, carneos, pescados e seus derivados e produtos de abelhas. Ja o selo “Queijo Artesanal”
certifica que os queijos artesanais foram elaborados por métodos tradicionais com vinculagao

e valorizacao territorial, regional ou cultural (Brasil, 2022; FPA, 2022).
2.9 Padrdes Microbioldgicos para o QMA

O QMA possui um histdrico legislativo também no que diz respeito a determinacao de
suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas. O Decreto n° 42.645, de 5 de junho de
2002 (Minas Gerais, 2002b) estabeleceu inicialmente os padrdes fisico-quimicos e

microbiologicos para 0 Queijo Minas Artesanal, padrdes esses que inicialmente eram idénticos
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aos da legislacdo federal para queijos de alta umidade, mas estes dados foram modificados em
2008 pelo Decreto no 44.864, de 1 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008), ficando assim
estabelecidos para a época, e atualmente, critérios compativeis aos de queijos de média

umidade.

Tabela 1 - Pardmetros fisico-quimicos de Queijo Minas Artesanal.
Fisico-quimico

Parametro Padréo
Umidade (g/100g) méaximo de 45,9
Amido (g/100g) negativo
Fosfatase residual positivo
Nitrato Negativo*

* Para queijo Minas Artesanal ndo € permitido a presenca de nitrato. Os resultados obtidos por meio de
métodos quantitativos apropriados que forem menores do que o limite de quantificacdo podem ser
considerados negativos e/ou ausentes.

Fonte: IMA (2021).

Tabela 2 - Parametros Microbioldgicos de Queijo Minas Artesanal.
Microbioldgico

Parametro Padréo

Coliformes a 35 °C (UFC /g) n=5; c=2; m=1.000; M=5.000
Coliformes a 45 °C (UFC /g) n=5; c=2; m=100; M=500
Staphylococcus coagulase positivo (UFC /g) n=5; c=2; m=100; M=1.000
Salmonella spp. (/25 g) n=5; ¢=0; m=0; M=

Listeria monocytogenes (/25 g) n=5; ¢=0; m=0; M=

Fonte: IMA (2021).

Atualmente o governo de Minas Gerais atraves do IMA, estabeleceu a portaria de n°
2033, de 23 de janeiro de 2021, que dispBe sobre os parametros e padrdes fisico—quimicos e
microbioldgicos de alimentos de origem animal e dgua de abastecimento, estabelecendo 0s
parametros a serem seguidos conforme indicado nas Tabelas 1 e 2 (IMA, 2021a).

S&o aceitaveis variagdes no processo de fabricacdo, mesmo que envolva uma mesma
regido, em funcéo de se reconhecer que ndo ha padronizagéo na producdo desses queijos, porém
h& em conjunto, falhas instauradas no processo pelo simples subentendimento da legislacéo

vigente, e de forma rotineira, 0 Queijo Minas Artesanal apresenta divergéncias quanto aos
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aspectos fisico-quimicos e os pardmetros microbiol6gicos pertinentes a sua caracteristica de
identidade (Teodoro et al., 2013).

2.10 Controle de qualidade no processo de producéo

As fontes principais, relacionadas a contaminagdes dos queijos artesanais, podem
relacionar-se a erros no processo de higiene durante a obtencéo do leite, como falhas sanitarias
na ordenha, nas condi¢es de salde dos animais e manipuladores, limpeza insuficiente dos
equipamentos, além do incorreto manuseio e armazenamento. A omissdo das etapas que
configuram as Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF), durante a producdo do queijo também
caracterizam as fragilidades do processo produtivo (Penna et al., 2021).

Alguns dos aspectos passiveis de serem fontes de contaminacdo microbioldgica,
possuem descri¢do quanto ao tipo e periodicidade de analises fisico-quimicas e microbioldgicas
a serem adotadas, estando estabelecidas pela Legislacdo vigente, a fim de servirem como
medida de controle. Em relacéo a matéria prima, a Legislacdo mineira determina que o leite cru
oriundo da fazenda em que 0 QMA € produzido, seja analisado trimestralmente em laboratério
credenciado vinculado a Rede Brasileira de Qualidade do Leite (RBQL), caso este seja advindo
de produtor externo a queijaria, com vinculo de relacionamento comprovado, a periodicidade
das andlises passa a ser mensal (Minas Gerais, 2018b, 2020).

Ja a agua utilizada na ordenha e na producédo do queijo artesanal, deve ser submetida a
analise fisico-quimica e microbioldgica semestralmente, bem como, o atestado de salde dos
manipuladores deve ser atualizado anualmente ou conforme a necessidade, aléem de serem
instruidos a adotarem as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) (Minas Gerais, 2018b, 2020).

O leite em propriedades de pequeno porte do Brasil, em grande parte, tende a ser obtido
de forma anti-higiénica e o controle zoonético e sanitario das matrizes € descontinuo
(Matsubara et al., 2011). Assim, a utilizacdo do leite cru para a producéo de queijos, faz desta
matéria-prima um meio rico para a proliferacdo bacteriana, em razéo da sua riqueza nutricional,
inclusive microrganismos causadores de patologias humanas, havendo destaque para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes (Dalmina,
2018).

A predominancia de um ambiente anaerobico no interior do queijo, ao decorrer do
periodo de maturagdo, impbe que microrganismos exclusivamente aerobicos, como
Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus e Micrococcus, limitem seu desenvolvimento a

superficie dos queijos. No que diz respeito a temperatura, 0s microrganismos mais relevantes
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para a producdo de produtos lacteos sdo os Mesofilos, microrganismos cuja temperatura 6tima
de crescimento é entre 30°C e 40°C, mas que podem crescer entre 20°C e 45°C. Este grupo
inclui a maioria dos contaminantes do leite e podem estar nos alimentos refrigerados, mas
normalmente ndo apresentam crescimento. Os Psicotroficos, capazes de crescer sob
refrigeracdo, a 7°C ou menos, também representam um grupo de risco de contaminacdo para
laticinios; sua temperatura 6tima de crescimento é entre 20°C e 30°C. Os Termofilos crescem
a45°C ou mais e apresentam temperatura 6tima entre 55°C e 65°C, sendo capazes de sobreviver
as condicdes de pasteurizacdo (Jay, 2005; Perry, 2004).

A maturacdo dos queijos artesanais fica autorizada a ocorrer em temperatura ambiente
ou em ambiente climatizado, sendo que os ambientes necessarios para a queijaria sao: area para
recepcdo e armazenagem do leite; area de fabricacdo; area de maturacgéo, se necessario, ou seja,
pode ser junto de algum outro ambiente e suas influéncias microbioldgicas; area de embalagem
e expedicdo; area de almoxarifado; area de vestiario/sanitério e barreira sanitéria. As prateleiras
para maturacdo dos queijos devem ser de material aprovado pelo IMA, podendo ser constituidos
de plastico ou madeira, mas como forma de prover maior seguranc¢a, o material dos utensilios
e equipamentos empregados na maturacdo/afinacdo do queijo, devem permitir facil
higienizacéo (IMA, 2002b; Minas Gerais, 2018b, 2020).

Os critérios de cuidados para manipuladores ao longo processo de ordenha e producao
e o detalhamento das instalagdes e equipamentos, sdo informados de modo sucinto na Portaria
do IMA, n° 523 de 3 de julho de 2002, firmando os padrdes higiénico-sanitario de BPF. No
entanto, a forma de higienizacdo das prateleiras de maturacdo e uma periodicidade ndo é
informada nos documentos regulatorios pertinentes (IMA, 2002a; Minas Gerais, 2018b, 2020).
Os processos pertinentes as Boas Praticas de Fabricacdo, devem envolver as etapas de da
producdo, envolvendo uma sistematica que garanta os padrées minimos de qualidade, prezando
pela boa qualidade e higiene da matéria prima, através da adoc¢éo de critérios sanitarios, baseado
em normas voltadas desde as instalacdes e infraestrutura, a0 armazenamento e transporte do
produto, evitando a contaminagdo iminente do leite e consequentemente do queijo (Bezerra,
2008).

Em especifico para a regido do Campo das Vertentes em Minas Gerais, foi realizado um
estudo em dez propriedades produtoras de leite, no entanto, sem foco na avaliacdo higiénica
das queijarias em propriedades que mantivessem as unidades. As propriedades foram avaliadas
nos periodos chuvoso e de seca quanto a diversos indices relacionados com a higiene na ordenha
do leite por meio de um checklist; coleta de amostras de leite cru e 4gua; swabs de tetos, maos,

superficies de teteiras, baldes, latdes e tanque de expansdo. Posteriormente, realizaram
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treinamento de boas praticas agropecuarias com os produtores e repeticdo das analises, nos
mesmos periodos do ano. O resultado encontrado foi muito positivo, sendo que houve reducédo
maior ou igual a 95% em ambas as sazonalidades, nas contagens de aerébios mesoéfilos para
utensilios utilizados na ordenha, em comparacdo aos resultados obtidos antes do treinamento
(Teodoro et al., 2013).

Quanto ao processo de higienizagdo, uma das principais falhas aplica-se nas etapas do
preparo e na dosagem dos agentes de limpeza e sanitizacdo; desrespeito ao tempo de exposicéo
das diluicdes de sanitizante com as superficies; variac@es incorretas a temperatura de aplicacédo
das solucbes, quando necessario; auséncia de emprego de utensilios adequados para a etapa de
limpeza, como escovas de uso manual e utilizacdo de agua ndo tratada e passivel da presenca

de contaminantes (Pereira et al., 2013).

2.11 Principais microrganismos contaminantes

O leite e outros produtos lacteos podem ser indevidamente manipulados nas
propriedades onde sdo obtidos e sofrer com préaticas anti-higiénicas, sendo assim meios
potenciais de infecgdo por Salmonella. No trabalho realizado por El Baz et al. (2017)
Salmonella spp. foi isolada de 6 diferentes amostras de leite cru, em 5 amostras do queijo
artesanal Kariesh e em 1 amostra do queijo branco macio comercializados no Egito. A
Salmonella é um dos principais patdgenos alimentares mundiais, ela pertence a familia
Enterobacteriaceae. As salmoneloses humanas sdo em 99% ocasionadas por S. entérica
subespécie enterica que habita em animais de sangue quente pessoas infectadas apresentam
sintomas tipicos de uma Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA), como vomito, dores
abdominais, febre e diarreia, que geralmente duram alguns dias e diminuem em uma semana.
E um bastonete Gram negativo, anaerdbio facultativo, tem temperatura 6tima de crescimento
de 35-43°C, cresce em pH de 3,8 a 9,5 e a atividade de agua minima de crescimento é 0,94
(Elafify et al., 2022; Silva et al., 2010).

A incidéncia de L. monocytogenes em laticinios é alta, sendo repetidamente isolada em
plantas de producdo de queijos e no produto final. Listeria monocytogenes ¢ um patégeno
oportunista capaz de causar listeriose, uma doenca veiculada por alimentos, de importancia para
a saude publica por resultar em agravamento de sintomas, hospitalizagéo e até morte em grupos
mais susceptiveis como gestantes, idosos e pacientes imunocomprometidos, seus sintomas
incluem febre e dores musculares, as vezes precedidas de diarreia e outros sintomas

gastrointestinais. L. monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, da familia Listeriaceae. Ela
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possui a forma de coccobacillus e é psicrotrofica, sobrevivendo em ampla faixa de temperatura,
entre 0,4°C a 45°C, como também em ampla faixa de pH - 4,0 a 9,6 (6-8, pH 6timo) - em
ambientes aerdbicos e anaerobicos, com até 0,90 de atividade de agua (Aw) (Silva, 2021). No
queijo artesanal Serrano, feito a partir do leite cru de vaca, ao final da sua maturacédo de 28 dias,
ainda foi possivel isolar L. monocytogenes no produto (Pontarolo et al., 2017; Silva et al.,
2010).

A presenca prevalente de Staphylococcus aureus em leite e derivados é um indicador de
falhas higiénicas, bem como um indicador de mastite contagiosa no rebanho, ja que este
microrganismo € um dos agentes causadores no gado leiteiro. S. aureus € um patdgeno
alimentar, causador de doenca de baixo risco, autolimitada, de curta duragcdo e sem ameacas de
morte, sendo que algumas estirpes sdo capazes de produzir enterotoxinas estafilocdcicas,
(Borelli et al., 2011; Camargo et al., 2021).

Em ocorréncia de contaminacao destas estirpes em produtos lacteos e outros alimentos,
causardo intoxicacdo alimentar, mas nos queijos brasileiro, de consumo tradicional, a
enterotoxina ndo foi facilmente detectada nos estudos. E uma bactéria Gram positiva,
anaerdbios facultativos, catalase positivo e coagulase positivo, sua temperatura 6tima de
crescimento é de 35-40°C, cresce em pH de 4,2-9,3 e A minima de 0,85. E prevalente nas vias
nasais, garganta, pele e cabelos de humanos saudaveis. O Ubere de vacas leiteiras se infectados,
tornam-se uma fonte de contaminante para o leite (Borelli et al., 2011; Camargo et al., 2021;
Silva et al., 2010).

Em analises microbioldgicas, alta contagem de coliformes totais e coliformes
termotolerantes pode ser indicacdo de falhas nas condicdes higiénicas na producdo do queijo,
uma vez que sdo patdgenos facilmente eliminados por sanitizantes. Estes microrganismos séo
comuns em ambiente de fabricacdo de alimentos (Cruzado-Bravo et al., 2020). Os coliformes
totais formam um subgrupo da familia Enterobacteriacea, com 44 géneros e 176 espécies,
sendo que neste grupo encontram-se apenas as capazes de fermentar lactose com producédo de
gas de 24-48h a 35°C (Silva et al., 2010).

Os coliformes termotolerantes formam um subgrupo dos coliformes totais, limitados
aos fermentadores de lactose em 24-48h a 44,5-45,5°C, com producéo de gés, estando E. coli
inclusa em ambos os grupos de coliformes, habitando Trato Gastrointestinal de animais de
sangue quente e outros ambientes nio fecais. E capaz de causar em humanos infecgdo do trato
urinério, infeccdo entérica, onde produzem vérias citotoxinas, neurotoxinas e enterotoxinas,
incluindo a toxina Shiga (verotoxina), e provocam diarreia sanguinolenta; a sindrome

hemolitico-urémica, além de infeccao invasiva Falhas nas etapas de higienizacdo, presenca de
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biofilmes, contaminacédo cruzada por fluxo incorreto na area de trabalho das queijarias, falta de
higiene doa manipuladores, erros na temperatura de armazenamento, sao exemplos de situacoes
que predispdes a prevaléncia das bactérias destas enterobacterias (Cruzado-Bravo et al., 2020;
Silva et al., 2010; Tortorello, 2003).

2.12 Bactérias Laticas

As Bactérias do Acido Latico (BAL) formam um grupo de bactérias Gram positivas
caracterizadas principalmente pela fermentacdo de carboidratos resultando na produgdo do
acido latico, além disso, caracterizam-se por serem catalase-negativo, ndo formadoras de
esporos, anaerdbias facultativas, ndo moveis. As bactérias homofermentativas desta espécie
possuem como produto o &cido latico, ja as bactérias heterofermentativas produzem
principalmente &cido latico em conjunto ao didxido de carbono e etanol/acetato. Representam
microrganismos de facil cultivo, com propriedades promotoras de salde e comensais ao
intestino humano, sendo a maioria dos géneros detentores do status Geralmente Reconhecido
como Seguro (GRAS), em concordancia com a Food and Drug Administration (FDA) dos EUA
(Bangar et al., 2022).

O género das BAL, compreendem os Lactococus, Streptococus, Leuconostoc,
Pediococcus, Enterococcus, Oenococcus, Weissella e o género Lactobacillus. De forma natural
as BAL sdo capazes de dominar a populacdo microbiana de muitos alimentos em que se
apresentam naturalmente, isso ocorre em razdo da sua capacidade de catabolizar carboidratos
em 4&cido latico, obtendo como produto compostos biologicamente ativos, como acidos
organicos, diacetil, peréxido de hidrogénio, peptideos antibacterianos e precursores de sabor.
Tal caracteristica vem conferindo a este grupo importancia tecnoldgica sendo frequentemente
utilizadas como culturas iniciadoras ou protetoras (Martin et al., 2022).

As BAL desempenham a funcgdo de fermentadoras de alimentos no processo produtivo
de iogurte, queijo, manteiga cultivada, coalhada, salsichas, picles de pepino, azeitonas, cacau,
entre muitos outros alimentos. Mas algumas espécies, ao contrario, deterioram cervejas e
vinhos, além de carnes, tudo isso porque se enquadram como bactérias laticas ndo iniciadoras.
Ja as bactérias laticas iniciadoras enquadram-se nessa classificacdo por se tratar de
microrganismos vivos envolvidos no inicio da fermentacdo, modificando de modo especifico a
composicéo fisica e as caracteristicas sensoriais de alimento (Grujovi¢ et al., 2022; Medina-
Pradas et al., 2017).
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O interesse por isolar, caracterizar e selecionar novas estirpes de bactérias laticas é
crescente e mais enfatico ano apds ano, em virtude da confirmacdo das hipoteses de
propriedades funcionais e potencial biotecnolégico especificos a exemplo das culturas
iniciadoras (Celik, 2021). A utilizacdo das BAL tem permitido prolongar a vida de prateleira
de alimentos crus pereciveis, se tornando um adjuvante tecnoldgico, agregando as matrizes
alimentares sabores, qualidade nutricional e seguranga no consumo, 0 que é de extrema
relevancia para as industrias de alimentos, j& que o produto de seu metabolismo conferem
vantagens sensoriais ao alimento, como cor, aroma e textura, principalmente para os produtos
lacteos, uma das classes de alimentos mais beneficiadas pela presenca destes microrganismos
(Agagiindiiz et al., 2022).

O queijo Minas Artesanal ¢ um exemplo de alimento produzido a partir de culturas
iniciadoras enddgenas, incluindo BAL. A principal matéria prima da producéo € o leite cru e
este alimento possui microbiota rica, além das influéncias ambientais das queijarias locais, que
permitem ao produto passar pelo processo de fermentacdo e acidificagdo decorrentes ao longo
do processo de maturacdo. A atividade metabdlica destas bactérias e demais microrganismos
desprendem caracteristicas Unicas de sabor e textura (Silva et al., 2019).

Com o objetivo de privilegiar as caracteristicas Unicas e o0s beneficios que o género
Lactobacillus oferta, Zheng et al. (2020) se valeram dos avancos tecnolégicos e suas
ferramentas gendmicas para melhor classificar as mais de 260 espécies até entdo incluidas no
género. Para que fossem divididos conforme a relacdo de suas caracteristicas fisiologica e
metabolicas, o sequenciamento do DNA das espécies foi realizado e o género Lactobacillus
seguiu existindo, mas a reclassificacdo das espécies originou 25 géneros, sendo que 23 destes
novos, estando os mais utilizados pela industria indicados na Tabela 3 (Zheng et al., 2020).

Além de se incumbirem das caracteristicas sensoriais, as BAL séo responsaveis pela
seguranca microbioldgica do queijo, pois ao longo da maturacdo deste alimento produzem
diversas substancias, dentre elas, antimicrobianos de acdo antagbnica aos microrganismos
patogénicos, como as bacteriocinas. Além disso o acido latico produzido pelas BAL tem como
uma das suas principais fungdes durante a fermentagdo, atividade antimicrobiana e a
conservacao dos alimentos, paralela a atribuicdo de acelera¢do do processo de coagulagdo do
leite e participacdo no desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do queijo, como o sabor,
aroma e textura (Antonio; Borelli, 2021; Hosken et al., 2023; Rafael, 2017).

Bacteriocinas sdo proteinas ou peptideos sintetizados ribossomicamente por bactérias
Gram-positivas e negativas, com reconhecida atividade antimicrobiana (bacteriostatica,

bactericida ou bacteriolitica) contra microrganismos taxonomicamente relacionados ou nao
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relacionados. Eles podem ser de amplo espectro, inibindo uma ampla variedade de bactérias,
ou de espectro estreito, inibindo bactérias taxonomicamente proximas. Em geral, sdo catiénicos
e apresentam propriedades anfipaticas, sendo a membrana celular, na maioria dos casos, o alvo
de sua atividade (Cotter et al., 2013; Garcia-Gutierrez et al., 2019; Orgaki; Furlaneto; Maia,
2015).

Tabela 3 - Nova nomenclatura para o género Lactobacillus.

Nomenclatura antiga Nomenclatura nova
Lactobacillus acidophilus Sem alteracéo

Lactobacillus casei Lacticaseibacillus casei
Lactobacillus coryniformis Loigolactobacillus coryniformis
Lactobacillus fermentum Limosilactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri Sem alteracéo

Lactobacillus helveticus Sem alteracéo

Lactobacillus paracasei Lacticaseibacillus paracasei
Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus reuteri Limosilactobacillus reuteri
Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus

Fonte: Zheng et al. (2020).

2.13 Maturagéo

A maturacdo é um processo que ocorre com duracgdo variavel entre os diferentes tipos
de queijos e ao seu decorrer, sdo consolidadas ocorréncias fisicas, biogquimicas e
microbioldgicas. Esse fendmeno impacta em mudancas da composic¢ao quimica dos queijos, 0
que permite o consumo seguro do alimento, uma vez que ocorre a reducdo do pH, a
concentracdo de cloretos e prevaléncia de atividade enzimatica das bactérias acido-laticas,
exercendo antagonismo a possiveis patégenos contaminantes (Oliveira, 2014; Santos, 2022).

Tais transformacdes tem a influéncia das enzimas dos microrganismos presentes no leite
cru e no pingo e das enzimas do coalho residual atuando diretamente sobre a massa do queijo,
proporcionando aroma, textura e sabor caracteristicos, dentre 0s possiveis microrganismos
presentes no pingo, estdo Lactococcus lactis ssp. lactis, Lactococcus lactis ssp. cremoris,
Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis, Leuconostoc mesenteroides ssp. cremoris e

estirpes de Enterococcus spp., além de outras (Sobral et al., 2013).
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Para a producdo QMA, o leite ndo pode ser padronizado, como ocorre na industria, entdo
por se tratar de uma matéria prima com variagdes significativas ao longo dos dias e mudancas
das estacdes e temperaturas, fica a cargo apenas do queijeiro fabricante, adequar o processo de
fabricacdo e maturacdo do queijo em busca de minimizar defeitos, a exemplo, a ocorréncia de
maior adi¢do do pingo para a producdo de queijos no inverno, buscando compensar a menor
temperatura ambiente de coagulacéo e obter maior acidez titulavel, além de aumentar desta
forma a quantidade de bactérias enddgenas, o que poderia vir a favorecer a fermentacao (Sobral
etal., 2017).

No entanto, tal falta de padronizacdo da matéria prima e da fabricacdo pode levar a
defeitos do produto, dentre eles, na busca de mascarar sabores &cidos, ran¢cosos ou amargos
pode ocorrer uma maior adicdo de sal aos produtos, ou elevar esses teores de sal no inverno, ja
gue nessa época o teor de gordura do leite aumenta, lentificando o dessoramento dos queijo,
usando desse recurso para minimizar perdas de producdo em razdo do maior tempo de
maturacdo demandado, mesmo que haja assim o risco de inibicdo da microbiota indigena,
responsavel pelo sabor caracteristico (Sobral et al., 2017). Para minimizar essas influéncias é
recomendado que o processo de maturacdo seja realizado em uma sala exclusiva para este fim,
com controle de temperatura e umidade disponiveis, constando de espaco suficiente para a
alocacdo das pecas de queijo (Monteiro; Matta, 2018).

A oscilacdo na dosagem adicionada de pingo, pode gerar variagdes de pH em queijos
artesanais, em funcéo da atividade do pingo (fermento natural) adicionado. O pH pode também
sofrer influéncias da umidade do queijo e do processo de protedlise ocorrido na maturacao das
pecas (Machado; Pereira Junior, 2004). Na maturacdo, o teor de umidade e o teor de sal exercem
também influencia na Atividade de agua (Aw) dos queijos. As proteinas que compdem a
matéria prima, o leite cru, podem ter fragdes de alguns aminoacidos sendo liberados enquanto
ocorre a protedlise, isso acontece por se tratar de moléculas com cadeias laterais contendo
grupos polares ou ionizaveis que se dissociam na agua ao longo do tempo de maturacédo,
reduzindo assim a Aw dos queijos. Os microrganismos proteoliticos sdo os responsaveis pela
quebra de proteinas (Perry, 2004; Sobral et al., 2013).

A Aw também pode ser reduzida pela perda da umidade, pertinente ao processo de
maturacao dos queijos que ndo sdo embalados, e de forma j& presumida, no decorrer do tempo
podera ocorrer a evaporagdo da agua de composicdo das unidades, fato que pode ser
influenciado também pelo ambiente da camara ventilada e pela temperatura ambiente. A
evaporacdo da agua também colabora com a concentracdo de outros constituinte do queijo,

guanto mais prolongados forem os periodos de maturacdo, podera ocorrer a degradacéo de
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lipideos, em &cidos graxos e glicerol, processo conhecido lipdlise, pode diminuir o percentual
de gordura no queijo durante a maturagéo (Beresford et al., 2001; Fox et al., 2004; Martins et
al., 2004; Santos, 2022b).

Durante a maturacdo, 0s microrganismos exercem atividade fermentativa e a funcéo de
liberar lipase, promovendo a reacdo de lipdlise no inicio da maturacéo o que pode culminar em
alta concentracdo de acidos graxos, responsaveis pelo perfil dos compostos organicos volateis
em queijos maturados, juntamente com outros processos bioquimicos, como a glicolise e a
protedlise. Normalmente tem-se a morte da cultura starter e o desenvolvimento da microbiota
secundaria, formada por bactérias, fungos e leveduras, tendo como produtos das reagdes, além
dos acidos graxos, alcoois, cetonas e ésteres (Santos, 2021).

O acucar predominante do leite é a lactose e este, no inicio do processo de fabricacao,
onde o leite se transforma em queijo, passa por processos intensos. A lactose passa por oxidagdo
e fermentacdo lactica, também ocorrida na maturagdo, formando o &cido lactico, sendo este
processo realizado por bactérias advindas do leite cru. O &cido lactico é apresentado
principalmente sob a forma de lactato e todo este processo reduz a concentracdo do oxigénio
dissolvido no queijo. O interior do queijo, em decorréncia do periodo do tempo, torna-se
anaerobico, sendo habitavel apenas para 0s microrganismos que possuem essa caracteristica
(Perry, 2004).

A temperatura ambiente privilegia a fermentacgdo latica, contribuindo para inibicdo de
contaminantes no queijo, sendo fundamental para que os padrées microbioldgicos estabelecidos
pela legislacdo sejam atendidos, uma vez que entre as culturas iniciadoras estdo as Bactérias
Acido Laticas mesofilas, que ao fermentar a lactose indisponibilizam o substrato para outros
microrganismos e liberam metabdlitos antagdnicos aos patdgenos contaminantes (Castro,
2015).

Bactérias contaminantes, como as do género Clostridium, em especial a espécie C.
tyrobutyricum, se presentes ao longo da fabricacdo do queijo, utilizam o lactato como substrato
para uma rota de fermentacdo butirica, onde o lactato é transformado em butirato, com a
subsequente formacdo de CO; e H2 que produzem o estufamento dos queijos durante a
maturacao, sendo este defeito conhecido como estufamento tardio, causando grande cavidades
no interior dos queijos e até a rachadura da casca. Esse processo € totalmente indesejavel e pode
conferir odores e sabores ruins aos queijos, se tornando impalataveis e a depender da

intensidade, improprios para o consumo (Perry, 2004).
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2.14 Particularidades da Maturacdo em T&buas de Madeira

Quando se avalia o processo de higienizacdo de queijarias artesanais, pontos de
superficie de unidades produtoras acabam por expor que os locais que apresentam maiores
porcentuais de amostras reprovadas sdo as tdbuas de maturagdo, quando expostas a técnica de
ATP-bioluminescéncia (87,5%), além de ser o ponto de amostragem que apresenta maiores
contagens de microrganismos aerébios mesofilos (Pereira et al., 2013).

E possivel observar pelo baixo nimero de trabalhos de caracterizacio publicados, que a
influéncia das prateleiras de madeira usadas para a maturacdo de queijos artesanais é
subestimada. O queijo passa por todo o seu tempo destinado a maturag&o, em contato com as
superficies das tabuas de madeira, desenvolvendo no local uma comunidade microbiana em
células isoladas ou biofilme. Um biofilme € um aglomerado de microrganismos unidos em suas
substancias poliméricas extracelulares (EPS) aderidas a uma superficie sélida (Gaglio; Todaro;
Settanni, 2022).

Uma possivel causa para a oportunidade destes biofilmes serem desenvolvidos, €
observado através de relatos, como os dos produtores de QMA das regides da canastra e do
Serro, que utilizam tabuas de madeira na maturagdo, mas omitem a etapa de sanitizacdo, sendo
alegado por alguns que, esta etapa influencia nas caracteristicas finais do produto, o que pode
ocorrer pela manipulacdo incorreta dos agentes sanificantes, uma vez que as principais falhas
nos procedimentos de higienizacdo envolvem erros no preparo e na dosagem das diluicdes das
solucdes detergentes e sanitizantes; inobservancia do tempo de contato das solucgdes detergente
e sanitizante com as superficies, entre outros (Pereira et al., 2013; Pinto et al., 2009).

A estrutura rugosa da superficie das tAbuas de madeiras € um obstaculo na minimizagédo
de contaminantes da sua superficie, sendo entdo considerado a possibilidade de melhores
resultados, para a etapa de limpeza, em materiais plasticos ou de inox. No entanto, isso esta
diretamente relacionado ao processo incorreto de higienizacdo que, normalmente, pode ser
adotado pelos manipuladores. A limpeza promove apenas a retirada superficial dos residuos
organicos e inorgénicos, ja a sanitizacdo € a etapa subsequente capaz de eliminar
microrganismos patogénicos e reduzir os deteriorantes (Pereira et al., 2013; Zangerl et al.,
2010).

Estudos que avaliaram a microbiota bacteriana em madeiras de maturacdo de queijos,
encontraram microrganismos além de suas superficies, mas também em profundidade, sendo
que, a de 2 mm a populagio ja reduzia de 3-9 UFC/ cm?, ou seja, a populacdo reduz

significativamente conforme aumenta a distancia da superficie, havendo risco em caso de serem
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microrganismos contaminantes, mas em alguns casos, o risco é determinado como baixo pelos
autores, em virtude das espécies encontradas, a exemplo, Micrococcus tolerantes ao sal,
corinebactérias e Staphylococcus spp. (ACTIA, 2000; Zangerl et al., 2010).

Deste modo, a essa profundidade maxima, encontra-se a diversidade microbiana das
tdbuas de madeira, podendo ser coletadas ao se aplainar a superficie. Uma metodologia
padronizada para este tipo de amostragem, ainda ndo existe, porém, a coleta de biofilmes na
superficie é necessaria e pode ocorrer por métodos destrutivos ou ndo destrutivos (Gaglio;
Todaro; Settanni, 2022; Imhof; Schwendimann; Scettrini, 2017).

A retirada de biofilmes da superficie de madeira pode ser realizada por metodos
destrutivos por meio de corte, limitado a uma area restrita, utilizando um bisturi ou cortador ou
equipamentos que permitam aplainar ou retificar a superficie. O método ndo destrutivo tem
como referéncia a coleta das amostras por swab, gaze ou pincel, em uma area pré-determinada
por quadrantes feitos em material estéril, € uma intervencao que pode ser adotada como analise
de rotina para controle higiénico dos utensilios e equipamentos a base de madeira na linha de
producdo (Gaglio; Todaro; Settanni, 2022).

Outra forma para detectar a presenca dos biofilmes microbianos em madeira, é a técnica
de microscopia eletronica de varredura (MEV). Esta técnica pode ser utilizada para promover
a visualizacdo das bactérias, que sdo adsorvidas nas superficies das tabuas de madeira. As
bactérias se organizam em uma complexa matriz de EPS e por meio das fotografias retiradas, é
possivel caracterizar morfologicamente os microrganismos, sua distribuicdo e cobertura pela
madeira da matriz polimérica que as envolve (Gaglio et al., 2022).

Alimentos como o queijo, sdo compostos por altos teores de gordura, proteina e cloreto
de sodio, proveniente do processo de fabricacdo e matéria prima. A desidratacdo ocorre de
modo natural na etapa de maturacdo e leva estes compostos para a interface de contato entre a
casca do queijo e a superficie das tabuas e isso, unido a estrutura porosa da madeira, pode gerar
um ambiente favoravel para uma possivel presenca de patégenos alimentares como L.
monocytogenes. Assim, mesmo havendo a vantagem de retencdo de umidade por tabuas de
madeira, constitui-se como valido o risco higiénico que as prateleiras de maturacdo oferecem
(Imhof; Schwendimann; Scettrini, 2017).

Quando inoculadas com o patégeno L. monocytogenes, a madeira pode ter diferentes
comportamentos, a depender do seu tipo, sendo considerada a madeira Pinus uma das familias
com propriedades consideradas antimicrobianas, porém, ha a possibilidade da madeira, como
material poroso que €, adsorver 0os microrganismos apos 24h de sua inoculagéo, dificultando a

sua recuperacao para contagem e determinacao da populagéo presente, em profundidades menor



41

ou igual a 1 mm. Porém, Campagnollo et al. (2022), observaram a inativacdo de L.
monocytogenes, apos 22 dias de maturagdo em temperatura ambiente e em prateleiras de
madeira, atribuindo a acdo a cultura latica adicionada na producao do queijo, considerando-a
como microbiota enddgena do leite (Campagnollo et al., 2022).

Uma das possiveis influéncias para os diferentes comportamentos de microrganismos
em madeira, talvez se justifique pela presenca nas arvores, de substancias amplamente
estudadas em virtude de seu potencial terapéutico, antimicrobiano e de conservante. S&o
substancias naturais como os flavonoides, taninos e 0leos essenciais. Dentre eles ha destaque
para um polifenol, o (E)-resveratrol (3,4',5-trihidroxiestilbeno), com diversas propriedades,
dentre elas, antifungica e antibacterianas. Um estilbeno, o (E)-pinosilvin (3,5-dihidroxistilbeno-
PS), relacionado ao resveratrol é encontrado no cerne e no de arvores da familia Pinus, possui
confirmacdo de acdo antibacteriana para as bactérias Gram positivas Bacillus cereus , Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus, e Gram negativas, Salmonella, Escherichia
coli, Pseudomonas fluorescens. Segundo Plumed-Ferrer et al. (2013), PS age desestabilizando
a membrana externa das células de Salmonella, assim como resveratrol, atuante na quelacéo da
membrana externa e desestabilizacdo de céations bivalentes (Plumed-Ferrer et al., 2013;
Valimaa et al., 2007).

Apesar de tradicional, o uso de tdbuas de madeira para maturacdo gera discussdo e no
ano de 2014 a Food and Drug Administration (FDA) proibiu a importacdo pelos Estados
Unidos, de queijos oriundos da Europa que passaram pela maturacdo em tabuas de madeira. A
principal justificativa se relacionava ao risco de contaminacdo por patégenos, com foco
principalmente em Listeria monocytogenes, devido a sua capacidade de formar biofilmes na
interface casca-madeira. A madeira apresenta perfil poroso, que permite o desenvolvimento de
comunidades microbianas, porém, tal medida foi revogada com presteza, em razdo da defesa
de instituicdes renomadas como WCMA (Wisconsin Cheesemakers Association) e pela ACS
(American Cheese Society) que declarou que o uso da madeira € seguro, desde que o0s
procedimentos adequados de limpeza e sanitizacdo sejam aplicados (Furtado, 2022; Mariani et
al., 2011).

Para a tradicdo Europeia, é essencial a maturacdo de queijos em tabuas de madeira,
dentre eles, os queijos franceses que possuem Denominacdo de Origem Protegida, como o
Roquefort, Beaufot, Munster e os italianos, como o Grana Padano e Parmigiano. A madeira
para esses produtos, desempenha dois papéis principais: estimular a diversidade microbiana da
superficie do queijo, através da formacéao de biofilmes e favorecer a troca hidrica entre a casca

do queijo, a madeira e 0 ambiente, permitindo haver um equilibrio da umidade entre esses trés
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fatores. As coldnias que entre eles se formam, depende do queijo e de sua microbiota comensal,
da frequéncia e modo de limpeza das tdbuas (Furtado, 2022; Zangerl et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecéo das instalacdes de fabricacédo de queijo

Foram escolhidas 2 unidades produtoras de queijo minas artesanal, cadastradas junto ao
IMA com registro do selo arte da regido do Campo das Vertentes do Estado de Minas Gerais,
nas cidades de Coronel Xavier Chaves (21°02'28.6"S 44°11'39.6"W), identificada neste
trabalho como “Produtor M” e uma em S&o Jodo Del Rey (21°05'08.5"S 44°14'26.7"W),

identificada no estudo como “Produtor G”.

3.2 Coleta das amostras

As queijarias selecionadas foram submetidas a amostragem em quatro diferentes pontos,
sendo eles: 1.1 Queijo no primeiro dia de fabricacdo, apds a desenformagem, identificado neste
trabalho como queijo fresco ou queijo do tempo zero; e 1.2 Queijo curado na propria queijaria
(22 dias de maturacdo), identificado neste trabalho como queijo maturado ou queijo do tempo
22, ambos analisados em distingdo ao centro da sua massa e a sua casca; 2. Superficie das tabuas
de maturacdo, tanto da tabua que abrigava o queijo fresco como da tabua do queijo maturado;
3. Qualidade do ar do ambiente de maturacdo, por meio de placas de sedimentagéo, onde foram
coletadas 3 placas amostrais do local.

O material para analise, de cada uma das 2 unidades cadastradas da regido do Campo
das Vertentes, foi coletado em duas datas, sendo um dia no periodo de chuva/verao de 2023 e
outro dia no periodo de seca/inverno, do mesmo ano. Os procedimentos de coleta de amostras
foram semelhantes em ambas as queijarias, sendo as amostras transportadas de modo asséptico,
em recipiente térmico, para o Laboratdrio de Microbiologia dos Alimentos, no Departamento
de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras.

Amostras das unidades de queijo, foram coletadas em condi¢Oes assépticas e
transferidas para sacos estéreis. As amostras de superficies da madeira de maturacdo foram
coletadas por método ndo destrutivo conforme descrito por Didienne et al. (2012), com
adaptacdes, onde uma area demarcada de cerca de 10 cm x 10 cm, foi umedecida com gaze
estéril, depois esfregado com auxilio de pinca estéril, e a gaze foi transferida para frascos
estéreis. O mesmo se repetiu utilizando swabs estéreis, sendo estes também transferidos para
frascos estéreis, contendo 50 ml de 4gua peptonada. As amostras foram mantidas em recipiente

isotérmico, com gelo, para o transporte (Didienne et al., 2012).
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Para a avaliagdo da qualidade do ar do ambiente de maturacéo, placas de Petri contendo
Agar Padro para Contagem (PCA) e agar Dicloran Rosa de Bengala Clorafenicol (DRBC),
foram expostas nos dias de coleta, em trés diferentes pontos do local de maturacdo de cada
uma das queijarias por um periodo de 30 minutos, conforme adaptacfes, ao descrito pelo
método de sedimentacdo em placas, de acordo com as técnicas apresentadas no Standard
Methods for the Examination of Dairy Products (APHA, 2004), sendo vedadas posteriormente
e colocadas em recipiente isotérmico, com gelo, para o transporte. As contagens microbianas
no ar dos ambientes foram determinadas pela formula conforme descrito em Andrade (2008),

usando como medida UFC/ cm?/ semana.

Particulas viaveis. cm2.semana™ = UFC.10080
(m. r2).t

3.3 Determinacéo do teor de umidade das tdbuas de maturacao de madeira

O teor de umidade das tabuas foi determinado pelo método do medidor portéatil de
umidade, na regido onde, posteriormente, seria retirada as amostras por esfregaco superficial
de gaze e swab, nas tabuas de madeira, em trés diferentes pontos, por leitura direta em
superficie, apos calibracdo. Os dados foram registrados para futura correlacdo. Foi utilizado um
medidor automatico de umidade, de 0-99%, da TCS Projetos Eletrdnicos, modelo 75, com
sensores de leitura de profundidade de até 50 mm, regulado para leitura do potenciémetro,
conforme a classificagdo dos grupos de madeira, de acordo com as especificagdes do manual
do fabricante do equipamento.

3.4 Determinacdo do teor de umidade relativa do ar

No dia de cada coleta, o registro da temperatura e da umidade relativa do ar, do ambiente
de maturacdo, foi realizado em trés momentos, para obtengdo de uma média de leituras, num
periodo de 30 minutos, enquanto as coletas de amostras eram realizadas no interior da sala de
maturacdo dos queijos. Para esta acdo foi utilizado um medidor digital Termo-Higrémetro,
Marca Incoterm®, modelo TH50.
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3.5 Preparo de solugdes para analise

O preparo das suspensdes para analise microbioldgica do queijo maturado, foi realizado
conforme descrito por Pereira (2022). 25 g de QMA foram adicionados em 225 ml de solugéo
de citrato de sodio (2% m/v), estéril, sendo homogeneizados em aparelho Stomacher
Metroterm® (490 golpes/ min.) por 5 minutos. Em seguida foram realizadas dilui¢cfes seriadas
em agua peptonada (0,1% m/v).

A avaliacdo da presenca de biofilmes e células microbianas na superficie das prateleiras
de madeira, foi realizado por diluicdo em serie, aplicando um fator de diluicdo de 1:10 da
solucdo de 4gua peptonada, dos tubos usados inicialmente para 0 armazenamento das amostras,
sendo homogeneizadas em aparelho tipo Vortex, por tempo padrdo de 5 minutos. Em seguida
foram realizadas diluicdes seriadas em agua peptonada (0,1% m/v).

Todas as suspensdes de células foram submetidas a técnica de contagem de placas, ap6s
incubagdo apropriada, para enumerar 0s microrganismos mesofilos totais, BAL, e os principais
microrganismos patogénicos e deteriorantes indesejados citados na metodologia a seguir
(Settanni et al., 2021).

3.6 Isolamento e caracterizacdo morfolégica das bactérias laticas

As suspenses diluidas foram semeadas em aliquotas de 1000 ul em placas de Petri
estéreis, recebendo em seguida uma aliquota de cerca de 15 ml do agar Man, Rogosa e Sharpe
(MRS) um meio seletivo para enumeracado e isolamento de lactobacilos, em plaqueamento por
profundidade. As placas foram incubadas a 30 °C, por 48 horas, em anaerobiose (Anaerobac,
Probac do Brasil®) (Silva et al., 2010).

Apds a incubacdo, as coldnias foram devidamente caracterizadas e avaliadas seguindo
o0 protocolo descrito por Silva et al. (2010), com adaptacdes, onde houve a contagem padréo
das placas que continham entre 30-300 UFC e todos os morfotipos passiveis de identificacéo,
foram caracterizados macroscopicamente. Entre as diferentes coldnias caracterizadas, um
namero correspondente a raiz quadrada de cada morfotipo de coldnias, foram coletados e
transferido para &gar MRS, incubados a 30°C por 48h e estocados em geladeira para posterior
identificacdo (Silva et al., 2010). As colonias das dilui¢des escolhidas foram caracterizadas
conforme a morfologia, textura, cor, brilho, tamanho e formato das colbnias, e agrupada

conforme semelhanca dos morfotipos, para posteriormente serem purificadas e identificadas
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por Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time Of Flight Mass Spectrometry Maldi-
tof Microflex LT (MALDI- TOF MS) (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemanha).

3.7 Aerdbios mesofilos

Para a andlise de microrganismos aerobios mesofilos, aliquotas de diluigdes da
suspensdo das tdbuas de madeira e do queijo, foram plaqueadas em superficie, em meio de
cultura PCA e foram incubadas a 37°C por 48 horas. Esses isolados foram posteriormente
identificados por MALDI-TOF MS.

3.8 Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. em 25 g da amostra foi realizada com pré-
enriquecimento, em 225 ml de &gua peptonada tamponada e homogeneizados em
homogeneizador tipo Stomacher Metroterm® (490 golpes/ min) por 5 minutos e com incubacao
a 37°C, por 24h, seguida de enriquecimento seletivo, em caldo Tetrationato e incubado a 45°C,
por 24h, além do caldo Rapaport & Vassilidis e incubados a 37°C por 24h. As suspensfes da
tabua de maturacdo também foram plaqueadas conforme descrito anteriormente e incubadas a
37°C por 24-48h O plagueamento dos meios seletivos de Salmonella spp. foram realizados com
estrias de esgotamento, em meio agar entérico de Hektoen, incubados a 37°C, por 24h. Para 0s
casos em que houvesse col6nias suspeitas, elas seriam semeadas em tubos contendo agar ferro
triplice e aclcar (TSI) e agar lisina ferro (LIA) e incubadas a 37°C, por 24h. Col6nias suspeitas
seriam transferidas para o0 meio TSA (Agar de Triptona de Soja) e incubadas a 37°C por 18h e
identificadas no MALDI-TOF MS (Silva et al., 2010).

3.9 Coliformes a 35°C e 45°C

Aliquotas de diluigdes da suspensdo das tdbuas de madeira e dos queijos, foram
submetidas a analises que seguiram a metodologia descrita por Silva et al. (2010), conforme o
método da American Public Health Association (APHA) do Numero Mais Provavel, para
contagem de coliformes totais e termotolerantes. Em primeira etapa, no teste presuntivo, foi
realizada a inoculacédo de trés aliquotas de 1 ml das diluicdes adequadas das amostras, em uma
série de trés tubos contendo tubos de Durhan invertido e meio de cultura caldo Lauril Sulfato

triptose (LST). Os tubos que apresentaram crescimento com producao de gas a partir da lactose
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presente no meio, apds incubados em estufa a 35°C por 48 h, foram considerados suspeitos
(presuntivo) para presencga de coliformes. Para confirmacdo dos coliformes, uma alcada foi
transferida para o caldo Verde Brilhante (VB) e foram considerados tubos positivos para
coliformes totais aqueles que apresentaram turvacdo e formacdo de gas, apds o periodo de
incubacéo a 35°C por 24-48h.

Os coliformes termotolerantes foram quantificados usando-se também, a técnica do
NMP. As aliquotas foram transferidas dos tubos positivos do teste presuntivo de coliformes
totais, com auxilio de uma alca estéril de repicagem, para tubos contendo o meio de cultura
caldo Escherichia coli (EC), adicionados de tubos de Durhan invertidos. Os tubos foram
incubados a 45°C, por 24-48h e foram considerados positivos aqueles que apresentarem

turvacédo e formacdo de gas (Silva et al., 2010).

3.10 Staphylococcus coagulase positivo

Aliquotas de 0,1 ml das diluicdes adequadas das amostras de queijo maturado e da
suspensdes das tabuas de maturacdo, foram transferidas para o agar Baird Parker e incubadas a
37°C por 48h. Colbnias tipicas e atipicas foram quantificadas, e quando presente, cerca de 5
coldnias tipicas foram transferidas para o caldo infusdo cérebro coracdo (BHI) e incubadas a
37°C por 24h. Apds esse periodo, aliquotas de 0,3 ml de cada cultura foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 0,5 ml de plasma de coelho-EDTA e incubados a 37°C por 12h. De
acordo com a formacao de coagulo os isolados foram classificados com 1+; 2+; 3+ e 4+. Apenas
os isolados 3+ e 4+ foram considerados estafilococos coagulase positiva. Esses isolados foram
identificados por MALDI-TOF MS (Silva et al., 2010).

3.11 Listeria monocytogenes

Foram retirados 25 g de queijo, adicionados em 225 ml de caldo de enriquecimento
Universidade de Vermont (UVM) e homogeneizados em homogeneizador tipo Stomacher
Metroterm® (490 golpes/ min) por 5 minutos. Ap6s homogeneizacao, houve incubacao por 4h,
adicdo de agentes seletivos e continuacdo da incubacgédo a 37°C por 24h. O plagueamento do
meio seletivos foi realizado com estrias de esgotamento, em placas contendo agar Oxford,
incubadas a 37°C por 24-48h. As suspensfes da tdbua de maturacdo também foram plaqueadas
conforme descrito anteriormente e incubadas a 37°C por 24-48h. Apds esse periodo, em

ocorréncia de coldnias tipicas, estas seriam identificadas no MALDI-TOF MS.
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3.12 Fungos e leveduras

A andlise de fungos filamentosose leveduras foi realizada a partir das suspensdes feitas
do queijo e da superficie das tdbuas de maturacdo, por espalhamento de 0,1 ml das dilui¢des
em agar Dicloran Rosa de Bengala Clorafenicol (DRBC), por plagueamento em superficie e
incubadas a 28°C por cinco dias (Silva et al., 2010).

3.13 Identificacdo das bactérias por MALDI-TOF MS

Os isolados bacterianos, coletados ap6s as andlises microbiol6gicas dos pontos
amostrais: tabuas de maturacdo, queijos frescos e maturados e das placas de sedimentacdo do
ambiente de maturacdo, foram submetidos a identificacdo pela andlise do perfil proteico,
seguindo o protocolo de extracdo padrdo, com adaptacGes (Carvalho et al., 2017).

Para a andlise, aproximadamente uma algada de cultura bacteriana foi ressuspendida em
0,3 ml de &gua deionizada ou Milig, homogeneizada em aparelho tipo Vortex por 30 segundos,
apos foi adicionada uma solucdo de etanol 95%, homogeneizada em aparelho tipo Vortex por
30 segundos, centrifugada por 2 minutos a 13.000 RPM, seguido pelo descarte do sobrenadante
do eppendof, com retirada do seu excesso de umidade com papel, seguido pela adigdo de 50 pl
de &cido férmico 70% ao pellet formado, homogeneizacdo em aparelho tipo Vortex por 30
segundos e adicdo de 50 pl de acetronitrila, homogeneizacdo em aparelho tipo Vortex por 30
segundos, encerrando com centrifugacao do eppendorf por 2 minutos a 13.000 RPM.

No momento da analise, uma segunda centrifugacdo foi realizada e logo apés, 0,1ul dos
precipitados obtidos contendo as células lisadas, foram depositados em placa de 96 pocos e
secas em temperatura ambiente para analise por espectrometria de massa de tempo de voo de
Dessorcao/lonizacdo a laser Assistida por Matrix, Maldi-tof Microflex LT (Bruker Daltonics®,
Bremen, Alemanha) e anélise dos dados no software Flex Control (Versdo 3.0).

Os isolados foram analisados em triplicata e a metodologia de calibracdo do
equipamento e método de analise de dados foram realizados conforme descrito por (Carvalho
et al., 2017). A identificacdo dos resultados foi expressada por BioTyper ™ log (scores),
indicando a similaridade da cepa desconhecida com o perfil disponivel em bancos de dados do
MALDI-TOF MS. Para a interpretacdo dos resultados, os pontos de corte recomendados pelo
fabricante foram utilizados para determinar identificacdo segura ao nivel de género e espécie

(>2.000), identificagdo provavel ao nivel de género (1.700 a 1.999).



49

3.14 Analises fisico-quimicas dos queijos

O preparo das amostras foi realizado segundo Brasil (2006a). Todas as analises fisico-

quimicas foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em g.100g™* (Brasil, 2006a).

3.14.1 Umidade

Para a determinacio do teor de umidade (g.100g™), aliquotas de 5 g de queijos foram
dessecadas em estufa (102°C +2°C) procedendo-se por pesagens até peso constante (Brasil,
2006).

3.14.2 Gordura

Os teores de gordura foram determinados pelo método butirométrico de Gerber (Brasil,
2006 b). O teor de gordura no extrato seco foi determinado de modo indireto, pela razdo entre
0 teor de gordura e o teor de extrato seco total do queijo, e o resultado multiplicado por 100
(Pereira et al., 2001).

Gordura no extrato seco = % Gord *100
% Ext.Seco

3.14.3 Fragdes nitrogenadas e indices de proteolise

Os teores percentuais (m/m) de Nitrogénio total, Nitrogénio solivel em pH 4,6
(NSpH4,6) e Nitrogénio soluvel em TCA a 12% (NSTCA 12%) (m/v) foram quantificados pelo
método de Kjeldahl, compreendendo as etapas de digestdo, destilacdo e titulacdo com solugédo
padrdo de acido cloridrico 0,1 mol. L (Brasil, 2006). Para o calculo do teor de proteina total
do queijo, foi empregado o fator 6,38 para o queijo (Pereira et al., 2001).

A extensdo de protedlise foi quantificada pela razdo entre %NSpH4,6 e %NT, e o
resultado obtido multiplicado por 100; enquanto a profundidade de protedlise sera quantificada
pela razdo entre %NSTCA12% e %NT, e o resultado obtido multiplicado por 100 (Wolfschoon-
Pombo; Lima, 1989).
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indice de extenséo de protedlise = %NSpH 4,6 * 100

%NT

indice de profundidade de protedlise = %NTCA (12%) * 100
%NT

3.14.4 pH

O pH foi determinado em pHmetro, modelo portatil, DM20-Digimed, Sdo Paulo, SP,
Brasil, com insercdo direta do eletrodo em uma solucdo obtida pela homogeneizacdo de
aliquotas de 10 g de queijo em 20 ml de agua destilada. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata (1AL, 2008).

3.14.5 Atividade de agua (Aw)

A determinacao da atividade de dgua foi realizada utilizando-se medidor digital Aqualab
ATE (Decagon Devices, Inc., Washington, USA), com leitura direta e com exatidao de + 0,003
Aw, das amostras coletadas em toda extenséo das unidades analiticas dos queijos (IAL, 2008).
3.14.6 Teor de residuo mineral fixo (cinzas)

Teor de residuo mineral fixo dos queijos (g.100g™) foi obtido por incineragio de
aliquotas de 5 g de queijo em forno tipo mufla a 500°C, procedendo-se as pesagens e calculos,
segundo métodos da Association of Official Analytical Chemists (2005).

3.14.7 Teor de cloretos e sal na umidade

O porcentual de cloreto de sodio foi realizado pelo doseamento nas cinzas, seguido pela

titulagdo da reacdo do nitrato de prata com os cloretos em presenca de cromato de potassio, até

viragem caracteristica (Pereira et al., 2001).

Teor de sal na umidade = % sal *100

% sal + %umidade
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3.15 Analises estatisticas

O delineamento inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial foi utilizado dos
quais os fatores eram: 2 estacGes do ano (verdo e inverno) x 2 produtores de QMA registrados
junto ao IMA (G: Guatambu/ Sdo Jodo del Rey e M: Muiracatiara/ Coronel Xavier Chaves) x
2 tempos de coleta do material (0 e 22 dias), para avaliar as analises microbiologicas e fisico-
quimicas. Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo, o qual foi aplicada analise
de variancia (ANOVA) para os parametros, seguido de T-Student (p<0.05). Os métodos
estatisticos multivariados, analise de componentes principais (PCA) e anélise de agrupamento
hierarquico (HCA) foram aplicados para comparar os resultados obtidos e para avaliar a
influéncia do ambiente sob a maturacdo dos queijos minas artesanais. Todas as analises

estatisticas foram realizadas no software R (4.0.2, pacotes FactoMineR e factoextra).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo da umidade das tabuas de maturacdo e da Umidade Relativa do ar

Tabela 4 - Valores médios de temperatura do ambiente de maturagdo, umidade relativa do ar e
das tabuas! de maturacdo avaliadas nos dias das coletas.

Medias das variaveis das salas de maturacao

Tipo de Origem Umidade  Umidade Relativa Temperatura
madeira Tabuas (%) do Ar (%) (°C)

128 TO Produtor G 59,8 79 20.5
coleta Guatambu T22 Produtor G 26,7 ’
Verao TO Produtor M 59,7 24 231

Muiracatiara ~ T22 Produtor M 36,2 ’

28 TO Produtor G 47 78 917
coleta Guatambu T22 Produtor G 26,8 '
Inverno TO Produtor M 73,4

Muiracatiara 75 23,5

T22 Produtor M 22,4

1 TO= Tébua do queijo fresco; T22= Tabua do queijo maturado de 22 dias.
Fonte: Da autora (2024).

As tdbuas de madeira utilizadas pelos produtores foram identificadas e avaliadas
segundo o relato feito por cada responsavel da propriedade. Na propriedade de Coronel Xavier
Chaves a tabua de madeira foi identificada como Muiracatiara e na propriedade de S&o Jodo del
Rey, como Guatambu. As informacGes da avaliacdo do ambiente de maturacdo e das tabuas,
constam na Tabela 4.

Para a maturacdo dos queijos, ndo ha estabelecido um tipo padrdo ou comum de tabuas
de madeira para essa finalidade, havendo diversidade até mesmo entre os dois produtores de
uma mesma regido produtora de QMA. Guatambu é a madeira da espécie Balfourodendron
riedelianum, Rutaceae popularmente denominada como guatambu, guatambu blanco ou pau-
marfim. Possui caracterizacdo de 15% de umidade, além de odor e sabor imperceptiveis (IPT,
2024a).

Muiracatiara pertence a espécie Astronium lecointei Ducke, Anacardiaceae. Conhecida
como aderno-preto, aroeira, aroeirdo, baracatiara, goncaleiro, goncalo-alves, maracatiara,
maracatiara-branca, maracatiara-vermelha, muiracatiara-rajada, muiracatiara, muiraquatiara,
sanguessugueira. Possui caracterizagao de 15% de umidade e odor e sabor imperceptiveis (IPT,
2024b).

As madeiras Guatambu e Muiracatiara sdo consideradas madeiras nobres e as espécies

de madeiras nobres e macias, sdo tradicionalmente utilizadas como meio tecnoldgico,
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responsavel por colaborar como desenvolvimento sensorial adequado ao produto ao qual se
destina, sendo empregado madeiras como o carvalho, a cerejeira e 0 abeto, na producéo de
vinho, vinagres e na maturacdo de queijos. As trocas higroscopicas e microbioldgicas, séo
essenciais nesse processo. Tanto que na Franca, mais de 20 espécies de madeira sdo permitidas
na producdo e contato direto com alimentos (IPT, 2024a, 2024b; Ismail et al., 2017; Montibus,
2016).

O tradicionalismo da producdo dos queijos artesanais eleva o produto a um nicho de
produtos tradicionais com tipico aroma em razdo do terroir, em virtude das técnicas
transmitidas de geracdo para geracdo, pelas espécies e estirpes microbianas colonizadoras
ambientais e pela colaboracdo evidente dos equipamentos e materiais, como a madeira que
colaboram na formacao de biofilmes microbianos e contribuem na distingdo e no carater tipico
do produto (Didienne et al., 2012).

Assim como o queijo que as prateleiras comportam, a madeira € um produto da natureza
em continuo desenvolvimento, ela jamais fornece medidas ou valores fixos e constantes,
portanto como sdo escassos 0s dados na literatura sobre as variaveis fisicas do material em
relacdo a alimentos, usaremos as informacGes como base de correlagdo, uma vez que cada
espécie conta por si s6 com grande variabilidade da estrutura interna do lenho e com
caracteristicas proprias. No entanto, quando a tdbua alcanca seu estado de equilibrio entre a sua
umidade e a umidade relativa do ambiente, toma-se como média a umidade de equilibrio
higroscépico e essa sera a considerada ao longo de seu uso, ou seja, € a umidade natural da
tabua quando, esta apta para ter iniciada a sua utilizacdo em produtos ou estruturas (Moreschi,
2012).

Para ambas as madeiras desse estudo a umidade de equilibrio higroscépico foi de 15%.
O controle do teor de umidade da madeira € indispensavel para evitar o ataque de fungos e uma
forma eficiente de controle, é optar por madeiras que tenham como teor de umidade de uso,
valores abaixo de 20% (Moreschi, 2012). Tomada a hipdtese de que a diferenca do valor de
umidade de uso da tabua, pela umidade aferida da tabua que contendo os queijos, seja parte da
umidade absorvida do queijo, sob a influencia da UR, temos entdo no verdo, por diferenca
simples, equilibrio entre umidades aferidas das tabuas e umidade de equilibrio higroscopico,
sendo o resultado dessa diferenca atribuida a umidade natural do queijo que foi determinada
por analise fisico-quimica.

Buscando avaliar a eficiéncia do processo de maturacdo de queijos tradicionais em
tabuas de madeira, no controle de Listeria monocytogenes, Ismail et al. (2017) inocularam as

tdbuas com L. monocytogenes. Como controle determinou o nivel de umidade das tabuas e
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monitorou com higrémetro, controlado em cerca de 10,9 + 3,3% na tabua seca, até 89,6 + 17,2%
apos receberem o queijo fresco, analisando por 20 dias. Apesar da umidade inicial na tAbua com
queijo fresco, a umidade da tabua atingiu equilibrio e a transferéncia de microrganismo também
estacionou em 15 minutos e ndo houve diferenca significativa nas taxas de transferéncia das
tdbuas para as cascas dos queijos tanto os frescos, como os maturados. A adesdo dos
microrganismos a tabua foi o fator diferencial, livrando a superficie receptora do patogeno.

De modo destoante, para os valores aferidos neste trabalho, mas ainda dentro do
verificado por Ismail et al. (2017), no inverno, o produtor M apresenta na tabua de tempo zero,
elevada média de umidade (73,4%). No entanto, essa medida pode ser atribuida a adaptacao no
processo produtivo dos queijos no inverno, onde, como meio de compensacéo da umidade do
ar relativamente reduzida, se produz um queijo com tamanho dos grdos aumentado e com maior
teor de umidade, bem como pode ter sido reduzida a pressdo manual na enformagem dos
queijos, fazendo que mais umidade fosse desprendida sobre a tabua (Castro, 2019; Costa Junior
etal., 2014).

Outra forma natural de minimizar possivel contaminacao € a persisténcia de algumas
BAL, como Enterococcus faecallis que foram identificados em materiais de madeira, usados
na preparacdo de queijos tradicionais italianos como Caciocavallo Palermitano, elaborados a
partir de leite cru. Tais bactérias tem capacidade de formar biofilmes na superficie da cuba de
madeira, colaborando de modo efetivo no desenvolvimento do aroma, em razdo de
caracteristicas bioquimicas préprias, envolvendo citrato na producdo de compostos volateis
aromaticos e na aceleracdo do processo de maturacdo (Grigoli et al., 2015).

A umidade relativa do ar ideal para o ambiente de maturacdo, segundo Sobral et al.
(2017) é de 85%. Contudo, ambos os ambientes de maturagcdo das instalagdes ndo eram
climatizados e 0s queijos maturados em temperatura ambiente. Portanto, nenhum dos ambientes
de maturacdo, independente da estacdo do ano obtiveram essas médias, o que leva a
possibilidade de os queijos estarem susceptiveis a trincas em sua casca, por perderem
excessivamente umidade para o meio. Porém ha na literatura estudos que afirmam que
temperatura de 20£2 °C e umidade relativa de 77,5+7,5% contemplam o que € necessario para
uma maturacdo adequada, favorecendo o crescimento das BAL dos queijos artesanais de casca
lisa (Marcondes, 2020; Spinnler, 2017).

Quando em excesso a umidade relativa do ar influencia na microbiota, onde favorece a
manutencdo e a dispersdo dos microrganismos nos aerossois, em virtude da maior umidade.

Dentre os microrganismos favorecidos, encontram alguns isolados identificados em nossas
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amostras ao longo deste estudo, como Micrococcus spp., bastonetes Gram-negativos, Bacillus
spp., Corynebacterium spp., coliformes e outros (Salustiano, 2002).

4.2 ldentificacdo das bactérias por MALDI-TOF MS

Neste estudo completo, apos plagueamento, foram obtidos 373 isolados identificados,
havendo sido inicialmente agrupados em virtude de suas semelhancas morfoldgicas, a partir dai
sendo selecionados e submetidos a identificacdo protedmica que culminou na identificacdo de
61 espécies de microrganismos diversos. Destes isolados, para o produtor G, entre as coletas
do periodo de chuva e seca, foram identificados 114 isolados para os queijos, 63 isolados para
as tabuas de maturacdo e 15 isolados para o ambiente de maturacéo. Nestes mesmos periodos,
para o produtor M, foram identificados 114 isolados para os queijos, 42 isolados para as tabuas
de maturacgéo e 25 isolados para 0 ambiente de maturagdo, conforme o discriminado na Figura
5 (Apéndices F e G).
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Figura5 - Isolados identificados por MALDI-TOF, em cada ponto amostral* e tempo de analise

(verdo e inverno).
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Fonte: Da autora (2024).

A andlise do MALDI- TOF gerou a identificacdo da diversidade de 5 géneros de BAL,
5 géneros de fungos filamentosos e leveduras e o restante de microrganismos que podem ser
classificados como aerébios mesofilos.

Dos pontos amostrais do produtor G para as Bactérias Acido Laticas, identificamos trés
géneros, sendo as espécies Lactiplantibacillus plantarum, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus curvatus, Lacticaseibacillus paracasei, Enterococcus dispar e Lactobacillus
parabuchaieri.

Lactiplantibacillus plantarum foi a BAL predominante neste estudo, em 21 de 28 pontos
amostrais das analises, nas tdbuas de maturacdo, no queijo fresco e no queijo maturado.
Também representou a maioria de isolados identificados (67%), nos pontos amostrais do
produtor G, seguido por Leuconostoc mesenteroides (20%) incluindo casca e centro dos
queijos. De modo a detalhar os identificados no periodo do verdo, além das bactérias citadas,
Lactobacillus curvatus também foi identificado no queijo maturado, em sua casca, e na tabua
de maturacdo do queijo fresco. A presenca de bactérias em comum aos queijos e as tdbuas sobre
a qual maturam deve-se a transferéncia direta no decorrer do tempo de contato, ao longo da
maturacdo (Montibus et al., 2016).

Enterococcus dispar foi identificado a partir de um unico isolado da casca do queijo

fresco. Lactobacillus parabuchaieri também se tratou um Gnico isolado, pertencente a amostra
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de casca do queijo maturado, havendo nas amostras destes queijos maturados, a presenca de
Lacticaseibacillus paracasei em sua casca.

Enterococcus dispar € um microrganismo pertencente a um grupo de bactérias
heterogéneas, encontradas em alimentos, sendo no Brasil mais presente em queijos, por fazerem
parte de sua microbiota natural (Porto et al., 2016). No entanto, essa espécie é encontrada neste
produto em menor frequéncia que o Enterococcus faecalis, identificado na tabua do queijo
maturado (Scheidegger, 2009). A presenca de bactérias do género enterococos gera dupla
expectativa, pois atuam como bioconservantes, ao produzirem bacteriocinas ativas contra
patdgenos e favorecendo as caracteristicas sensoriais do queijo. Mas sdo portadores de genes
de fatores de viruléncia como atividade hemolitica e resisténcia a antibiotico, o que pode gerar
preocupacdo (Luiz et al., 2016; Porto et al., 2016)

Além de BAL, como microrganismos contaminantes, foi evidenciada a presenca de
isolados de Citrobacter freundii nas amostras de casca e centro do queijo maturado, S.
saprophyticus nas tdbuas de maturacdo de ambos o0s tempos, e na tabua do queijo maturado,
Kocuria spp. e Pantoea agglomerans. As Citrobacter spp., Pantoea spp., Klebsiella spp.,
Morganella spp., Proteus spp., entre outras, sdo membros da familia Enterobacteriaceae,
relevantes em alimentos e sdo comuns em quase todo o meio ambiente, como no solo e na gua.
Muitas das espécies sdo patogénicas para plantas e animais, ocasionando perdas econdémicas
para o mercado do setor, ja Klebsiella e Citrobacter freundii séo responsaveis por causar mastite
bovina (Silva et al., 2010).

Dentre os fungos filamentosos e leveduras isolados, das amostras do queijo fresco,
Kluyveromices lactis foi a Unica levedura confirmada e visualmente predominante no método
de cultivo por meio seletivo DRBC. Ja para as amostras do queijo maturado, além desta espécie,
na casca foi encontrado Trichosporon coremiiforme e Trichosporon japonicum no centro do
queijo. Todas essas espécies até agora citadas, acrescidas de Candida parapsilosis e Candida
catenulata foram identificadas nas tabuas de maturacdo do queijo TO e T22 para ambos 0s
produtores.

Os microrganismos encontrados nos queijos e nas tabuas sdo reflexo da ecologia
microbiana do ambiente de maturagcdo. Ou seja, apresentaram qualitativamente em sua
diversidade os microrganismos mesofilos Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Rhodococcus
Rhodochrous, Microbacterium paraoxydans e as leveduras Trichosporon coremiiforme,
Trichosporon japonicum e Kluyveromices lactis.

No periodo de seca, para as amostras do mesmo produtor (G), foi possivel realizar a

identificacdo de duas espécies de BAL, Leuconostoc mesenteroides e Lactiplantibacillus
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plantarum, para ambos os tempos de maturagdo, mantendo a predominéncia de L. plantarum,
entre os isolados de todas as suas das amostras. As tabuas de maturacdo de ambos os periodos,
TO e T22, apresentaram L. plantarum como identificacdo dos isolados de BAL predominante
destas amostras.

Candida intermedia foi identificada em um terco das amostras do queijo fresco, ja para
0s queijos maturados, entre fungos e leveduras, foram identificados Trichosporon japonicum
em duas das trés repeticdes das amostras e Geotrichum silvicola nas trés. A tdbua de maturagédo
do queijo fresco exibiu uma outra espécie do género Candida spp., apresentando Candida
catenulata e Kluyveromices lactis. J& a tAbua dos queijos T22, continha Candida parapsilosis,
Geotrichum silvicola e Kluyveromices lactis. Com exce¢cbes como o novo achado de
Geotrichum silvicola e a ndo identificacdo de T. coremiiforme, as tdbuas apresentaram padrdes
semelhantes de diversidade desta classe de microrganismo.

Dentre os isolados de microrganismos aerobios mesofilos, os queijos frescos tiveram
identificados em suas amostras Klebsiela pneumoniae e Pseudomonas spp. na casca e no centro
do queijo; Escherichia coli e Enterobacter cloacae na casca do queijo. Os queijos com 22 dias
de maturacdo também apresentaram Klebsiela pneumoniae e Kocuria spp. em todas as
amostras; Staphylococcus saprophyticus nas amostras da casca do queijo; Enterobacter cloacae
e Staphylococcus xylosus no centro do queijo. As tabuas de maturacdo de ambos os tempos,
seguiram apresentando Klebsiela pneumoniae e a do TO apresentou além deste microrganismos,
Raoutella ornithinolytica.

As tabuas de madeira podem ser utilizadas para a maturacdo, mas € necessario manter
atencdo as suas condicOes e possivel contaminacdo, para que ndo haja o risco de que elas
contaminem o produto, principalmente por ser um processo que se relaciona com umidade e o
queijos frescos sdo mais Umidos (Silva; Marques, 2022), como demonstrado nos dados das
analises fisico-quimicas e mantiveram a maior carga microbiana em relacdo as tabuas do queijo
maturado.

Ja o ambiente da sala de maturacdo, do produtor G, no periodo de seca, através das
placas de sedimentacdo dispostas nele, revelaram Staphylococcus equorum, Staphylococcus
saprophyticus, Agrococcus terréus, Acinetobacter schindleri, Pseudomonas stutzeri,
Pseudomonas putida, Arthrobacter spp. A sazonalidade pode ter influenciado na diferenca da
diversidade destes microrganismos em relacé@o a coleta anterior, uma vez que as estacdes do
ano interferem diretamente em relagdes climaticas, refletidas no ambiente, na qualidade do leite

e em consequéncia, na do queijo (Oliveira; Bravo; Tonial, 2012).
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Outrora, para os pontos amostrais do produtor “M”, identificamos trés géneros de
Bactérias do Acido Lético e as seguintes espécies: Lactococcus latis, Lactiplantibacillus
plantarum, Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus brevis. Especificamente para o produtor
M, a espécie de BAL predominante em suas amostras foi de Lactococcus latis com cerca de
76% das amostras, seguido por Lactiplantibacillus plantarum. Segundo a literatura, para 0s
QMAs da regido do campo das Vertentes, a microbiota se compde predominantemente de
bactérias do géneno Lactococcus (Lactococcus lactis e Lactococcus garvieae), seguido por
Lactobacillus acidipiscis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus rhamnosus, além de ter a presenga de Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium e, Pediococcus acidilacticis (Castro, 2015; Kamimura et al., 2019; Penna
etal., 2021).

Na coleta do periodo de chuva isolados de Lactococcus latis foram identificados em
todas as amostras do queijo fresco e na sua casca, em conjunto, foi identificado Leuconostoc
mesenteroides. Para o queijo com 22 dias de maturagéo, as BAL identificadas na casca foram
Lactococcus latis e Lactobacillus brevis no centro do queijo. Lactobacillus brevis é uma Bal
relacionada na producdo de enzimas proteoliticas, como a aminopeptidases, €
heterofermentativa. Essa bactéria desenvolve um relevante trabalho na producdo de
aminoacidos livres que estdo relacionados direta ou indiretamente, no aroma e sabor dos
produtos (Castro, 2015; Pereira; Santana; Santos, 2020). A identificacdo de isolados dessa
espécie no periodo chuvoso, bom como de L. plantarum é algo comum e esperado, segundo
Luiz et al. (2016).

As BAL mesofilicas sdo constituidas de cepas acidificantes ou um conjunto de BAL
acidificante e fermentadora de citrato, composto que é convertido em diacetil, responsavel pelo
sabor amanteigado dos queijos. Em especial, para as BAL heterofermentativas, sua utilizacédo
em alimentos é relevante por sua capacidade de produzir compostos aromaticos. Lactococcus
lactis ssp. lactis, L. plantarum e L. mesenteroides possuem cepas que convertem citrato em
diacetil. L. mesenteroid es é muito utilizado em produtos lacteos como microrganismo
aromatizante, pois além do diacetil, CO> e acetoina a partir do citrato, desempenha funcéo nas
qualidades fisicas de queijos, como a textura e producdo de olhaduras em queijos tradicionais
como Manchego, Danbo, Gouda e outros (Bruno; Carvalho, 2009; Dellaglio et al., 1995).

Como contaminante do queijo do TO, havia E. coli e Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus na casca e no centro do queijo; Morganella morganii na casca do queijo
maturado. Quando submetido a métodos dependentes de cultura, ndo houve confirmacdo de

estafilococos coagulase positiva para esta amostra, sendo a técnica de identificacdo protebmica
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muito relevante neste caso, pois além de identificar nas amostras do queijo fresco, confirmou a
identificacdo de Staphylococcus aureus na amostras do queijo maturado. S. aureus pode ter tido
origem na matéria prima, ou na elevada manipulacdo do queijo, ja que o produto passa por
prensagem manual, processo de salga, viragem e lavagem ou toillet, favorecendo a
contaminacdo microbioldgica. Esse microrganismo é um indicador de falha higiénica, ou de
mastite contagiosa no rebanho, causador de doenca caso o alimento com a enterotoxina
estafilococica seja consumido (Borelli et al., 2011; Camargo et al., 2021; Ledo et al., 2020;
Oliveira, 2014).

Trichosporon japonicum predominou nos identificados de fungo e leveduras da casca
do queijo maturado, além da identificacdo de Kluyveromyces lactis e Candida catenulata. J&
Geotrichum candidum foi encontrado no centro do queijo. A casca do queijo é afetada pelas
influencias do ambiente, pois a0 microrganismos que ja estdo presentes nas superficies de
maturacdo e processamento, entraram em contato direto com 0s novos queijos produzidos,
permanecendo viaveis por dias ou meses (Quijada et al., 2018; Souza et al., 2021).

Assim como o observado entre os isolados identificados das tdbuas de maturacdo do
outro produtor, elas tendem em refletir a maioria da diversidade dos identificados de fungos e
leveduras dos queijos que estavam depositados sobre elas, havendo isolados de Kluyveromyces
lactis, Trichosporon Japonicum e Candida catenulata na tdbua de maturacdo dos queijos do
tempo zero, com contaminacdo de S. saprophyticus e Bacillus cereus, além de Candida
parapsilosis, Kluyveromyces lactis e Candida catenulata em tabuas que continham queijos com
22 dias de maturacdo e como contaminante Staphylococcus spp., Kocuria spp. e Lysinibacilus
boronitolerans.

Algo interessante em se observar, é que mesmo que as tdbuas mantivessem em sua
superficie, isolados de leveduras e fungos que estavam presentes no queijo, contaminantes
como E. coli e S. aureus, ndo foram identificados como transferidos para as tabuas, neste
trabalho. Em um trabalho realizado por Montibus et al. (2016) ao inocular tdbuas de madeira
com E. coli e com Penicillium expansum, para posterior armazenamento de macéas, observou
que as células bacterianas possivelmente eram mais sensiveis e houve morte celular deste grupo,
jaas células fangicas eram mais resistentes e que o teor de umidade da madeira ndo influenciou
nas trocas microbianas com o alimento, gerando evidéncias, as quais também podemos verificar
em algumas amostras neste trabalho, que microrganismos, como bactérias gram-negativas e
alguns esporos de fungos, que contaminam corriqueiramente alimentos ao longo do seu

processo produtivo, ndo se transferem facilmente da madeira para os alimentos.
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O ambiente de maturacéo neste periodo de chuva mostrou vasta diversidade qualitativa
de microrganismos identificados, sendo eles: Paenarthrobacter ureafaciens, Acinetobacter
iwoffii, S. xylosus, Staphylococcus sciuri, Micrococcus luteus, Staphylococcus capitis,
Lysinibacilus boronitolerans, Staphylococcus chromogenes, Acinetobacter schindleri e
Kocuria spp., além de Trichosporon coremiiforme, Aspergillus fumigatus, Candida
duobushaemulonii, Candida intermedia. Dentre os microrganismos encontrados, deve-se maior
atencdo a presenca de Aspergillus, um fungo sazonal do ambiente, presente em vegetacdo
decompostas, excrementos e compostagens, mas com capacidade colonizar ambientes internos,
pois produz esporos pequenos, secos e facilmente aerossolizados, passando facilmente por
aberturas de portas e janelas. Quando aspirado pode causar rinite, alergias e colonizar as vias
brénquicas dos asmaticos, causando asma grave e baixa funcdo pulmonar (Fukutomi;
Taniguchi, 2015).

O periodo de chuvas se caracteriza por altas temperatura e elevada umidade do ar, o que
confere em maiores contagem microbioldgicas, estatisticamente, na contagem de aerdbios
mesofilos dos queijos, nesta sazonalidade, o produtor M também havia se destacado (Castro,
2015; Dores et al., 2013). Um fator que pode vir a influenciar a maior contagem e/ou
diversidade microbioldgica no periodo de verdo, refere-se ao ambiente externo a queijaria, pois
a inexisténcia de arborizagdo que incide em sombra nas instalagdes, favorece a incidéncia de
radiacéo solar sobre a estrutura predial, o que pode elevar a temperatura superficial externa com
reflexo ao ambiente interno (Matheus et al., 2016)

Para as amostras coletadas no inverno, dentre os isolados identificados destacou-se
Lactiplantibacillus plantarum., nas amostras de queijo fresco e maturado, tanto na casca como
no centro, além de presente nas tdbuas de maturacdo dos queijos, tendo sido também encontrado
Leuconostoc mesenteroides, na tabua do queijo fresco.

Os contaminantes do queijo fresco deste periodo foram Kocuria sp, Staphylococcus
xylosus, Staphylococcus aureus, Citrobacter freundii e Klebsiela oxytoca e E. coli no centro do
queijo. J& no queijo maturado foi possivel identificar Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus aureus na casca e no centro do queijo, Proteus vulgaris e Staphylococcus
xylosus na casca e Morganela morganii no centro do queijo.

As tabuas de maturacdo dos queijos frescos continham isolados identificados de
Candida intermedia, Candida catenulata e Geotrichum candidum, entre fungos e leveduras,
sendo contaminadas por Pseudomonas montelli, Kocuria spp. e Staphylococcus xylosus. Nas
tdbuas do queijo maturado foi identificado Candida intermedia, Geotrichum silvicola e

Kluyveromyces lactis em sua populacdo de fungos e leveduras e como contaminantes houve
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identificacdo de isolados de Exiguobacterium spp., Enterobacter cloacae e Staphylococcus
saprophyticus.

Do ambiente de maturacdo do produtor M no inverno, foi possivel identificar isolados
de Brevundimonas diminuta, Bacillus cereus, Rhodococcus corynebacteroides,
Curtobacterium albidum, Kocuria spp., além de Candida intermedia e Geotrichum silvicola. A
predominancia de um ambiente anaerdbico no interior do queijo, limita a presenca de
microrganismos exclusivamente aerdbicos, como Pseudomonas, Brevibacterium, Bacillus e
Micrococcus, a superficie dos queijos e ao ambiente onde se encontram (Perry, 2004).

No que tange as BAL, sdo capazes de desenvolver protagonismo nas dindmicas
bioquimicas do periodo de maturacdo, como protedlise e lipolise, colaborando
significativamente na construcdo aromatica e sensorial do queijo. Seguindo 0 que esta
correlacionado na literatura, a microbiota dos queijos confirmou a presenca de Bactérias Acido
Léticas, tradicionalmente reconhecidas como iniciadoras da fermentacdo, 0s géneros
Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc (Pereira; Santana; Santos, 2020).

Especificamente neste estudo, ao identificarmos a microbiota autdctone dos queijos,
para o produtor M, verificamos Lactococcus lactis como a BAL de maior destaque no verao,
indo de acordo com as afirmacOes de que Lactococcus lactis apresenta a maior prevaléncia de
uso em culturas starter mesofilicas, sendo normalmente predominantes em queijos frescos,
como os coletados neste estudo, podendo sua presenca reduzir no decorrer da maturacao
(Abarquero et al., 2023; Blaya; Barzideh; Lapointe, 2018). Em toda sistematica envolvendo a
maturacdo, as BAL sdo de suma importancia, exercem papel relevante na acidificacao,
produzem metabolitos relevantes com desempenho antimicrobiano, dentre eles os acidos
organicos, etanol, peroxido de hidrogénio, diacetil, CO- e bacteriocinas (Castro, 2015; Pereira;
Santana; Santos, 2020).

Havendo consonancia entre ambos 0s produtores e ambas as sazonalidades a
identificacdo Leuconostoc mesenterdides, na composicdo da microbiota do queijo demostra
forte correlacdo entre Leuconostoc spp. e a producédo de diversos compostos volateis, estando
essa bactéria presente em outros alimentos fermentados como café, kimchi, e seja como
fermentadora adjuvante ou dominante, pode colaborar significativamente com o
desenvolvimento do sabor do alimento, onde em produtos inoculados, ocorre a formagéo de
ésteres de acidos graxos de cadeia curta, a partir da esterificacdo de alcoois junto com acidos
graxos de cadeia curta, por enzimas destes microrganismos, colaborando para o
desenvolvimento de um sabor Unico, ja que sdo responsaveis por conferir especialmente os

aromas frutados, florais, doces e lacteos (Tian et al., 2023; Xu et al., 2021).
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Um grupo também identificados entre as amostras e que possuem grande relevancia nos
queijos artesanais sdo as bactérias que ndo fazem parte da cultura iniciadora e sdo definidas
como bactérias laticas ndo starter (non starter lactic acid bacteria — NSLAB), autoctones do
leite, do ambiente de ordenha e de producdo dos queijos. Ao contréario das culturas starters
homofermentativas, as NSLAB sdo heterofermentativas, havendo destaque neste estudo para a
identificacdo de L. plantarum spp., além de L. curvatus, Enterococcus faecalis, Enterococcus
spp. e L. paracasei. Bluma e Ciprovica (2016) justificam a variacdo dos microrganismos deste
grupo, encontrados entre os produtores, em razdo das espécies sofrerem influencia da
sazonalidade, da origem do leite e do periodo de maturacdo do queijo. Ademais, podem formar
biofilmes e manter o processo de recontaminagdo (Hansen, 2017), em especial nas tdbuas, onde
foram encontradas e puderam manter contato constante com 0s queijos.

Houve diversidade a identificacdo de isolados de fungos e leveduras, corroborando com
a identificagcdo de Souza et al. (2021), ao confirmar a identidade dentre os isolados do queijo
minas artesanal do Serro e do ambiente de maturacdo, por MALDI-TOF, de Kluyveromyces
lactis, Candida spp., Geotrichum candidum e Trichosporon Japonicum. Santos (2021), ao
utilizar a mesma técnica de identificacdo, também observou no queijo maturado produzido na
regido da Canastra, a partir do leite cru, em sua comunidade de fungos e leveduras,
representativa populacdo de Trichosporon Japonicum, Candida catenulata, Trichosporon
coremiiforme, Geotrichum candidum e Kluyveromyces lactis. Estes microrganismos sdo
capazes de influenciar na composicdo dos compostos aromaticos dos queijos, pois através da
acdo de lipases e proteases colaboram na construcédo sensorial dos queijos, como na producao
de notas frutadas, amanteigadas, adocicadas, entre outras. Em especial, Kluyveromyces lactis,
levedura predominante entre as amostras deste estudo, possui a capacidade de atuar no centro
do queijo, onde normalmente ndo predominam leveduras, sendo capaz de reduzir a acidez da
massa e produzir compostos aromaticos. (Atanassova et al., 2016; Santos, 2021; Suzuki-
Iwashima et al., 2020). Essa levedura esteve presente principalmente nos queijos do produtor
G, mas como foi identificada em isolados das tabuas de maturacdo de ambos os tempos e
sazonalidades, é possivel que se fizesse presente na populacdo da massa do queijo também do
produtor M.

Compondo os pontos amostrais, as tabuas e o ambiente de maturacdo, dentro da
diversidade de isolados identificados tiveram destaque na contaminagdo pelo género
estafilococos, sendo o contaminante comum em 25% dessas amostras. Busetta et al. (2024) ao
analisarem tdbuas de maturacao, entre as dezenas de microrganismos mesofilos isolados a partir

do meio PCA, também verificaram esse género em predominio, sendo que identificaram a
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espécie Staphylococcus equorum como mais abundante nas amostras, em um minimo de
27,77%, além da presenca de Staphylococcus sciuri. Na casca do queijo, assim como neste
estudo, a diversidade de isolados originados a partir do meio PCA foi elevada com predominio
do género estafilococos entre as amostras. Estafilococos € um relevante contaminante, gerando
preocupacdo em relacdo a sadde publica, j& que alguns de seus isolados sdo capazes de produzir
enterotoxinas que podem provocar intoxicacao alimentar (Oliveira et al., 2011).

Outro género identificado em 32% das amostras desse estudo, foi Kocuria spp. Caldeira
et al. (2024) ao analisarem tabuas de maturacdo de queijo fresco artesanal da Serra Geral,
identificaram isolados desse género em duas amostras, provenientes de dozes propriedades
avaliadas. Para Bartlett et al. (2022), algumas espécies podem ser caracterizadas como um
patdgeno humano. Dentre estes Kocuria rosea, € um microrganismos comensal a microbiota da
pele e da mucosa humana, podendo ser responsaveis por acometer infec¢bes gerais, estado
inflamatorios de 6rgdos peritoneais e sepse (Kohl et al., 2020).

A diversidade na identificacdo de outros microrganismos indesejaveis, como
Staphylococcus aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus, Proteus vulgaris,
sugerem a necessidade de adequacdo das condicdes higiénicas, uma vez que algumas espécies
destes microrganismos podem gerar infeccbes com origem em alimentos e serem
multirresistentes a antibioticos (Frazdo et al., 2021; Neres L.; Neres J., 2023). Além destes, 0s
patdégenos oportunistas do género Pseudomonas e os Proteeae, que além de P. vulgaris,
comporta M. morganii e sdo microrganismos comuns a microbiota fecal, podendo estar
presente na dgua e no solo e capazes de provocar bacteremias severas, foram identificados

nas amostras (Bush; Vazquez-Pertejo, 2022).

4.3 Analise Microbioldgica e de Qualidade

A contagem da populacdo microbiana das cascas e centros dos gqueijos, encontram-se na
Tabela 5. A analise microbiologica por métodos dependente de cultivo, foi realizada a fim de
determinar a qualidade dos queijos analisados, com base nos parametros estipulados pela
Legislacdo Estadual vigente e especifica para o Queijo Minas artesanal (IMA, 2021a).

Em relacdo as variaveis a serem destacadas em razdo da sazonalidade e influéncias
climaticas, elas sdo observadas devido a existéncia do verdo, um periodo chuvoso, com altas
temperaturas e alta umidade relativa do ar, em contra ponto ha o inverno, um periodo seco,
onde as chuvas sdo mais escassas, ha queda das temperaturas e da umidade. Tais caracteristicas

tendem a colaborar com a multiplicagdo dos microrganismos no verdo, favorecendo assim a
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contaminac&o do leite cru, por haver maior quantidade de sujidades no rebanho a ser ordenhado,
com respectivo aumento de moscas circulante que poderdo chegar até o queijo em periodo de
maturacao (Figueiredo, 2018).

Assim como recomenda a legislacdo, houve auséncia de Salmonella spp. e de Listeria
monocytogenes nas amostras dos queijos, bem como também ndo foram detectadas nas
amostras das tdbuas de maturagdo. A auséncia de Salmonella spp, pode indicar que este
patdgeno ndo estava presente na matéria prima e que a manipulagéo posterior do produto foi
adequada e ndo propiciou contaminacdes cruzadas (Castro, 2015). Ja para Listeria, queijos
produzidos com leite ndo pasteurizado podem dificultar a sobrevivéncia do microrganismo, ja
que a microbiota natural do leite, especificamente BAL, podem estar em maior populacédo e
inibi-la (Gerard et al., 2018).

Staphylococcus coagulase positivo podem estar em um limite maximo de 1x10° UFC/
g, segundo os parametro microbioldgicos aceitaveis da legislacdo. Nas amostras de queijo do
tempo zero, de ambas as estacOes e de ambos os produtores, ndo houve confirmacao de colonias.
No entanto, 0s queijos maturados dos dois produtores, na regido central dos queijos,
apresentaram contagens do microrganismo no inverno, mas sem diferenca significativa em
virtude da sazonalidade. A contagem do centro do queijo produtor M, para essa classe de
microrganismos, foi em ndmero inferior ao reprovado pela legislagdo (2,4 x102 UFC/ g) e do
produtor G logo acima do méaximo permitido, 1,4 x10° UFC/ g. No verdo a contagem média
destas amostras centrais do produtor M, também podem ser consideradas reprovadas, segundo

a legislacéo, por constituirem 3,0 x10° UFC/ g de Staphylococcus coagulase positivo.



Tabela 5 - Variacdo da populacdo microbiana, dos queijos minas artesanais produzidos no Campo das Vertentes e maturados por 22 dias?.
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Casca dos queijos Centro dos queijos

Contagem Produtor G Produtor M Produtor G Produtor M
microbioldgica  Inverno | Verdo Inverno | Verdo Inverno | Verdo Inverno | Verdo
Log UFC/ g TO T22 TO T22 TO T22 TO T22 TO T22 TO T22 TO T22 TO T22
Aerdbios 6.57+ 6.21+ 6.69+ 6.44+ 6.25+ 6.25+ 5.30% 6.79+ 6.84+ 6.14+ 7.33t 599+ 6.98% 573t 5.09+ 461+
mesofilos 0.417¢" 0,182 (0.317¢" 0.247¢" 0.127¢"  0.12%  0.76%"" 0.06" 0.03%" 0.074 0.02%" 0.01%" 0.06%"  0.04"*" 0.18%¢  (.07B2™
Staphylococcus ~ NA NA NA NA NA NA NA NA NA 299+ NA NA NA 238t NA 3.48+
coagulase 0.32%" 0.09 0.00%"
positivo
Fungos 6.07+ 583+ 6.03+ 512+ 3.73% 497+ 517+ 5.01+ 553+ 4.14+ 539+ 488+ 3.46% 476+ 491+ 4,55+
filamentosos e 0.207¢" 0.33A¢" (.224¢" (.22A¢" (0,238 0.83A"  (.124¢"  (0.23%" 12047 (0.43%" 0104 1.15% 0.058Y™  0.04%%" 0.04%"  0.05%"
leveduras
BAL 9.50+ 9.12+ 8.65+ 8.06+ 8.87+ 8.39+ 8.93+ 7.84+ 9.72+ 9.25+ 9.14+ 7.79+ 9.36% 9.31+ 9.44+ 8.04+

0.317%"  0.10"" 0.66% 0.17% 0.16%"  0.074%" 0.46°%"  0.08%"  0.07A 0.08%" 0.04%" 0.028Y" 0.08%"  1.11%" 0.03%"  0.03BY"
Coliformes 171+ 139+ 0.00+ 189+ 1.34+ 3.04+ 2.01+ 1.45+ 139+ 050+ NA 292+ 1.26% 1.32+ 0.98% 0.66+
totais 1.15%"  0.74"% 0.008  0.27%%" 0.19%  0.00%"  0.90%"  0.16%"  0.08"*" 0.05%" 0.224 0.077%"  0.34°" 0.10%"  0.27°
Coliformes 2.02+ 078+ 046+ 1.24+ 0.46x 1.50+ 2.25+ 0.66+ 1.05+ 046+ NA 1.99+  1.46+ 0.53+ 145+ 0.49+
termotolerantes  0.96°%"  0.47°°" 0.00%" 0.65°%" 0.008%" 0.824" 0717  0.27°%"  0.33%" (.00%"" 0.35%" 0.47°%"  0.05°" 0.37%  0.05%"

IMédiatDesvio padrdo sdo apresentados. Letras maitsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia das
estacdes do ano sob o produtor e o tempo. Letras minGsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia dos
tempos de maturacdo sob o produtor e as estagdes do ano. Os asteriscos apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a
influéncia do produtor sob o as estagdes do ano e o tempo de maturagdo do queijo. TO= Queijo fresco; T22= Queijo com 22 dias de maturacdo na queijaria;
NA= Contagem ndo aplicavel por auséncia de crescimento microbiano.

Fonte: Da autora (2024).
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A Sazonalidade exerceu influéncia significativa com menor contagem no verédo, na
casca do queijo, para a populacio de Bactérias Acido Laticas (BAL) dos queijos fresco e
maturado do produtor G, com 8,65 e 8,06 Log UFC/ g, respectivamente, bem como, para 0s
queijos fresco do produtor M, com 8,93 Log UFC/ g, no verao e 9,36 Log UFC/ g no inverno.
O centro do queijo também apresentou reducdo significativa de BAL, em virtude da
sazonalidade, para os queijos maturados dos produtores G (7,79 Log UFC/ g) e M (8,04 Log
UFC/ g) do verdo, conforme descrito na Tabela 5. O tempo de maturacdo dos queijo exerceu
diferenca significativa, onde as BAL apresentaram menor contagem na casca do queijo fresco
do produtor M, no periodo do verdo e no centro dos queijos dos queijos maturados dos
produtores G e M nesta mesma época do ano. Entre produtores, as cascas dos queijos, maturado
do inverno (8,39 Log UFC/ g) e a do queijo fresco do verdo (8,93 Log UFC/ g), do produtor M,
obtiveram menor populacdo em relacéo ao produtor G, nos mesmos periodos (p<0,05).

A reducdo da contagem total de microrganismos aerébios mesofilos, sofreu influéncia
da sazonalidade (p<0,05), nas populac¢Ges do centro dos queijos do produtor M no verao, tanto
do queijo fresco (5,09 Log UFC/ g), quanto do queijo maturado (4,61 Log UFC/ g). O periodo
de maturacdo reduziu significativamente, a contagem total no centro dos queijos maturados dos
produtores G no verdo (5,99 Log UFC/ g) e do M no inverno (5,73 Log UFC/ g). O centro (4,61
Log UFC/ g) e a casca (6,79 Log UFC/ g) do queijo maturado do produtor M do verdo,
demonstraram diferenca significativa em relacdo aos queijos do produtor G, como visto na
Tabela 5. O centro do queijo fresco do produtor M, também apresentou contagem total
significativamente inferior na relacdo entre produtores.

A menor presenca de fungos filamentosos e leveduras, foi observada na casca (3,73 Log
UFC/ g) e no miolo (3,46 Log UFC/ g) dos queijos frescos do produtor M, no periodo do
inverno, com diferenca significativa em funcédo da sazonalidade, do periodo de maturagédo dos
queijos e em relacdo ao produtor, no mesmo periodo. O tempo de maturacdo também exerceu
influencia significativa, promovendo contagens inferiores, desta classe de microrganismos, no
centro do queijo maturado do produtor G no inverno (4,14 Log UFC/ g).

A contagem de coliformes totais e termotolerantes foi inferior, sob influencia da
sazonalidade, para a casca do queijo fresco do produtor G no verdo (sem contagem e 0,46 Log
UFC/ g, respectivamente) e para o centro do queijo maturado, do mesmo produtor, no inverno
(0,50 e 0,46 Log UFC/ g, respectivamente) (p>0,05). A sazonalidade, de modo significativo,
promoveu menor contagem destes microrganismos na casca do queijo fresco do produtor M no
inverno, apresentando 1,34 Log UFC/ g de coliformes totais e 0,46 Log UFC/ g de coliformes

termotolerantes.
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O periodo de maturacdo de 22 dias, atuou reduzindo a populacdo de coliformes
termotolerantes dos queijos maturados, sendo significativamente observado nas cascas e centro
dos queijo do produtor G no inverno (0,78 Log UFC/ g) e na casca do queijo maturado do
produtor M no verdo (0,66 Log UFC/ g). Entre produtores, destacou-se a menor contagem de
coliformes termotolerantes da casca do queijo fresco do produtor M no inverno (0,46), assim
como do centro do queijo maturado do verdo deste mesmo produtor (0,49), com diferenca
significativa deste queijo, para a populacédo de coliformes totais (0,66 Log UFC/ g) em relacédo
ao produtor G (2,92 Log UFC/ g) nesta mesma época (p<0,05), conforme os dados apresentados
na Tabela 5.

No que tange a populacdo de Staphylococcus coagulase positivo, mesmo que 0
plagueamento e os testes subsequentes de coagulase, ndo tenham levado a confirmacéo, pelo
MALDI-TOF, isolados de S. aureus foram identificados, aléem das amostras dos queijos
maturados. Foram confirmados isolados de S. aureus nas amostras dos queijos frescos do
produtor M, tanto no inverno quanto no verdo, porém nao estavam presentes em suas
respectivas tabuas, 0 que demonstra a importancia da combinacéo entre técnica dependentes e
independentes de cultivo para a identificacdo de microrganismos, mesmo que haja relatos de
que patdgenos potenciais como Staphylococcus aureus e Escherichia coli possam ser contidos
no decorrer da maturacéo (Castro, 2015).

Relatos semelhantes foram demonstrados por Castro et al. (2020) em seu estudo, no
qual obtiveram contagem de estafilococos coagulase positivo de 3,77 log UFC/ g em queijos
minas artesanal do Triangulo Mineiro maturados por 21 dias, no verao. Castro (2015) também
verificou quanto a avaliagdo da qualidade microbioldgica de queijos frescos do Campo das
vertentes cerca de 3 log UFC/ g no veré@o nas contagens de estafilococos coagulase positiva e
cerca de 6 log UFC/ g no inverno.

A presenca de Staphylococcus aureus € um dos problemas relacionados ao consumo de
queijos artesanais produzidos a partir do leite cru, ja que a matéria prima pode veicular este
patdgeno. Nio foi o caso deste estudo, mas Staphylococcus spp. em populagdo superior a 10*
UFC/ g desencadeia a probabilidade de producdo de enterotoxinas nos alimentos, o que é um
palpavel risco ao consumidor (Brumano, 2016; Ledo et al., 2020). Staphylococcus aureus
prevalente em leite e derivados é um indicador de falhas higiénicas no processamento e
manipulagdo do produto ou um possivel indicador de mastite contagiosa no rebanho, ja que este
microrganismo é um dos agentes causadores no gado leiteiro (Borelli et al., 2011; Camargo et
al., 2021).
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Na avaliacdo da qualidade dos queijos pela verificagcdo da presenca de microrganismos
do grupo coliformes totais, de modo semelhante a este trabalho, Castro (2015) ao avaliar a
qualidade dos queijos frescos de queijarias do Campo das Vertentes encontrou diferenca
significativa entre as estacdes, com valor médio de 355 NMP/ g de coliformes a 35°C no
periodo de seca e cerca de 1500 NMP/ g no periodo de chuva. Oliveira (2014) também verificou
a elevada apresentacdo de NMP/ g de coliformes totais no verdo em relagdo ao inverno
(p<0,05). As condigdes climaticas do periodo chuvoso levam a esperar que para este periodo
os valores medianos na contagem de microrganismo do grupo dos coliformes seja mais elevada
do que quando comparado ao inverno. As caracteristicas do periodo interveem fortemente neste
quesito, pois apresenta alta umidade relativa do ar e temperatura, favoraveis a proliferacao
microbiana (Rodrigues, 2021).

Com relacdo aos critérios exigidos pela legislacdo para os QMA maturados, as amostras
ndo seriam reprovadas, pois encontram-se dentro do limite maximo de 5x10° UFC/ g de
coliformes a 35°C e 5x10% UFC/ g de coliformes a 45°C. O grupo dos coliformes totais é
composto por enterobactérias fermentadoras de lactose, originadas do trato gastrointestinal dos
humanos e dos animais de sangue quente, incluindo a este grupo o sub grupo do coliformes
termotolerantes e a sua espécie mais conhecida, a Escherichia coli, uma das também
identificadas nas anélises do MALDI-TOF, junto com Klebsiela spp., entre outras (Silva et al.,
2010).

Oliveira (2014) ao analisar o QMA do Campo das Vertentes, também observou maior
contagem de coliformes a 35°C e a 45°C no periodo do verdo, o que foi observado neste estudo
para o produtor G no queijo maturado. Sa et al. (2021) ao trabalharem com QMA desta mesma
regido verificaram os mesmos achados para estas analises, onde a maturacdo em algumas
amostras foi eficiente em reduzir a populacéo de coliformes totais, quando a época do ano nao
foi um fator diferencial. Quando néo é possivel a reducéo dos coliformes a 30°C nos queijos, a
elevada presenca desse grupo de microrganismos pode vir a provocar deterioragdo, causando
um defeito muito comum, o estufamento precoce, provocado pela fermentacdo da lactose e
producdo de CO; e H» gerando bolhas que estufam pontualmente o queijo (Oliveira, 2014).

Neste estudo, se confirmou por técnica independente de cultivo, a presenca de
coliformes termotolerantes na amostra de queijo fresco do verao do produtor M, onde 60% de
isolados de E. coli confirmados em anélise no MALDI-TOF, foram provenientes destas
amostras, onde neste queijo, representou cerca de 15% dos seus isolados totais. A origem de
coliformes a 45°C pode estar relacionada a material de origem fecal e falhas no controle de

higienizacdo no processo de producédo do queijo Minas artesanal (Silva et al., 2010).
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No entanto, Segundo Ledo et al. (2020), quando h& a reducdo do grupo de coliformes
no decorrer da maturacdo pode ser um indicativo de que n&o ocorreu recontaminacgao ao longo
da manipulacdo dos queijos. Os processos pertinentes as Boas Praticas de Fabricacao, devem
envolver as etapas de da producdo, envolvendo uma sistematica que garanta os padrdes
minimos de qualidade, prezando pela boa qualidade e higiene da matéria prima (Bezerra, 2008).

Apesar de ndo ser uma classe de microrganismos com distin¢do de analise no parametros
legislativos do QMA, dentro do grupo de microrganismos aerobios mesofilos, enquadram-se
microrganismos que podem se relacionar a qualidade higiénico sanitaria do produto e
influenciar em sua vida util. S&o microrganismos que podem refletir as mas condicGes de
higiene na producdo, processamento e/ou manipulacdo do produto, assim como da falhas e
controle de qualidade da matéria-prima (Seixas et al., 2015; Silva, 2010).

Sé et al. (2021) ao avaliarem 0s queijos minas artesanais da regido do Campo das
Vertentes encontraram contagem desse grupo microbiano entre 8 e 9 ciclos log de UFC/ g.
Neste trabalho observamos médias inferiores a 7 log de UFC/ g, como visto na Tabela 5.

A sazonalidade ndo influenciou como habitualmente visto pelas caracteristicas
climaticas, onde esperava-se que o0 periodo de chuva exercesse maior influéncia no
microambiente. Elevando a contagem de microrganismos, como o citado por Seixas et al.
(2015). No entanto, é preciso levar em conta as anomalias climéaticas sazonais no Brasil,
pronunciadas para o0 ano de 2023, com desvios na precipitacdo, aumento consideravel de chuvas
destacando os efeitos das mudancas climaticas globais (Anomalias]...], (2023)).

A avaliacdo de parametros microbioldgicos distintos é esperada entre produtos
artesanais, por isso houve diferencas entre os produtores M e G, uma vez que esta variacao esta
condicionada ao treinamento e pratica dos manipuladores de alimento e a adocdo das BPF em
cada uma das propriedades (Penna et al., 2021). A presenca dos microrganismos mesoéfilos no
gueijo, na sua regido central, pode indicar contaminacdo da matéria prima, principalmente no
que se trata do queijo fresco, a contaminacéo pode estar relacionada a diferentes fatores como
os manipuladores, os tetos dos animais, 0 ambiente, os equipamentos utilizados na ordenha ou
na produgéo do queijo (Augusto, 2015). No que se refere a populagdo de fungos filamentosos
e leveduras, a contagem encontrada, pode ter ocorrido entre as partes do queijo, em razéo da
diversidade microbiana da casca do queijo ser maior que no centro, podendo se estabelecer de

forma controlada ou n&o, alem de ser um ambiente aerébio (Choi et al., 2020). Sabendo
gue ndo ha parametros definidos quanto ao limite deste grupo de microrganismo, ndo é indicado

que se perca o controle da populagéo no queijo, ja que sdo capazes de alterar as caracteristicas
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fisico-quimicas e sensoriais do produto, além de seu aspecto na parte externa do queijo
despertarem repulsa em parte dos em parte dos consumidores (Ledo et al., 2020).

Dentro da diversidade da microbiota endégena do QMA ndo é possivel estabelecer a
populacéo ideal de leveduras, bem como ndo se estabelece a de BAL. Seu desenvolvimento ou
queda ao longo da maturacdo também € influenciado pela composicéao do leite e do pingo, bem
como pelas condi¢cBes ambientais e climaticas. Figueiredo (2018) observou a manutencéo de
elevadas contagens de fungos e leveduras ao longo de 63 dias de maturacao, ao estudar queijo
artesanal da Serra do Salitre. Com resultados semelhantes a populacdo méxima descrita neste
estudo, Castro et al. (2016) encontraram médias na contagem de bolores e leveduras em QMA
do Campo das Vertentes de cerca de 7 ciclos log UFC/ g no periodo da seca e 6 ciclos log UFC/
g no periodo da chuva.

As BAL sdo os microrganismos desejaveis nos QMA, possuem uma funcdo
fundamental na seguranca do produto, ao fermentar a lactose presente no queijo e produzirem
0 écido latico, indisponibilizando o substrato para fermentacbes de microrganismos
indesejaveis (Castro, 2015).

Neste trabalho, BAL representou a maior contagem de microrganismos identificados,
chegando a quase 10 log UFC/ g nos queijos, sem diferenca entre os produtores (p>0,05). Assim
como para as leveduras, ndo hd um pardmetros populacionais determinado para este
microrganismo. Sazonalidade e o periodo de maturacdo atuaram como as principais influencias
de diferencas, e as diferencas na contagem em relacdo ao tempo de maturacdo podem
relacionar-se a morte da cultura iniciadora de BAL e destaque da microbiota secundaria,
composta também por fungos e leveduras, colaborando nas reacGes de glicélise, protedlise e
lipblise (Santos, 2021).

De modo geral, o comportamento das BAL nos queijos apresentou maior contagem no
inverno, mesmo que seja um periodo com menor umidade relativa do ar e reduzirem ao longo
da maturacdo. A falta de critérios de padronizacéo em relacdo ao tipo de dieta ofertada ao animal
nos diferentes periodos do ano, favorece a influéncia da sazonalidade sob a composicéo fisico-
quimica e microbiolégica dos queijos. As estagcdes, conforme a regido, mudam a oferta
forrageira ao animal e o seu conforto térmico (Oliveira, 2011; Seixas et al., 2015).

A matéria prima ¢é a origem da diversidade e populacdo de BAL que 0 QMA terd. Em
cada queijaria e propriedade um tipo unico de pingo serd desenvolvido, como o resultado da
interacdo daquele ambiente com as particularidades da sua manipulagédo e armazenamento
(Rodrigues, 2021). Assim, vale estabelecer as caracteristicas dos géneros predominantes para

cada produtor. O produtor M neste trabalho, da populacdo de BAL crescidas em placas e
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isolada, teve por caracteristicas morfologicas, a caracterizacdo e posterior identificagdo
protebmica de cerca de 76% de bactérias Lactococcus latis spp. A mesma espécie foi
identificada de forma abundante em queijos artesanais da regido de Araxa, no Campo das
Vertentes e também da Canastra (Kamimura et al., 2019; Perin et al., 2017).

Em predominio para o produtor G, a partir de métodos semelhantes ao descritos acima,
foi identificado abundéncia de Lactobacillus spp. O mesmo foi relatado anteriormente em
queijos minas artesanais. Essa predominancia ocorre em razdo da capacidade que estes
microrganismos possuem de se desenvolverem nas condi¢cdes adversas da massa do queijo,
como observado nos dados bioquimicos onde o pH € considerado baixo e o teor de sal, elevado,
0 sobressaindo em relagéo a outros microrganismos (Perin et al., 2017).

Comum a comunidade de BAL dos dois produtores, e predominante nos isolados
identificados do produtor G, Lactiplantibacillus plantarum possui potencial probiético. E um
grupo de bactérias reconhecido como capazes de produzirem substancias antimicrobianas o que
provavelmente colabora para o consumo de um queijo seguro e de qualidade. Sua origem e
heterogeneidade de BAL dos queijos artesanais pode dever-se ao pingo, rotineiramente
apresentando elevada populacdo de Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Leuconostoc
entre outras (Kamimura et al., 2019), havendo todos esses géneros, sido confirmados em nossas
amostras. L. plantarum quando foi isolada de queijo Minas artesanal apresentou acao anti-
listerial e foi capaz de minimizar o risco de desenvolvimento de doenca, como a listeriose, partir
do consumo de queijos (Campagnollo et al., 2018).

Comum também entre os isolados dos queijos dos produtores G e M, Leuconostoc
mesenteroides € uma bactéria heterofermentativa. As bactérias heterofermentativas, além do
acido latico, produzem diéxido de carbono, diacetil e outros compostos flavorizantes,
desempenhando a funcao de atribuir melhor sabor e textura aos alimentos, pois utilizam a via
pentose monofosfato na fermentacdo da glicose, e ao converter hexose em pentose, produz
substancias aromaticas como aldeido e diacetil. L. mesenteroides, assim como L. plantarum, L.
curvatus, E. dispar e E. faecalis, identificados nesse trabalho, sdo géneros definidos como
NSLAB (bactérias acido laticas ndo iniciadoras) e foi possivel comprovar que 0s grupos de
NSLAB divergem entre os produtores, dependendo da esta¢éo do ano, do periodo de fabricacdo

e do tempo de maturacdo do queijo (Bluma; Ciprovica, 2016; Pereira; Santana; Santos, 2020).
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Tabela 6 - Contagem microbioldgica das tabuas que continham os queijos minas artesanal produzido nas queijarias da microrregido da campus da
vertentes maturados por 22 dias.!

Tabuas de maturacéo dos Queijos

Contagem Produtor G Produtor M

microbiolégica Inverno | Verdo Inverno | Verdo

Log UFC/ cm? TO T22 TO T22 TO T22 TO T22
Aerdbios mesofilos  6.01+0.06 4"  6.43+0.094 571+0.117%  5.11+0.018%"  4.76+0.05%%  4.90+0.07A*"  5.02+0.024"  4,13+0.02 8>
Staphylococcus NA NA NA 3.53+0.004"  NA NA NA 2.00+0.00 4™
coagulase positivo

Fungos filamentosos ~ 6.62+0.134%"  6.34+0.05%% 4.70+0.028"  5.28+0.038"  4,56+0.138"  4.65+0.08”%" 554+0.014  3.50+0.02Bv"
e leveduras

BAL 8.01+0.07A%"  7.85+0.114" 542+0.028 515+0.018"  6.85+0.058%™  7.13+0.174"  6.46+0.014"  5.23+0.01 8"
Coliformes 0.83+0.247%"  (0.53+0.05%%"  0.53+0.05°%"  0.48+0.00”*"  0.49+0.05B%"  0.53+0.054"  2.18+0.004%"  0.46+0.004"
Totais

Coliformes 0.46+0.007%"  0.46+0.004" 0.50+0.057%"  0.48+0.00”*"  0.46+0.008%"  0.46+0.00%*  0.93+0.10%*  0.46+0.00A**

termotolerantes

1MédiatDesvio padrédo sdo apresentados. Letras mailsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia das
estacdes do ano sob o produtor e o tempo. Letras minusculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia das
tempo sob o produtor e as estagdes do ano. Os asteriscos apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia do produtor
sob 0 as estagdes do ano e o tempo de maturacgdo do queijo. TO= Tabua do Queijo fresco; T 22= Tabua do Queijo com 22 dias de maturacao.

Fonte: Da autora (2024).
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Ainda de acordo com os resultados deste trabalho, as NSLAB se desenvolvem em pH
6timo variavel de 4,5 — 8,2, bem como ampla faixa de temperatura de crescimento, indo de 2 &
53°C, sendo microrganismos formadores de biofilme, o que pode justificar sua presenca nas
tabuas de maturacdo do queijo (Pereira; Santana; Santos, 2020).

Como indicado na Tabela 6, para a andlise de Staphylococcus coagulase positivo, a
contagem de 2,0x10° Log UFC/ cm? foi encontrada na tabua de maturac&o que abrigava o queijo
maturado do produtor M, no verdo e na tdbua do queijo maturado do produtor G do mesmo
periodo, onde determinou-se a contagem de 3,53x10° Log UFC/ cm?, havendo diferenca entre
produtores (p<0,05). Isolados de S. aureus foram confirmados nas amostras dos queijos frescos
do produtor M, tanto no inverno quanto no verdo, porém ndo estavam presentes em suas
respectivas tabuas.

Em anélise das tdbuas de maturacéo foi verificada a diferenca significativa entre épocas,
nas tdbuas do queijo do tempo zero do produtor M, onde no verdo apresentou elevada presenca
de microrganismos do grupo coliformes totais, 150 NMP/ cm?, sendo esta diferenca também
destacada em correlacio ao outro produtor, que apresentou <3NMP/ cm? nessa mesma época
do ano. Para as demais variaveis ndo se observou diferencas.

A diferenca observada nas tabuas em virtude das estacfes do ano, ocorreram no produtor
M, na tabua do queijo fresco com <3NMP/ cm? no inverno e 11NMP/ cm? no verdo, e por
influéncia do periodo de maturagdo, a tdbua dos queijos de 22 dias de maturado apresentou
<3NMP/ cm? (p<0,05), quando analisou populacdo de coliformes termotolerantes. Essa
diferenca também se destaca entre produtores, ja que o produtor G, nessa época de verao
apresentou <3NMP/ cm? na tabua do queijo fresco.

Para microrganismos aerobios mesdfilos, a avaliacdo da qualidade microbioldgica das
tabuas destaca diferencas em relacédo a sazonalidade nas tabuas dos queijos maturados de ambos
os produtores, no periodo de chuva, sendo de aproximadamente 5,11 e 4,13 Log UFC/ cm? para
os produtores G e M, respectivamente (p<0,05). Nas tabuas, também no periodo do verdo, o
tempo de maturacdo influenciou significativamente, pois os valores eram superiores no tempo
zero, cerca de 5,71 Log UFC/ cm? para produtor G, reduzindo para cerca de 5,1 Log UFC/ cm?,
e do produtor M foi de 5,02 Log UFC/ cm?, para cerca de 4,1 Log UFC/ cm?. Entre os
produtores, as diferencas estatisticas sdo para as menores contagens nas tabuas do produtor M
no inverno e no verao, tanto para as tabuas do queijo fresco, quanto para do maturado, que
variaram entre 4,1 e 5,02 Log UFC/ cm? aproximadamente (p<0,05), conforme indicado na
Tabela 6.
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Através da andlise da populagdo de fungos filamentosos e leveduras, observou-se
diferenga significativa em virtude da sazonalidade, com menores populag¢fes nas tbuas de
queijo fresco e de queijo maturado do produtor G no verdo, com 4,7 e 5,28 Log UFC/ cm?
respectivamente; nas tabuas de queijo fresco do inverno e de queijo maturado do verdo, do
produtor M, com cerca de 4,56 e 3,5 Log UFC/ cm?, sendo que o periodo de maturagdo também
influenciou na menor contagem desta Gltima tabua. Entre produtores, a tabua do queijo
maturado do produtor G, no inverno apresentou maior populacdo, 6,34 Log UFC/ cm? em
relagdo a do produtor M, 4,65 Log UFC/ cm?.

As Bactérias Acido Laticas apresentaram diferenca significativa entre produtores, com
menor contagem de BAL para a tabua do queijo fresco do produtor M no inverno, com cerca
de 6,85 Log UFC/ cm?, em relaco a tabua do produtor G, que apresentou cerca de 8,0 Log
UFC/ cm?, no mesmo periodo e mesmo tipo de tabua. De forma contraria, no verdo, entre 0s
produtores, a maior populacgdo foi da tdbua do queijo fresco do produtor M com 6,46 Log UFC/
cm?, enquanto a respectiva tabua do produtor G deste periodo, continha cerca de 1 Log UFC/
cm? a menos (p<0,05). A sazonalidade atuou de modo significativo, entre todas as amostras,
tanto para as tabuas de queijos fresco e maturados, de ambos os produtores, com menores
populacbes de BAL no verdo, do que no inverno, como é possivel observar na Tabela 6. O
periodo de maturagdo, no verdo, para o produtor M também reduziu a contagem desses
microrganismos, ao longo dos 22 dias, apresentando 5,23 Log UFC/ cm? ao final.

Em analise das tdbuas de maturacdo, ao verificar a maior presenca de coliformes nas
partes dos queijos, ndo se observa em suas respectivas tdbuas 0s mesmos comportamentos, o
que nos leva a presumir que a origem ou ponto de transferéncia, ndo parte deste contato, mesmo
que o material seja considerado propicio para manter a permanéncia de bactérias (Castro, 2019).
Assim, dentre as possiveis fontes de contaminacdo, para 0s queijos artesanais, destaca-se 0 Uso
do leite cru como matéria-prima, bem como a proibicao do uso de tecnologias conservantes e o
fato de ao longo de seu processamento, o queijo ser manipulado diretamente em todas as etapas,
sendo produzido, em grande maioria, em instala¢des simples (Rodrigues, 2021).

Ao verificarmos o grupo de coliformes termotolerantes, como visto na Tabela 6, mais
uma vez, as tdbuas ndo demostram seguir a relacdo de contaminantes entre suas superficies e
0s queijos que abrigam. 1sso pode ocorrer porque algumas BAL formam biofilmes na superficie
da madeira durante a maturacdo e demonstram a sua tendéncia no papel ativo de controle da
qualidade microbioldgica (Grigoli et al., 2015). As tdbuas de madeira podem ser utilizadas para
a maturacao, mas é necessario manter atencédo as suas condigdes e possivel contaminag&o, para

que nao haja o risco de que elas contaminem o produto, principalmente por ser um processo
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que se relaciona com umidade e os queijos frescos sdo mais umidos (Silva; Marques, 2022),
como demonstrado nos dados das analises fisico-quimicas e mantiveram a maior carga
microbiana em relacdo as tabuas do queijo maturado.

Os valores de contagem total de fungos filamentosos e leveduras nos queijos e tabuas
podem ter sido influenciados pela conjuntura climtica, capaz de induzir a variantes
perceptiveis em cada uma das etapas da confeccdo do queijo artesanal, influenciando na
qualidade e ordenha do leite cru, até a maturacdo e obtencdo do produto final (Marcondes,
2020).

As tabuas foram os pontos amostrais que mais diferenciaram a contagem em relacéo a
fungos filamentosos e leveduras, apresentando elevadas contagens para este grupo. Assim como
demonstrou por alta contagem desse grupo, em relacdo aos vistos anteriormente, e pela
confirmacdo da diversidade populacional pelos isolados identificados por MALDI-TOF, a
dindmica de fatores abiodticos e das condi¢cbes ambientais ndo permitem padronizar a
diversidade dos resultados apresentados (Martin; Cotter, 2023), porém é possivel evidenciar a
relacdo entre os isolados das tabuas e dos seus respectivos queijos.

Quando confirmadas por analise de MALDI-TOF, géneros de leveduras como
Kluyveromices foram confirmadas em 87,5% das amostras das tdbuas e todas as diversidades
de fungos filamentosos e leveduras identificados, distribuiam-se por todas as amostras de
tdbuas, sendo elas, neste estudo, a maior detentora da diversidade desta classe de
microrganismos, conforme se confirmou pela contagem em placas. A madeira é
tradicionalmente utilizada na producdo de queijos, € um material natural e poroso, capaz de
favorecer a permanéncia de leveduras e bactérias do &cido latico, responsaveis pela producao
dos aromas finais do queijo (Castro, 2019).

Corroborando com os achados de Setanni et al. (2021), que avaliou 18 tabuas de
maturacao, a populacdo de BAL nas tabuas é menor, em relagcdo ao queijo, no entanto, o baixo
percentual se justifica pela proximidade e ambiente favoravel da casca do queijo. Neste
trabalho, BAL representou a maior contagem de microrganismos identificados, com valores
maximos, proximos de 8 ciclos Log UFC/ cm? nas tabuas. Seguindo o mesmo padrdo de
contagem dos microrganismos anteriores descritos, as tdbuas foram os pontos de analise que
demonstraram maiores diferencas entre produtores na contagem de BAL, conforme conta na
Tabela 6, o que pode se justificar pela diferenca de material entre elas. Mas refletindo a

contagem dos queijos, as tabuas apresentaram maiores contagens no periodo do inverno.
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4.4 Avaliacéo da qualidade do ar do ambiente de maturacao

N&o houve diferenca estatistica nas contagens de coldnias, nem entre produtores ou
entre sazonalidades dos microrganismos desenvolvidos em meio PCA e DRBC, a partir de
exposicdo das placas no ambiente de maturagdo. As contagens para estes meios ficaram em
média de 9,2 e 9,52 log UFC/ cm?/ semana para os produtores G e M, respectivamente, no verao
para microrganismos aerobios mesofilos; 9,4 e 9,3 log UFC/ cm?/ semana para os produtores G
e M, respectivamente, no verdo para fungos filamentosos e leveduras. Ja no inverno a populagéo
média de aerébios mesofilos foi 9,68 e 9,63 log UFC/ cm?/ semana para os produtores G e M,
respectivamente e para fungos filamentosos e leveduras, 9,19 e 9,1 para os produtores G e M,
respectivamente. A legislacdo brasileira ndo define parametros para a avaliacdo da qualidade
microbiolégica do ar do ambiente de producdo e/ou armazenamento de alimentos.
Normalmente é seguida a recomendacdo da APHA, ndo considerando as particularidades
climéaticas do pais. Atualmente este valor é estimado como rigido para a contagem de
microrganismos aerobios mesofilos e de fungos filamentosos e leveduras, por ser de até 30
UFC/ cm2/ semana (Chaves et al., 2011; Silva et al., 2014).

O ambiente de uma producdo é uma parcela consideravel dos processos que envolvem
possiveis contaminacdes. O ambiente é uma superficie inanimada, capaz de reservar ampla
diversidade de microrganismos (Caetano et al., 2021). A poeira presente no ambiente consegue
abrigar microrganismos e estes se dispdes em aerossois que se mantém em suspensao, com facil
deslocamento através do ar, atingindo ao acaso o alimento que estiver no local. Em virtude
disso, mesmo que as placas de sedimentacdo tenham refletido as leveduras presentes nos queijos
e tdbuas de maturacdo, demonstrando que a microbiota desejavel também compde o ambiente,
a alta contagem de mesoéfilos pode gerar preocupacdo por ser um grupo gque compreende
também microrganismos patogénicos, havendo a necessidade de monitorar as agdes dos
manipuladores e a higienizacao do local e das suas redondezas, ja que como explicados, essas
particulas, sdo circulantes (Rodrigues et al., 2020).

Em relacdo aos isolados identificados pelo MALDI-TOF no ambiente, alguns isolados
podem ter relagdo com a disperséo no ar a partir da contaminacao original do rebanho, onde
pode ocorrer infeccdes como mastite, contaminando o leite e o vinculando a diferentes
patogenos relacionados a doenca como Staphylococcus spp., confirmados em ambos 0s
produtores, mas de forma mais predominante no ambiente do produtor M; Pseudomonas spp.,
confirmada no ambiente de matura¢do do produtor G no inverno e na tabua de maturagdo do

produtor M, na mesma época, Streptococcus spp. entre outros (Coura et al., 2020).
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Extrapolando a técnica de contagem em placas, ao identificarmos 0s microrganismos
ambientais podemos inferir que estes provavelmente compdem o ambiente da queijaria e do
local da ordenha, bem como é possivel presumir sobre o procedimento de higienizagédo no local
de producéo (Coelho et al., 2010). Essa hipdtese se fundamenta na alta contagem no grupo de
microrganismos aerobios mesdéfilos. Este grupo ndo é um potencial risco a satde, o que foi
confirmado na predominancia dos isolados identificados, mas € um indicador de falhas
higiénico-sanitarias. Ser confirmado em excesso no ambiente pode gerar condi¢bes de
transmissdo e contaminacdo do alimento presente no local de armazenamento ou producéo
(Caetano et al., 2021; Coelho et al., 2010).

Dentre os microrganismos identificados, o grupo do B. cereus, confirmado nas placas
do ambiente do periodo de inverno do produtor M, nas do produtor G no verdo e nas tabuas do
produtor M no verdo, requerem maior atencdo, pois sua presenca indica a necessidade de
medidas de controle. Uma vez que se trata de um patégeno com capacidade de formar esporos,
altamente resistente a calor e medidas de controle microbiolégico, como a luz UV, conseguindo
aderir a superficies, como as tabuas, onde foi encontrado. Além do mais, B. cereus esta
relacionado com casos frequentes de doencas veiculadas por alimento (Huang; Flint; Palmer,
2020; Shemesh; Ostrov, 2020).

A temperatura do ambiente pode influenciar na microbiota do ar, mas neste
experimento, ndo houve temperaturas méedias superiores a 23,7°C, o que pode ter colaborado
com o fato de néo ter havido diferenca estatistica nas contagens entre os diferentes periodos de
analise. Contagens superiores de microrganismos mesoéfilos aerobios, em relacdo a contagem
de bolores e leveduras € esperada, uma vez que a aerodinamica das células bacterianas ao se
deslocarem no ar, favorecem sua deposicdo em placas de Petri expostas no ambiente (Kang;
Frank, 1989). No trabalho realizado por Silva et al. (2014), temperaturas acima de 25,8°C
proporcionaram maior crescimento em placas de sedimentacdo com meios de cultura para
aerobios mesofilos e fungos e leveduras expostas em ambiente de producéo de alimentos, uma

vez que a temperatura de 25°C seria ideal para estes grupos de microrganismos.

4.5 Analises fisico-quimicas dos queijos

Para a analise da fisico-quimica das fraces dos queijos minas artesanais, casca e centro,
produzidos na regido do Campo das Vertentes, uma analise multivariada foi realizada. A analise
de componentes principais (PCA) demonstrou de forma intuitiva os dados apresentados nas

Tabela 7 e 8 (Apéndice A e B). Cada tratamento é representado na forma de elipse (Figura 6).
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Para a avaliagéo da casca do queijo foram observadas variagdes ocorridas em trés componentes,
PC1, PC2 e PC3, o qual explicam, respectivamente, 28,47%, 27,76% e 14,54%, totalizando
70,78% dos dados avaliados. Dessa forma, as variaveis lipidios, lipidios no extrato seco, pH e
cinzas, foram responsaveis pela separacdo ocorrida no PC1, portanto esses componentes se
relacionam com o processo de lipdlise ao longo da maturacdo. Dessa maneira observou-se que
os valores médios dessas varidveis foram significativamente influenciados pelo periodo de
maturacdo, unidade de producéo e principalmente pela estacdo do ano (p<0,05). A maturacao
leva a reducdo da umidade dos queijos, logo, como consequéncia, 0s componentes solidos,
como gorduras e cinzas também terdo seu percentual afetados ao longo da maturacdo do QMA
(Figueiredo, 2018).

As cascas do queijo produzido no verdo possuem maior valor de lipideos quando
comparados aos produzidos no inverno. Além disso, essa diferenca também foi observada entre
0s produtores que utilizam madeira diferentes para a maturagdo. Durante a maturacdo ocorre
um processo de transformagdes bioquimicas na composicao dos &cidos graxos que acarretam
diferencas na qualidade sensorial dos queijos, sendo que a gordura no leite é considerado o
constituinte que passa por maior variacdo, pois sofre influencia de maultiplos fatores,
relacionados ao rebanho, como genéticos, de manejo, nutricionais e ambientais, impactando na
despadronizacdo no teor de lipideos do queijo, podendo ter maior teor de gordura no periodo
de chuva (Ledo et al., 2020; Oliveira et al., 2013). Ademais, a utilizagdo da madeira na fase de
maturacdo favorece o desenvolvimento da casca e realca as qualidades sensoriais e

caracteristicas tipicas dos queijos (Busetta et al., 2024; Grigoli et al., 2015).
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Figura 6 - Andlise multivariada dos queijos minas artesanais produzidos no Campo das
Vertentes e maturados por 22 dias.*
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*A) Andlise de componentes principais (PCA) da casca do queijo; B) Anélise de componentes principais
(PCA) do centro do queijo.
Fonte: Da autora (2024).

Em adicdo a isso, 0s queijos maturados produzidos durante o verdo se mostraram mais
acidos ao final do processo de maturacdo, independente do produtor e do tipo de madeira
utilizado na maturacdo. Esse tipo de comportamento deve-se principalmente a transicao
alimentar entre os regimes alimentares e as mudancas na qualidade da pastagem durante a
temporada ao ar livre, bem como a gendtipo da vaca e na variabilidade do complexo microbiano
presente na matéria prima, o qual causa uma influéncia na composicdo do leite e
consequentemente na qualidade fisico-quimica do queijo (Jesus Filho et al., 2020). Quanto
menor o pH, melhor sera o controle de bactérias indesejaveis, por desestimular o seu
crescimento, através da atuacdo nas células dos microrganismos ou por favorecer a
indissociagdo de &cidos organicos inibidores do crescimento, como o &cido latico e o &cido
acetico (Possas; Bonilla; Valero, 2021; Wemmenhove et al., 2018).

No inverno foi observado que a acidez diminuiu o que pode ser justificado pelo aumento
do pH ao longo do tempo devido a extensdo da protedlise (Souza et al., 2014). Figueiredo
(2018), inversamente verificou que o pH em QMA de propriedades cadastradas ao IMA em
Serra do Salitre, tenderam a reduzir no decorrer de 28 dias de maturacdo. Alteracdes nos
pardmetros intrinsecos do queijo durante a maturagdo, como atividade de 4gua e/ou pH, alteram
a dindmica microbiana o que pode ser um fator definitivo no papel antimicrobiano que a
microbiota autdctone desempenha, além do mais, a populacdo microbiana predominante,

principalmente de BAL, podera definir sobre estes pardmetros, onde pode sobressair a producdo

imidade

Tratamentos

®| cio

@ cizz
;| oV
(@] ovez
®| Mo
®| M2z

Mo

Mv22



81

de &cido latico durante a fermentagdo da lactose pelas bactérias do éacido latico, presentes
originalmente no leite e no pingo e o pH, diretamente dependente desta atividade, se elevar por
consequéncia da quantidade dessas culturas bacterianas (Campos et al., 2021; Costa Junior et
al., 2019; Gonzales-Barron et al., 2020).

Apesar de diferente do produtor G, este comportamento de elevagdo do pH, como visto
no produtor M no decorrer da maturacdo, também é esperado em queijos artesanais fermentados
por cultura enddgena. Achados semelhantes, com o aumento do pH do queijo maturado com
cerca de 20 dias, em relacdo ao queijo que possuia dois dias de produzido, foram encontrados
por Costa Junior et al. (2019) ao avaliarem 0 QMA do Campo das Vertentes, podendo ser em
razdo da lactose residual do produto, que é metabolizada em lactato nas primeiras etapas da
maturacao, por fungos e leveduras presentes na massa, contribuindo para o aumento no pH do
queijo, bem como ser em decorréncia da protedlise decorrente da maturacdo (Baldini, 1998;
Fox et al., 1990, 2004; Souza; Ardd; Mcsweeney, 2001).

Quanto ao PC2 foi possivel observar que as varidveis umidade, extrato seco e sal na
umidade foram responsaveis pelas separacdes ocorridas, dos quais se relacionam para explicar
a perda de dgua comum no processo de maturacao e a concentracdo dos constituintes (Jesus et
al., 2020). Observou-se diferenca estatistica entre os queijos produzidos em diferentes estacdes
do ano. No processo de cura do queijo produzido no Campo das Vertentes ha uma préatica de
lavar casca do queijo, 0 que leva a algumas mudancas fisico-quimicas significativas nessa
porcdo, principalmente no contelldo de umidade e atividade de agua ao final da maturacéo, de
forma que essa pratica agrega umidade ao produto. Esse processo leva a um aumento da
concentracdo de sal, principalmente na superficie/casca do queijo, o que desfavorece o
crescimento de microrganismos indesejados, principalmente, a presenca de Listeria
monocytogenes (Boldyreva et al., 2016; Tiwari et al., 2014). A difusdo do sal esta relacionada
a umidade do queijo, onde 0 aumento do teor de sal durante o periodo de maturacéo € devido a
perda parcial de umidade pela qual o queijo passa. Costa Junior et al. (2014) encontraram teor
de cloreto de 2,61% no QMA produzido na microrregido do Campo das Vertentes. A variacao
no percentual deste parametro, diferindo entre os produtores e até mesmo em uma mesma
producdo, se deve a artesanalidade do processo, sem padrdo resultando em desuniformidade da
salga (Moreno, 2013).

Para 0s queijos minas artesanais, é definido o valor maximo de 45,99/ 100g de umidade
para 0s queijos maturados. Em ambas as coletas, os queijos dos dois produtores enquadraram-
se neste critério. Apesar disso, apenas 0 queijo maturado na tabua de guatambu seguiu a

tendéncia de perda de umidade em relacdo as diferentes sazonalidades de forma que os queijos
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se apresentam mais Umidos no periodo seco, quando comparados com o produzido em periodo
chuvoso (Castro, 2019; Costa Junior et al., 2014; Martins et al., 2015) Esse comportamento foi
observado tanto na casca, quanto no centro do queijo.

As variaveis extensdo e profundidade da proteolise (EP) foram associadas ao terceiro
componente principal (PC3), e estdo relacionadas ao processo de protedlise. O processo de
protedlise € dividido, em extensdo/priméria (proteinas sdo hidrolisadas em peptideos) e
profundidade/secundaria (peptideos sdo hidrolisados em aminoacidos livres e peptideos
menores), onde o consércio microbiano auxiliam nesse processo, através de agentes
proteoliticos, como enzimas microbianas e da lipases presentes no leite (Fox et al., 2017).

A presenga de microrganismos, na casca, como Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus parabuchaieri, Lacticaseibacillus paracasei |,
Citrobacter freundii, Trichosporon coremiiforme, Candida parapsilosis e Candida catenulata,
Klebsiela pneumoniae e Kocuria sp, Staphylococcus saprophyticus, Lactiplantibacillus
plantarum, identificados via MALFI-TOF, auxiliaram no processo de protedlise, refletindo no
indice de protedlise, de forma que os queijos produzidos pelo produtor G no inverno indicam
terem passado por um processo de protedlise completa, ou seja, 0s agentes proteoliticos,
auxiliaram no processo protedlise primaria e atingiram aos 22 dias a protedlise secundaria
(p<0,05).

A protedlise influencia o grau de desenvolvimento da textura e das caracteristicas
sensoriais na maioria das variedades de queijos, por alteracdes no pH, via formacdo de NH, e
por alteracGes texturais devido a quebra da rede proteica, elevando do pH e levando a maior
ligacdo de &gua pelos novos grupamentos aminicos e carboxilicos. A caseina em pH mais
elevado tem carga liquida negativa e absorve agua, criando uma matriz proteica com maior teor
de umidade. RelacGes de variaveis melhor visualizadas entre os parametros do produtor G,
principalmente no inverno (Baldini, 1998).

No entanto, ndo foi observado essa mesma dindmica e correlacdo de processo nos
queijos produzidos pelo produtor M, na mesma estagdo. Quanto aos queijos produzidos durante
a estacdo de chuva (verdo), foi observada que a degradagédo da proteina (protedlise primaria)
ocorreu com maior intensidade ao final dos 22 dias no produtor G, do que na casca dos queijos
dos produtor M, mas ndo houve diferenca na degradacdo de proteina a nivel da protedlise
secundaria nesse queijos. Os indices de protedlise sdo favorecidos pela estacdo chuvosa, pois
sdo mais influenciados por fatores extrinsecos do que os fatores intrinsecos pertinentes a
composicgdo dos queijos, como teor de umidade e pH (Costa Janior et al., 2014). Os loadings e

as variaveis que contribuem para a construcdo das dimensdes da analise de componentes
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principais (PCA) podem ser observados nas Tabelas 9 e 10 (Apéndice D e E) e Figura 8
(Apéndice C).

Apesar da matriz alimentar em questao ser um sistema biologico integrado, 0s processos
bioquimicos no centro do queijo ocorrem de forma diferente dos que ocorrem na casca,
principalmente, pela demanda de oxigénio (Choi et al., 2020). A casca do queijo apresenta
pardmetros ambientais muito diferentes do centro de forma que afetam as comunidades
microbianas e as caracteristicas bioguimicas (Calasso et al., 2016; Irlinger; Mounier, 2009).

Dessa maneira, houve uma separacéo diferente das variaveis em trés componentes. Para
0 PC1 explicou cerca de 39% e a integracdo de eventos bioquimicos foram responsaveis pelas
separagdes ocorridas nesse componente e podem ser verificadas através das varidveis atividade
de agua, umidade, extrato seco, lipideos e extensdo da protedlise. Ja para o PC2 explicou
27,09% e as variaveis lipideos no extrato seco, pH e profundidade da protedlise foram
responsaveis. Quanto ao terceiro componente principal, que explicou 17,13%, as variaveis
cinzas e sal na umidade foram responsaveis pela separacdo neste componente. Dessa maneira,
83,7% dos dados foram explicados pelos trés principais componentes (PCI, PC2 e PC3).
Mudancgas significativas (p<0,05) na atividade de 4gua e umidade foram observadas em todos
0s tratamento apos o periodo de maturacdo. Em geral, a atividade de agua diminuiu durante a
maturacdo dos queijos produzidos por diferentes produtores, independente da estagdo do ano
avaliada.

Quanto ao pH, houve um aumento significativo nos queijos produzidos pelo produtor
M, quando comparados os queijos recém-fabricado e o maturados. Além disso, observou-se
que os queijos maturados produzidos no verdo possuem um miolo mais acido, do que o do
inverno, para esse mesmo produtor. Um fator que pode ratificar esse fato é a predominancia de
Lactococcus latis entre os isolados identificados de BAL deste produtor. As BAL desse género
possuem rapida e consideravel capacidade de acidificacdo, fato necessario durante a
fermentacdo inicial, bem como as suas propriedades de producdo do sabor do queijo durante o
metabolismo proteico, além de possuirem alta expressao dos genes envolvidos na toleréncia ao
acido para favorecer sua atuagdo em pH ambiental baixo (Mataragas, 2020).

O mesmo comportamento foi observado nos queijos produzidos pelo produtor G, apesar
do pH se manter estavel ao final da maturacdo. Essas alteracdes desencadeiam impactos na
atividade de enzimas envolvidas nas transformacdes bioquimicas, de forma que o centro do
queijo passou pelo processo de extensdo de protedlise, dos quais 0s queijos produzidos pelo
produtor M foram mais impactados por esse processo, principalmente, no verdo, devido a

maiores temperaturas predominantes da estacdo (Aldalur et al., 2019; Kraggerud et al., 2008).
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Os loadings e as varidveis que contribuem para a constru¢do das dimensdes da anélise de
componentes principais (PCA) podem ser observados na Tabela 9 (Apéndice D) e Figura 8B
(Apéndice C).

Na andlise de cluster hierdrquica (HCA), as amostras sdo agrupadas em classes de
acordo com sua proximidade ou similaridade (Patras et al., 2011), e é mostrada no formato de
um dendrograma (Figura 7). Para a casca do queijo sdo observados quatro grupos, o qual
corrobora com a andlise de componentes principais (PCA) e com as analises encontrados na
Tabela 10 (Apéndice E) e Figura 6. Houve uma separacao clara entre os tratamentos, de forma
que os tratamentos GV0, MVO0, MI0, GV22, concebem um grupo unico devido seus contetidos
de cinzas, lipideos e os processos de protedlise serem parecidos e sdo representados pela cor
roxa. Provavelmente em razdo da maturacdo ter estabelecido em sua dindmica e processo de
protedlise, proporcdes semelhantes na concentracdo dos solidos. O grupo MV22, em azul,
possui caracteristicas semelhantes ao grupo anterior, porém diferem no contelldo de matéria
seca, principalmente. O grupo em vermelho, o GI22, ao final da maturacdo passou por um
processo de acumulo de agua significativamente maior que os outros tratamentos, podendo ser
em razdo das particularidades adotadas no processo produtivo dessa época do ano, como maior
granulometria dos grdos, para maior retencdo de umidade ao final da maturacdo. J& o grupo em
amarelo, GI0 e MI122, foram agrupados juntos devido seus maiores valores de proteina e pH
semelhantes, fatos que normalmente ocorrem em funcéo da dindmica da quebra da rede proteica
ao logo na maturacgdo, bem como pela producdo do grupo amino, responsavel pela elevacdo do
pH (Baldini, 1998).

Figura 7 - Analise multivariada de agrupamento hierarquico de diferentes queijos* minas

artesanal, da microrregido do Campos das Vertentes, maturados por 22 dias.
A B

L. — .

L Mo GIo

L— Gv22 Gl22

My22 . Mv22
Giz2 Gv22

Euclidean distance Euclidean distance

*A) Analise de agrupamento hierarquico (HCA) da casca do queijo; B) Analise de agrupamento
hierarquico (HCA) do centro do queijo.
Fonte: Da autora (2024).
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Quanto a andlise de cluster hierarquica (HCA) do centro do queijo, observou-se um
agrupamento diferente do observado na casca, onde se observa quatro grupos, validando a
analise de componentes principais. O grupo na cor roxa, composto por MI0 e MI22, e na cor
verde, GIO, demonstra que o inverno ndo causou grande mudancas significativas durante a
maturacdo desse queijo, de forma que esses tratamentos possuem semelhancas quanto ao
processo de perda de Aw, pH, e o maior conteldo de proteina dentre os tratamentos. Dessa
forma, o grupo em amarelo, GVO e MVO, apesar de serem de produtores diferentes,
compartilham caracteristicas semelhantes, quanto ao contetdo de lipidio no extrato seco e no
processo de profundidade da protedlise. Logo, observa-se com a separacdo do grupo em
vermelho, representado pelos tratamentos GI22, MV22 e GV22, que a maturagdo e a
sazonalidade foram aspectos transformadores, principalmente quanto ao contetdo de cinzas e
extrato seco. Os constituintes solidos tendem a aumentar seu percentual ao longo da maturagéo
do QMA (Figueiredo, 2018).

Durante a maturacdo é esperado que a umidade relativa e a temperatura atuem
desidratando os queijos promovendo a concentracdo dos sélidos, com isso, sob a influencia da
maturacdo Costa Junior et al. (2019) guando trabalhou com QMA do Campo das Vertentes,
encontraram Aw média de 0,96; 43,41% de umidade e 32,5% de gordura para 0s queijos
frescos. Para os maturados, 0,93 Aw; 30,78% de umidade e 38,6% de gordura, ap6s um periodo
de maturacdo de 22 dias. Em seu trabalho anterior, Costa Junior et al. (2014), encontrou valores
médios de 0,91 Aw e umidade de 35,8%. Neste estudo, tanto para 0s queijos frescos como
maturados, os valores de umidade foram superiores aos trabalhos citados, mas enquadrando-se
como queijos de média umidade (36% < umidade < 46%), demonstrando que estas variaveis se
comportam de forma bastante heterogéneas entre produtores, dentro do produtor, entre periodos
do ano e ao longo do tempo de maturacdo para cada periodo do ano. Porém, mesmo ndo sendo
significativa a perda de umidade dos queijos em relacdo as diferentes sazonalidades, os
resultados encontrados assemelham-se a tendéncia observada por outros autores, onde 0s
queijos apresentam-se mais itmidos no periodo seco, quando comparados com o produzido em
periodo chuvoso.

A analise multivariada dos queijos minas artesanais produzidos na regido dos Campos
das Vertentes destacou a influéncia significativa das estacdes do ano na composicéo fisico-
quimica, particularmente nas fracGes de casca e centro. Atraves da Analise de Componentes
Principais (PCA) e Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA), foi possivel discernir padrdes
distintos relacionados a sazonalidade e praticas de producdo. As variacdes observadas nas

variaveis, como lipideos, umidade, sal, e protedlise, evidenciam a complexidade das
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transformac6es bioquimicas durante a maturagdo dos queijos. Para além disso, a sazonalidade
impacta a transicdo alimentar das vacas, a qualidade da pastagem e a variabilidade do complexo
microbiano na matéria-prima, demonstrando uma interconexdo crucial entre os elementos
ambientais e a composi¢do do queijo, bem como afeta aspectos sensoriais e a qualidade geral
dos queijos.

Dargere et al. (2023) estudando queijos artesanais de diferentes regides, verificou o do
Campo das Vertentes como o de menor teor de gordura, media de 23,47% e teor de proteina
bruta ja foram os mais altos, 20,84%. Costa Junior et al. (2019) encontraram média de 27,26%
de proteina. Como o leite esta sujeito a variagbes na composicao e teor de gordura, em razdo da
raca e nutricdo do animal, assim como por fatores ambientais, ocorre varia¢gdes na matéria prima
que irdo refletir no queijo, havendo sido observado neste trabalho significativa influéncia da
sazonalidade nos teores de gorduras dos queijos, pois fatores climéaticos sdo um dos
interferentes da composigéo fisico-quimica (Kamimura et al., 2019; Oliveira; Bravo; Tonial,
2012).
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5 CONCLUSAO

A determinacdo do perfil microbiolégico de queijos, das tabuas de madeira de
maturacao na superficie, e do ambiente de maturacao de duas queijarias, permitiu evidenciar as
diferencas entre produtores de uma mesma microrregido, sendo possivel identificar 373
isolados e 61 espécies de microrganismos diversos.

Observamos por esse perfil, que os queijos sofrem influéncia direta do microambiente
estabelecido em cada unidade produtora, ndo sendo apenas a sazonalidade um fator
predominante de influéncia,

A técnica independente de cultivo, MALDI-TOF, confirmou fatos estabelecidos pela
contagem microbioldgica e os testes bioquimicos que a sucederam, bem como trouxe
complementacdo de resultados, até entdo ndo apresentados, como a confirmacdo de
microrganismos contaminantes dos pontos amostrais, como a identificacdo de S. aureus e
E.coli.

Foi possivel observar que as tabuas tendem a refletir contaminantes dos queijos, quando
se trata do género estafilococos, sejam ou ndo coagulase positivo, no entanto, esse
comportamento nao foi observado para outros contaminantes como E.coli.

A diversidade de alguns isolados que foram identificados nos queijos, foram também
identificados nas tabuas de maturacdo, sendo que para leveduras e alguns fungos filamentosos,
houve maior correlacdo de isolados identificados do que para BAL.

Houve confirmacdo da dinamica microbiana diferenciada entre casca e miolo do queijo,
e que a maturacdo em grande parte dos pontos amostrais foi eficiente em reduzir contagem de
microrganismos como os aerébios mesofilos, mas esse é um fato que também depende de ndo
haver recontaminacdo ao longo do periodo de maturacdo, onde o queijo continua a ser
manipulado, o que refletird as condicdes higiénico sanitarias do ambiente de maturacdo. Ja a
qualidade do ar ambiental, tendeu a se refletir na contagem microbiana do queijo, sendo que
nestas analises, a microbiota ambiental sofreu maior influéncia da estacdo chuvosa do que do
periodo de seca.

Para os parametros fisico-quimicos, é estabelecido pela legislacdo o teor de umidade e
em ambas as coletas, 0s queijos dos dois produtores enquadraram-se no critério de umidade
minima exigido, e os demais pardmetros da andlise centesimal, demonstraram-se,
principalmente, sob influéncia do periodo de maturacdo. Os produtores reagiram de forma

diferente aos indices de protedlise, ndo seguindo a predominancia esperada pela sazonalidade,
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podendo a diversidade da cultura microbiana de cada produtor ter sido relevante nesta
correlagéo.
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APENDICE A - Tabela 7 - Parametros fisico-quimicos da casca do queijo minas artesanal produzidos em diferentes fazendas da microrregido da

campos das vertentes maturados por 22 dias.!

) Produtor G Produtor M
Egirgzgglf)nsﬂcos Inverno Verao Inverno Verao
22 0 22 0 22 0 22

AW 0.98+0,00°"  0.97+#0.00°" 0.97+0.01°°  0.96+0.00%°" 0.99+0.00°F  0.97+0.00"°"  0.98+0.005% 0.96+0.008%
Extratoseco  52.44+1.49°%"° 445+1508%" 47.63+0.728%°  58.04+0.14°%° 58.90+0.09°%°  60.66+0.95°" 51.2242.10°%" 62.6+0.477%"
Umidade 48.03+1.017"  5550+3.00°" 48.77+0.72°%"  41.95+0.13% 41.08+0.098%  37.38+0.95°% 52.35+2.10° 39.33+0.47A4"
Lipideos 20.00+2.738  19.00+3.008" 30.00+0.00°"  30.00+0.00°%" 25.50+1.00°"  28.50+2.00A%° 27.00+0.00°" 24.00+0.504%"
Lipideos (ES)  38.06+2.73B%™ 4251+53282" 59.79+0.393"%" 51.68+0.22°%" 45.8+0.008%"  39.62+1.77°%" 54.68+2.413.92°%" 44.72+0.33A""
Cinzas 2.00+1.54° 2074020  2.60+0.04° 28240037 254+0.08%%°  3.500.03°%°  4.16+0.10°" 4.53+0.04%"
Proteina 21.05+2.15A°  19.95+0.36” 16.43+0.36""  15.71+0.15° 13.50+0.70"Y" 24.03+7.97°%" 19.6420.72° 18.50+0.007"
pH 6.70£0.04°  6.4740.04° 556+0.028°  540+0.0282° 6.50+0.02°"  6.74+0.09°%"  5.11+0.065"" 5.49+0,008%"
Sal naumidade 3.21+0.86°%°  1.97+0.132 2.15+0.348%°  2.62+40.23°"  2.30+0.13"°  3.42+0.30°  2.00+0.18”*" 3.21+0.04A0°
Eﬁfe”fi?(gi) 15.40+1.37°  9.14+0.27%" 123442167  14.03+2.83%%° 1021427982 11.7620.34°%" 14.03+2.63°" 11.70+0.75°"
Profundidade g 5611 75a 657407770 88740314  7.7040.53%" 8510407  9.7043.70°  10.57+2.57A%" 8.00+1.037"

da proteina (PP)

1MédiatDesvio padrédo sdo apresentados. Letras mailsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia das
estacdes do ano sob o produtor e o tempo. Letras mindsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia dos
tempos de maturacdo sob o produtor e as estagdes do ano. Os asteriscos apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a
influéncia do produtor sob o as estacdes do ano e o tempo de maturacdo do queijo. 0= Queijo Fresco; 22= Queijo maturado por 22 dias.
Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE B - Tabela 8 - Parametros fisico-quimicos do centro do queijo minas artesanal produzido em diferentes fazendas da microrregido da

campus da vertentes maturados por 22 dias.!

. Produtor G Produtor M

Ezirs(r)rjgturl'or;icos Inverno Verao Inverno Verao
0 22 0 22 0 22 0 22

Aw 0.98+0.00%%"  0.97+0.00"°"  0.97+0.00%%" 0.96+0.0080 0.98+0.00%%"  0.97+0.00A°"  0.98+0.00%%"  0.96+0.00%""
Extrato seco 48.56+0.008% 59.25+0.008° 52.24+0.00°"" 63.21+0.00°%"  44.34+0008°™ 60.78+0.00°""  49.00+0.00”°" 58.91+0.004%"
Umidade 51.43+0.00% 40.74+0.00”°"  47.76+0.00%%™ 36.78+0.00%°" 56.66+0.00°%" 39.21+0.00”°" 50.99+0.008%°  41.08+0.00°°
Lipideos 19.00+0.008°"  26.00+0.008%"  28.00+0.00”°"  34.00+0.00%"  18.00+0.008°" 22.00+0.008% 30.00+0.00%%"  28.00+0.007%™
Lipideos (ES) 39.12+0.008%" 43.88+0.00%%" 53.59+0.00%% 53.78+0.00°%"  40.59+0.00%%" 36.20+0.00%%™ 61.22+0.00"%"  47.53+0.00°""
Cinzas 0.98+0.008°™  2.60+0.00°"  2.47+0.00°%™  2.79+0.00°%™  4.02+0.00"%"  3.84+0.00""  3.30+0.008%" 3.84+0.007"
Proteina 17.80+0.007%" 13.50+0.00%%™ 17.14+0.00"*" 15.36+0.00%*" 22.30+0.00"%" 32.40+0.00"*" 16.43 +0.00"%" 13.93+0.005%"
pH 6.51+0.00%%"  6.61+0.00%%" 5.44+0.005%" 5.48+0.005" 6.51+0.00°"  6.83+0.00"%"  5.02+0.008"™  5.56+0.008%"
Sal naumidade  1.94+0.00°%"  2.45+0.00""" 2.51+0.005¢" 2.44+0.007" 4.32+0.00%%"  2.55+0.007%"  2.32+0.007%" 2.92+0.007"
Extensdo da 15.09+0.007%" 10.22+0.00A°™ 13.51+0.008%"" 10.32+0.00A°"" 15.30+0.00"" 12.33+0.008%"  15.20+0.00°" 13.70+0.00°""
proteina (EP)
Profundidade da 6.39+0.008°™ 6.38+0.00A°™  10.35+0.00°°  6.40+0.00"®"  9.40+0.00"%"  9.40+0.00”%"  12.50+0.00°%"  7.58+0.00A°

proteina (PP)

IMédiatDesvio padrdo sdo apresentados. Letras maitsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia das
estacdes do ano sob o produtor e o tempo. Letras mindsculas apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a influéncia dos
tempos de maturacdo sob o produtor e as estagdes do ano. Os asteriscos apresentam diferenca estatistica pelo teste T- Student (p<0.05) quando avaliam a
influéncia do produtor sob o as estaces do ano e o tempo de maturacéo do queijo. 0= Queijo Fresco; 22= Queijo maturado por 22 dias.

Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE C - Figura 8 - Variaveis que contribuem para a construcio das dimensdes da

andlise de componentes principais (PCA) da casca (A) e do centro do queijo

(B).
TN e R T N B Y @
g § £ £ 8 E & & E &
A o a f A o 0O 8 0 o o6
27 34
Aw . Aw .
.04 51
Extrato seco . Extrato seco
Umidade & s Umidade i
Lipideos . 50 Lipideos B4
Lipideos (ES) 37 Lipideos (ES) & 01
Cinzas ' . 14 Cinzas ‘ A7
Proteina .02 Proteina . p.34
H | @ p 69 P & 14.5
Sal na umidade ' Sal na umidade ‘
18.47 19.67
EP ‘ EP
4.24 . 4.84
# | [@el® g ®
.01 Uo

Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE D - Tabela 9 - Resumo dos resultados da anélise de componentes principais (PCA)

do centro do queijo minas artesanal.

Componentes Loadings

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5
Aw 0,836 0,136 0,082 -0,027 -0,517
Extrato seco -0,837 -0,480 -0,077 0,246 -0,018
Umidade 0,838 0,461 0,103 -0,268 0,020
Lipideos -0,889 0,428 -0,043 0,071 -0,114
Lipideos (ES) -0,489 0,858 0,035 -0,004 -0,136
Cinzas -0,206 -0,077 0,922 -0,007 0,309
Proteina 0,408 -0,475 0,493 0,568 -0,081
pH 0,515 -0,832 -0,094 -0,039 -0,095
Sal na umidade 0,306 -0,116 -0,864 0,233 0,298
Extensdo da proteina (EP) 0,751 0,504 0,096 0,070 0,406
Profundidade da proteina (PP) 0,254 0,639 -0,044 0,699 -0,071

Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE E - Tabela 10 - Resumo dos resultados da analise de componentes principais (PCA)

da casca do queijo minas artesanal.

Loadings
Componentes

PCl PC2 PC3 PC4 PC5H
Aw -0,314 -0,543 -0,095 0,595 0,330
Extrato seco 0,370 0,869 -0,172 0,216 0,115
Umidade -0,377 -0,866 0,182 -0,209 -0,111
Lipideos 0,948 0,094 -0,165 0,186 -0,052
Lipideos (ES) 0,764 -0,579 0,015 0,056 -0,100
Cinzas 0,457 0,173 0,199 -0,606 0,549
Proteina -0,564 0,286 0,401 -0,493 0,023
pH -0,811 0,279 -0,207 0,336 0,173
Sal na umidade -0,186 0,847 0,214 0,151 -0,219
Extensdo da proteina (EP) 0,172 0,047 0,822 0,252 -0,331
Profundidade da proteina (PP) 0,155 -0,043 0,732 0,422 0,411

Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE F - Ampliacdo da Figura 9A - Isolados identificados por MALDI-TOF, em cada

Abundancia relativa (%)

ponto amostral* e tempo de analise (verdo e inverno).

Isolados identificados por MALDI- TOF no verao

’ I
0
QOGV Q22GV TOGV

L. mesenteroides
W E. dispar
W L. curvatus
B S. simulans
L. paracasei
C. freundii
M P. agglomerans
M R. Rhodochrous
L. Lactis
L. brevis
W S. pasteuri
| S. xylosus
C. duobushaemulonii

[ ]
B = B H I
80
60
40
||

T22GV AGV QOMV Q22MV TOMV T22MV AMV

K. lactis
B L. parabuchaieri
B T. japonicum
u C. freundii
T. coremiiforme
E. faecalis
M B. cereus
B M. paraoxydan
E.coli
M. morganii
H P. ureafaciens
W S. sciuri
C. intermedia

L. plantarum
B T. coremiiforme
W S. saprophyticus
m C. catenulata
C. parapsilosis
B Kocuria spp.
M B. megaterium
S. aureus
K. pneumoniae
B G. candidum
| A. iwoffii
W A. fumigatus
M. luteus

*Siglas da legenda- Q:queijo; T: tabua de maturacdo; G:produtor G; M: produtor; 0: referente ao queijo

fresco; 22: referente ao queijo maturado; A: ambiente de maturagdo; V: verdo ou periodo chuvoso; I:
inverno ou periodo seco.
Fonte: Da autora (2024).
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APENDICE G - Ampliagdo da Figura 9B - Isolados identificados por MALDI-TOF, em cada

ponto amostral™ e tempo de andlise (verdo e inverno).

Abundancia relativa (%)

Isolados identificados por MALDI- TOF no Inverno

100

60. L]

40
20
0 H
Q0GlI  Q22GI  TOGI

M L. mesenteroides
B T. japonicum
H C. freundii
B C. parapsilosis
Kocuria spp.
m B. megaterium
B S. aureus
B K. pneumoniae
G. candidum
A. iwoffii
W A. fumigatus
H M. luteus
S. chromogenes
S. haemolyticus
B P. fluorescens
B S. equorum
P. putida
P. vulgaris
M R. corynebacteroides

T22GlI AGI
K. lactis

B S. saprophyticus
B C. catenulata
B C. freundii
P. agglomerans
= R. Rhodochrous
W L. Lactis
M L. brevis
S. pasteuri
S. xylosus
B C. duobushaemulonii
B S. capitis
A. schindleri
P. montelli
M E. cloacae
H A. terreus
Arthrobacter Spp.

QoM

Exiguobacterium spp.

W B. diminuta

Q22MlI

TOMI  T22MI
m L. plantarum

B S. simulans
H T. coremiiforme
M E. faecalis
B. cereus
B M. paraoxydan
M E.coli
= M. morganii
P. ureafaciens
W S. sciuri
B C. intermedia
m L. boronitolerans
K. rosea
B P. geruginosa
B G. silvicola
P. stutzeri
K. oxytoca
H C. albidum
S. mitis

AMI

*Siglas da legenda- Q:queijo; T: tabua de maturacdo; G:produtor G; M: produtor; 0: referente ao queijo
fresco; 22: referente ao queijo maturado; A: ambiente de maturagdo; V: verdo ou periodo chuvoso; I:
inverno ou periodo seco.

Fonte: Da autora (2024).



