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RESUMO

O conhecimento sobre a qualidade do queijo artesanal da Serra Geral-MG ¢€ escasso. Devido a
sua relevancia regional, objetivou-se com este estudo investigar as caracteristicas fisico-
quimicas e microbioldgicas, bem como, a identificagdo de bactérias laticas (BAL) no leite,
pingo, queijo fresco e maturado por até 60 dias. A qualidade fisico-quimica e microbiologica
da &gua utilizada nas queijarias, a presenca de microrganismos na superficie das bancadas de
producdo, a protedlise e os teores de aminoacidos livres e aminas bioativas também foram
investigados. Foram selecionadas 12 queijarias, sendo seis cadastradas no Servigo de Inspec¢ao
Municipal (PSIM) e seis que ndo possuiam cadastro em érgéo fiscalizador (NSIM). Os queijos
PSIM apresentaram melhores caracteristicas higiénico-sanitarias em relacdo ao NSIM. A
seguranca microbioldgica foi alcancada com 21 dias de maturacdo para os queijos PSIM,
entretanto, os queijos NSIM, ndo alcangaram os limites microbiolégicos, ao longo dos 60 dias
de maturacdo. Os queijos, a partir de 21 dias, foram classificados como gordos, com baixo teor
de umidade, secos e de massa dura. Por outro lado, os queijos frescos foram enquadrados como
gordos e de alta umidade, para ambos o0s grupos de produtores, contudo, apresentaram risco de
consumo, associado a qualidade microbioldgica deficiente. A 4gua que abastece as queijarias e
0 leite cru utilizado como matéria-prima na producdo dos queijos PSIM ndo apresentaram
diferencas significativas, quando comparadas as propriedades NSIM. Porém, a qualidade
microbioldgica, encontrada para essas matrizes nao foi satisfatoria, indicando contaminagéo.
As superficies das bancadas das queijarias continham coliformes totais, Staphylococcus spp. e
BAL, podendo servir de fonte de propagacdo de microrganismos durante a producdo do queijo.
O leite da Serra Geral-MG foi caracterizado com baixo teor de aminoacidos e aminas livres
(principalmente histamina, putrescina e tiramina). Durante a maturacdo, houve aumento nos
indices de proteolise, aminoacidos e aminas livres. Os teores de tiramina e histamina atingiram
valores que podem causar efeitos adversos em individuos sensiveis. Lactococcus lactis foi a
espécie das bactérias acido-laticas mais frequente no queijo durante a etapa inicial da
maturacdo. Essa pesquisa permitiu também conhecer a situacdo da Serra Geral-MG quanto a
producdo do queijo artesanal mineiro. A regido € constituida por produtores em potencial, com
expertises na elaboragéo de queijos que assemelham ao queijo Minas artesanal (QMA).

Palavras-chave: inspecdo, leite, pingo, legislacao, proteodlise, tiramina.



ABSTRACT

Knowledge about the quality of artisanal cheese from Serra Geral-MG, Brazil, is scarce. Due
to its regional relevance, the objective of this study was to investigate the physico-chemical and
microbiological characteristics, as well as, the identification of lactic acid bacteria (LAB) in
milk, whey-starter, fresh and aged cheese for up to 60 days. The physico-chemical and
microbiological quality of the water used, the presence of microorganisms on the cheese making
surfaces, the proteolysis and the contents of free amino acids and bioactive amines were also
investigated. Twelve cheesemakers were selected, six registered under the Municipal
Inspection Service (PSIM) and six with no registration (NSIM). PSIM cheeses had better
hygienic-sanitary characteristics compared to NSIM. Microbiological safety was achieved at
21 days ripening for PSIM cheeses, whereas NSIM cheeses did not reach microbiological safety
even with 60 aging. Cheeses, after 21 days aging, were classified as fat, with low moisture
content, dry and hard. The fresh cheeses were classified as fat and of high moisture, for both
groups of producers; however, they presented risk of consumption, associated with the deficient
microbiological quality. The water supplied to the cheese factories and the raw milk used as
raw material in the production of PSIM cheeses did not show significant differences when
compared to the ones from NSIM properties. However, the microbiological quality found for
these matrices was not satisfactory, indicating contamination. Cheese making surfaces
contained total coliforms, Staphylococcus spp. and BAL, which can serve as a source of
microorganisms propagation during cheese production. The milk from Serra Geral-MG was
characterized by a low content of free amino acids and free amines (mainly histamine,
putrescine and tyramine). During aging, there was an increase in proteolysis, and the contens
of free amino acids and amines. The levels of tyramine and histamine reached levels which
could cause adverse effects in sensitive individuals. Lactococcus lactis was the LAB most
frequent in cheese during the initial stage of aging. Results were provided regarding the the
production of artisanal cheese from Serra Geral, Minas Gerais. Potential producers have been
identified, with expertise in making cheese that resembles artisanal Minas cheese. Cheese
factories inspection was relevant to warrant microbiological safety of 21 days aged cheese.

Keywords: inspection, milk, endogenous culture, legislation, proteolysis, tyramine.
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INTRODUCAO GERAL

A regido da Serra Geral, localizada no Norte de Minas Gerais, envolve 17 municipios
que sdo caracterizados por um perfil de pequenos e médios produtores de leite, 0s quais
destinam essa matéria-prima principalmente para a producédo de queijo. Ainda, se destaca como
tradicionalista nas condicOes produtoras desse derivado lacteo, buscando, no cenério atual, a
consolidacdo e reconhecimento pelos érgdos competentes. A partir da publicacdo da Portaria
1825 de junho de 2018 (IMA, 2018), que considera a regido como produtora de queijo artesanal,
estratégias foram criadas no intuito de adequac&o do setor.

O queijo artesanal mineiro, amplamente conhecido em todo territorio nacional, é
produzido a partir de leite cru e deve atender aos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente
(MINAS GERAIS, 2020). Devido a auséncia do tratamento térmico na matéria prima, esse
alimento pode veicular bactérias potencialmente patogénicas e/ou suas toxinas trazendo risco a
saude do consumidor, principalmente quando somado ao fato do consumo pela populacéo, em
alguns casos, ser do produto ainda fresco. Por consequéncia, a maturacdo é fundamental na
elaboracao de algumas variedades de queijos artesanais, por ocasionar uma serie de alteracdes
benéficas. Do ponto de vista sanitario, as mudancas acarretam a eliminacdo de microrganismos
indesejaveis e contribuem para a predominancia de uma microbiota desejavel que age também
estabelecendo caracteristicas peculiares principalmente de sabor e textura nos queijos.

A identificacdo da microbiota envolvida, a caracterizacdo das propriedades tecnolédgicas
e 0 acompanhamento dos compostos formados durante a maturacdo dos varios tipos de queijos
artesanais tém sido estudados em todo mundo. No entanto, em relacdo ao queijo oriundo da
Serra Geral, ndo ha conhecimento acerca destes assuntos. As pesquisas encontradas ainda estao
em fases iniciais e precisam de complementacdes a partir de estudos mais amplos, relacionados
a matéria prima leite, ao préprio queijo, a 4gua utilizada nas queijarias, entre outros. Além disto,
alguns metabdlitos, tais como aminas biogénicas, podem ser produzidos por microrganismos
(GLORIA et al., 2011), inclusive a partir da microbiota endégena presente nos queijos. As
aminas biogénicas, pertencem a um grupo maior de compostos organicos, denominado aminas
bioativas, que sdo formadas por processos bioquimicos e participam de fungbes metabélicas e
fisiologicas importantes nos organismos vivos (LENIS et al., 2017). Apesar de serem
necessarias em diferentes fungdes fisiologicas das bactérias, seres humanos e animais, um grupo
de aminas, as biogénicas, em concentracdes elevadas, podem causar diversos efeitos adversos
a saude humana (EFSA, 2011; BENKERROUM, 2016a).
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Torna-se de fundamental importancia avaliar a atividade metabolica das culturas laticas
envolvidas no queijo, visto que os processos de maturacdo podem favorecer a atividade
enzimaética proteolitica e propiciar a formacéo de aminas biogénicas. Dessa forma, a etapa de
maturacdo deve ser considerada, uma vez que contribui com caracteristicas sensoriais
desejaveis e uma possivel diminuicdo de patdgenos, mas, por outro lado, pode ocasionar a
sintese das aminas.

Muitos géneros bacterianos sdo capazes de produzir enzimas descarboxiladoras de
aminoacidos envolvidas na sintese das aminas, sendo as bactérias acido-laticas as principais
produtoras (OZOGUL e HAMED, 2018). Além disso, 0s teores de aminas bioativas em queijos
tém sido pesquisados ndo s6 com o intuito de avaliar o potencial funcional e a toxicidade, mas
também, devido as informacdes geradas em relacdo aos processos de deterioracéo, refletindo
as condigdes higiénicos-sanitarias na obtencédo e processamento dos produtos (GLORIA, 2005).

Nesse contexto, 0 conhecimento minucioso do queijo artesanal produzido na regido da
Serra Geral-MG contribuira de forma significativa para melhorias no setor produtivo, e
caracterizacao do produto, dando direcionamento para criacdo da identidade e qualidade, além

de subsidios para regulamento especifico a ser elaborado por érgéo oficial competente.
OBJETIVOS
Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi investigar as caracteristicas microbiologicas, fisico-

quimicas e bioquimicas do queijo fresco e maturado durante 60 dias, produzido na regido da
Serra Geral-MG, comparando os resultados dos produtores que possuem o servico de inspecao
municipal em relacdo aos produtores sem inspecao.
Objetivos especificos
Os objetivos especificos deste trabalho foram:

i.  Determinar as caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas, teores de aminoacidos e

aminas bioativas do leite utilizado como matéria prima para a producdo do queijo

artesanal produzido na regido da Serra Geral-MG.
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Vii.
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Determinar as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas da agua utilizada nas
queijarias.

Avaliar as condicfes higiénico-sanitarias das bancadas das queijarias por meio de
suabes estéreis.

Determinar as caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas, teores de aminoécidos e
aminas bioativas ao longo de 60 dias de maturagdo do queijo artesanal produzido na
regido da Serra Geral-MG.

Conhecer o perfil da microbiota &cido-latica do leite, pingo, bancada das queijarias e
queijo, por meio de analise protedmica (MALDI ToF).

Comparar as caracteristicas da agua, do leite, contaminacdo das bancadas e queijo
obtidos de produtores que possuem o servigo de inspecdo municipal em relacdo aos que
ndo possuem a inspecao.

Gerar informacdes que possam contribuir para criagdo do regulamento do queijo

artesanal da Serra Geral-MG.

Para atender a cada um dos objetivos especificos, foram descritos e apresentados

capitulos individuais, sendo o primeiro, um estado da arte na tematica (Capitulo I), e os demais

(Capitulos 11, 111 e 1V), artigos com énfase no trabalho experimental e abordagem dos resultados
obtidos.
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

1. Queijos artesanais de Minas Gerais

A histéria da producdo dos queijos artesanais no Brasil, remonta ao periodo colonial
quando a pecuéaria foi introduzida no pais pelos portugueses. Naquela época, o queijo era
produzido como alternativa para conservacao do leite e destinava-se a suprir a alimentacao das
familias locais. Ao longo do tempo, as técnicas de processamento, herdadas dos europeus,
foram adaptadas e repassadas para varias geraces (DUPIN, 2020). Atualmente, é produzida
uma diversidade de queijos, cujas caracteristicas, refletem fortemente a nossa formacéo
cultural. H& produtos com caracteristicas tipicas e peculiares de cada regido, mas também,
versdes adaptadas a partir de variedades oriundas de outros paises. Segundo dados da
Associacdo Brasileira das Indastrias de Queijo (ABIQ), o pais atinge a quinta posi¢cdo no
cenario mundial, produzindo 1,2 milhGes de toneladas de queijos por ano, sendo o produto
absorvido no comércio interno, com consumo de 5,3 kg de queijo por habitante no ano e,
exportacao praticamente inexistente. O estado de Minas Gerais € 0 maior produtor de queijo do
Brasil, dominando cerca de 25% da producéao nacional (ABIQ, 2020).

Paralelo ao mercado de queijos industrializados, em ascendéncia, 0s queijos artesanais
mineiros apresentam evolucgéo relevante, com reconhecimento mundial a partir de premiacdes
conquistadas em um dos principais concursos do setor, que acontece na Franca, o "Mondial du
Fromage et des Produits Laitiers”, enquanto internamente, no cenario brasileiro, 0s queijos
também passam por adequacdes na cadeia, com regularizacdo e ampliacdo de normas que
definem o produto. Recentemente, foi publicado o Decreto 48.024 (MINAS GERAIS, 2020)
que regulamenta a Lei 23.157 (MINAS GERAIS, 2018) para a producao e comercializacdo dos
queijos artesanais produzidos em Minas Gerais. A nova lei possibilita que outras variedades de
queijo possuam embasamento legal, j que normatizacdes antigas, incluindo as pertencentes ao
ambito Federal, apresentavam exigéncias concentradas apenas no queijo Minas artesanal
(QMA).

N&o existe uma Unica definicdo que caracterize um alimento artesanal. Diversos
conceitos para queijos abrangem aspectos relacionados a utilizacdo de leite cru ou pasteurizado,
pequena escala de producdo, utilizacdo de técnicas manuais ou com a minima introducéo de
equipamentos, uso de mao de obra familiar, além de formulag¢6es tradicionais (ROLDAN e
REVILLION, 2019; SOUZA, 2019). Os queijos artesanais mineiros (QAM) sdo elaborados

com leite cru e incluem os QMA, produzidos nas regides de Araxa, Campo das Vertentes,
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Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serras da Ibitipoca, Serro e Triangulo Mineiro. Englobam
também outras variedades, com formas de producdo distintas do QMA, como: queijo tipo
“parmesdo” produzido na regido da Mantiqueira, Vale do Suagui e municipio de Alagoa, queijo
cabacinha da regido do Vale do Jequitinhonha e queijo da Serra Geral no Norte do estado
(Figura 1.1).

ALAGOA
ARAXA*
CAMPO DAS VERTENTES*
Il CANASTRA*
I CERRADO*
I VANTIQUEIRA
Il SERRA DO SALITRE*
Il SERRA GERAL
Il SERRAS DA IBITIPOCA™*
B SERRO*
TRIANGULO MINEIRO*
Il VALE DO JEQUITINHONHA
VALE DO SUACUI

Figura 1.1. Mapa do estado de Minas Gerais com destaque para as 13 regides produtoras de queijos
artesanais mineiros (QAM). *Queijo Minas artesanal.
Fonte: Adaptado de EMATER (2014), com atualizacdo das regides reconhecidas pelo estado

As etapas de producdo basicas, que envolvem o QMA de todas as regides, compreendem
a filtracdo do leite, adicdo do pingo e coalho, coagulacdo, corte da coalhada, mexedura,
dessoragem, enformagem, prensagem, salga seca e maturacdo (MINAS GERAIS, 2020). O
queijo artesanal de Minas (QAM), especificamente 0s queijos tipo parmesédo, produzidos na
regido de Alagoa, Serra da Mantiqueira e Vale do Suacui, sdo elaborados com leite cru e soro-
fermento, no entanto, utilizam aquecimento da massa durante a producdo, diferentemente do
QMA (IMA, 2014; IMA, 2020a; IMA, 2020b;). Porém, na regido do Vale do Jequitinhonha, o
queijo artesanal tipico é denominado de cabacinha, em funcdo da semelhanca com o formato
de “cabaga”, utilizando uma etapa de filagem da massa, similar ao da mugarela, entretanto, sem
haver a pasteurizacdo da matéria-prima antes do processamento (SANTOS FILHO et al., 2020).
Quanto ao queijo artesanal da Serra Geral, o cenério de producéo atual envolve a utilizagdo do

leite cru, sem adicdo de fermento natural e comercializado fresco, porém, um ndmero
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significativo de produtores introduzem a etapa de adicdo do pingo, bem como iniciam técnicas
de maturacgéo, agregando valor ao alimento.

A composicdo do queijo e suas propriedades sensoriais, fisico-quimicas e
microbioldgicas refletem fortemente a qualidade da matéria-prima, a técnica de fabricacdo
empregada, a condicdo ambiental que envolve o produto, além da microbiota presente na etapa
de maturacdo. Em varios estudos é possivel constatar a diversidade das caracteristicas dos
queijos artesanais, mesmo considerando queijos que apresentam uma tecnologia de fabricacéo
semelhante e que sdo oriundos da mesma regido (Tabela I.1). Segundo Kamimura et al. (2019),
deve-se destacar a adi¢do de pingo como um diferencial do processo produtivo do QMA. Pingo,
fermento end6geno, soro-fermento e fermento latico natural sdo termos utilizados para definir
o liquido obtido apos a salga do queijo, armazenado a temperatura ambiente e empregado no
processamento do dia posterior. Sua biodiversidade é bastante variavel, a depender da carga
microbiologica do leite, o contato com o ambiente e até mesmo pela influéncia do
processamento do queijo. Essa etapa do processo produtivo promove a insercdo de uma
microbiota complexa e diversificada ao produto, conferindo caracteristicas fisicas, quimicas e
sensoriais especificas, representativas da regifo na qual o produto é fabricado (NOBREGA et
al., 2008; PERIN et al., 2017a).

Outra etapa influente que diferencia as caracteristicas dos queijos artesanais € a
maturacdo. Durante essa etapa da producdo, ocorre perda de umidade e, consequentemente,
concentracdo dos componentes solidos. O extrato seco total do queijo é representado pelos
conteddos de proteina, gordura, lactose e minerais, enquanto a umidade retrata principalmente
0 nivel de sinerese durante o processamento, além da influéncia do tempo e ambiente de
maturacdo ao qual o queijo é exposto. Ao longo da maturacdo, ocorre modificacdo das
propriedades quimicas e fisicas da massa do queijo, alterando a textura e formando compostos
responsaveis pelo desenvolvimento do flavor caracteristico de cada variedade (MCSWEENEY,
2004).
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Tipos de QAM

Dias de

Propriedades fisico-quimicas (g/100 g)

i Caracteristicas ~ H Referéncias
€ regiao maturagao P Umidade EST  Proteina  Gordura
G T T e . ni 4,75 54,80 45,20 23,16 27,86 [1]
. eometria cilindrica, coloragdo branco-marfim,
QMA, Araxa casca e sabor suavemente acido [3, 4] Fresco* 4,92 56,64 43,46 18,71 27,67 2]
14* 5,05 35,21 64,79 24,67 36,83
QMA, Campo Geometrig cilindrica, coloracdo amarelo-palha, Fresco™ 5,53 49,35 50,65 19,86 29,17
das Vertentes  CaSc@ semidura, podendo apresentar olhaduras e [5]
as ve sabor suavemente acido [3' 4] Fresco** 5,44 55,97 44,03 17,54 28,28
Geometria ciIindri_caA, co_lora(;é_o amarela, textura 8 5,24 43,63 56,36 23,90 28,15 [6]
QMA, Canastra  granulosa e consisténcia semidura nos queijos »
maturados, sabor acido e amanteigado [3, 4] 60 ) 38,80 61,20 22,30 27,50 [7]
Geometria cilindrica, coloracdo amarela,
QMA. Cerrado consisténcia macia nos queijos mais frescos e 93 5,00 36.90 63.10 i 22 60 8]
semidura nos queijos maturados, sabor
suavemente acido [3, 4]
OMA, Serra do Geometria cilindrica, coloragéo branco- 1** 5,18 5310 46,84  18.96 23.69
Salitre amarelada, consisténcia semidura e sabor [9]
suavemente acido [4] 14*>* 4,96 3532 64,62 30,60 33,68
Geometria cilindrica, coloragao branco: _ 3 4,75 56,24 43,76 17,76 20,17
QMA, Serro amarelada, casca lisa e sabor ligeiramente acido [10]
3, 4] 17 517 51,04 4896 20,65 22,92
Queijo Formato de “cabaga”, considerado
Cabacinha, versao brasileira do queijo “Caccio Cavalo”, de
. o ! . na 5,14 36,23 63,77 26,47 27,69 [12]
Vale do origem italiana. Produzido com massa filada, ! ! ! ! !

Jequitinhonha

possui casca lisa e sabor suave [4, 11]

* periodo das aguas; **periodo seco; ni = ndo informado; na = ndo se aplica; EST= extrato seco total; ‘média calculada dos 60 dias de maturaco. [1] = Prata et
al., 2020; [2] = Sales, 2015; [3] = Kamimura et al., 2019; [4] Araljo et al., 2020; [5] = Castro et al., 2016; [6] = Silva et al., 2011; [7] = Costa Junior et al., 2009;

[8] Oliveira et al., 2017; [9] = Figueiredo, 2018; [10] = Vale et al., 2018; [11] = Souza et al., 2020; [12] = Santos Filho et al., 2020.
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O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do queijo
artesanal permite criar a identidade do produto, além de avaliar o atendimento a legislagdo
vigente. Os padrdes legais que regulamentam os queijos em geral e especificamente 0 QMA,
incluem limites para o teor de umidade, contagens de coliformes totais, coliformes
termotolerantes ou Escherichia coli, Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella spp. e
Listeria spp., conforme apresentado na tabela 1.2. Os queijos também podem ser classificados
quanto ao teor de gordura no extrato seco, com as seguintes categorias, extra gordo ou duplo
creme: quando contém o minimo de 60%; gordo: quando contém entre 45,0 e 59,9%; semi-
gordo: quando contém entre 25,0 e 44,9%; magros: quando contém entre 10,0 e 24,9% e
desnatados: quando contém menos de 10,0% (IMA, 2021a).

Tabela 1.2. Padrdo de qualidade para queijos Minas artesanais (QMA) e demais queijos segundo a
legislacéo

Queijo Queijode  Queijo de Queijo
Parametro QMA de baixa média alta muita alta
umidade umidade umidade umidade

Umidade (g/100 mL) <45,9 <36,0 36,0a45,9 46,0a55,0 >55,0

Coliformes totais (UFC/mL) 5 50 108 100x10°  500x10° 1,00x10° 1,00 x 10°
Coliformes termotolerantes
(UFC/mL) 5,00 x 10? 5,00 x 10° 500x 10> 5,00x10°® 1,00 x 10?

Staphylococcus coagulase
positivo (UFC/mL) 1,00x10°  1,00x10® 1,00x10° 1,00x10° 1,00 x 10?

Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Salmonella spp. e em 25 g em 25 g em25g em 25 g em25¢g

Listeria spp.
* Portaria n° 2033 (IMA, 2021a).

A presenca de microrganismos deteriorantes e patogénicos pode ser destacada como um
dos principais obstaculos que envolvem a producéo de queijos artesanais. A microbiota do leite
pode diferenciar quando comparada ao queijo, principalmente em funcdo da manipulacao
frequente durante o processamento do produto. Brucella melitensis, Brucella abortus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus sdo 0s
possiveis patdgenos do queijo produzido com leite cru (FOOD STANDARDS, 2009; JANSE
et al., 2019; CONSTANZO et al., 2020). Segundo Yoon et al. (2016), deve-se considerar a
possivel presenca de Campylobacter spp., Coxiella burnetii, Mycobacteruim bovis e
Streptococcus spp. Além desses microrganismos serem potencialmente causadores de doencas,

sdo também responsaveis pela competicdo com a microbiota endégena dos queijos, diminuindo,



21

consequentemente, a atividade inibitéria contra os microrganismos indesejaveis, realizados

pelas bactérias benéficas.

2. Queijo artesanal da Serra Geral-MG

A atividade leiteira no Norte de Minas Gerais apresenta desempenhos produtivos
inferiores, quando comparados a outras regides do estado que lidera o ranking brasileiro, com
producdo média anual de 9,4 bilhGes de litros de leite. Entretanto, tradicionalmente, o Norte de
Minas Gerais demonstra-se importante na agropecuaria estadual, onde, dentre as cidades que
compbem essa mesorregido, o0 municipio de Porteirinha tem participacdo de 4,0% na producédo
total de leite de acordo com a Pesquisa de Pecuaria Municipal. A producdo é realizada
principalmente por pequenas propriedades rurais, tradicionalistas, de pequeno e médio porte,
com producéo destinada principalmente a fabricacéo de queijos (MENEZES et al., 2014; IBGE,
2019).

A Serra do Espinhacgo, denominada de Serra Geral em uma porc¢éo pertencente ao Norte
de Minas Gerais, € composta por 17 municipios: Catuti, Espinosa, Gameleiras, Jaiba, Janaiba,
Mamonas, Matias Cardoso, Mato Verde, Monte Azul, Montezuma, Nova Porteirinha, Pai
Pedro, Porteirinha, Riacho dos Machados, Santo Antonio do Retiro, Serrandpolis de Minas e
Verdelandia. A regido se insere em sua totalidade no clima Tropical Brasil Central, com
temperatura media anual variando de 19,4 °C (minima) a 33,9 °C (maxima), umidade relativa
de 55,7% e indice pluviométrico acumulado de 514,6 mm, sendo as chuvas ocorrentes em
poucos meses do ano e com longos periodos secos, estando a maior parte dos municipios
alocados na zona de umidade semiarida (EMATER, 2018; IMA, 2018; INMET, 2019).

Historicamente, a regido da Serra Geral-MG era consolidada pela atividade pecuéria e
algodoeira, entretanto, a partir da crise na producdo do algoddo na década de 90, a atividade
leiteira, direcionada especificamente para a producao de queijos, se estabeleceu com estimulos
do governo Federal. O incentivo promoveu a criacdo de fabriquetas e queijarias, provocando
maior dinamismo na economia local. Considerando as limitacdes enfrentadas em funcéo das
exigéncias estabelecidas pela lei, como: custos dos investimentos em infraestrutura, qualidade
da matéria-prima, sanidade animal, entre outros, muitos produtores mantiveram a atividade na
condi¢do clandestina. Atualmente a regido se organiza, a partir da criacdo do consorcio de
municipios, incluindo uma coordenadoria regional de inspecdo sanitaria e prestabilidade da
inspecdo municipal, j& empregada em algumas cidades, enquanto alguns produtores, de forma

pontual, pertencentes ao municipio de Porteirinha, cidade com maior representatividade
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produtiva da regido, de um total de 482 queijarias, conquistam a inspec¢éo estadual (IMA), com
producdo de queijo com caracteristicas do QMA. Entretanto, tradicionalmente a regido é
reconhecida por ofertar queijos produzidos com leite cru, fresco ou meia cura, de grande
aceitacdo local, mas também com destinacdo de comércio no estado de Séo Paulo (EMATER,
2018; CNA, 2020).

O queijo artesanal da Serra Geral-MG tem caracteristicas peculiares, apresenta
coloracdo branca, peso médio de 860 g, 5 a 7 cm de altura e 14 a 15 cm de diametro
(CARVALHO, 2018). O leite que serve de matéria-prima € obtido na propriedade em que
ocorre a fabricacdo dos queijos, mas também, € adquirido por meio de compra de leite de
terceiros. O processamento inicia-se com a filtragem do leite cru, seguido de coagulacédo
durante um tempo médio de 50 minutos, e posterior corte da coalhada e mexedura. Apos a
obtencdo dos gréos, parte do soro é retirado e a massa distribuida em formas plasticas redondas,
armazenadas em bancadas para realizacdo da salga a seco. Pode-se observar que ndo existe a
utilizacdo do pingo e apds a etapa de coagulacéo, ocorre a adigdo de agua quente para que a
massa atinja uma temperatura de aproximadamente 40 °C. Além disso, a maturacdo ndo é
realizada, sendo o produto comercializado fresco (EMATER, 2018). Saraiva (2019),
caracterizando o sistema de producao do queijo artesanal da Serra Geral-MG por meio de visitas
técnicas e aplicacdo de questionarios em 28 propriedades, identificou seis diferentes tipos de
fluxogramas produtivos, com variagdes relacionadas ao tipo de salga do queijo, ocorrendo a
salga seca, salga na salmoura e no leite, além do emprego da etapa de toalete (raspagens
superficiais ao sair das formas) realizada em algumas propriedades. Foi constatado também que
7,14% dos produtores utilizavam pingo durante o processamento dos queijos, devendo-se
considerar que essa € uma tendéncia mais recente.

Carvalho (2018) em pesquisa realizada na regido da Serra Geral-MG, especificamente
no municipio de Porteirinha, constatou deficiéncia da infraestrutura nos estabelecimentos de
producdo de leite e processamento de queijo, ndo se enquadrando nas exigéncias da legislacédo
para produtos artesanais. ldentificou também que o principal defeito dos queijos, relatados pelos
produtores, era o estufamento precoce. Sendo assim, ha imprescindibilidade de melhorias no
setor, a partir do conhecimento e aplicacdo dos programas de boas préaticas agropecuarias (BPA)
e de boas praticas de fabricacdo (BPF), além de analises econdmicas da empresa rural e na
capitacdo de recursos financeiros, objetivando um setor que atenda a legislacdo vigente, que

seja produtivo e sustentavel, garantindo ao consumidor um alimento de qualidade.
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3. Bactérias &cido-laticas e sua importancia em queijos artesanais

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo responsaveis pelo processo fermentativo do queijo
e produzem o &cido latico como um dos principais metabolitos da fermentagéo de carboidratos.
As BAL sdo microrganismos com caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e metabdlicas
semelhantes, destacando-se com morfotipos em cocos ou bacilos, células simples, duplas ou
tétrades podendo formar pequenas ou grandes cadeias. Ainda, sdo caracterizadas como Gram-
positivas, ndo formadoras de esporos e catalase negativas. O fenbmeno glicolitico também
sugere uma classificacdo das BAL em homofermentativas ou heterofermentativas, com base no
produto formado pela fermentacdo. As homofermentativas produzem é&cido latico como
principal produto da fermentagdo da glicose. Porém, as heterofermentativas, além de acido
latico, formam outras substancias, como dioxido de carbono, &cido acético e etanol a partir da
fermentacao da glicose (CARR et al., 2002; ASTUTI, 2016; VINDEROLA, 2019). Em geral,
as BAL encontram-se amplamente distribuidas na natureza, sendo isoladas de ambientes como
solo, agua, esgoto, esterco, silagem, trato intestinal e respiratorio, boca, pele de animais e
humanos, ocorrendo também em alimentos como frutas e outros produtos vegetais, além de
carne e leite (KONIG Et al., 2017).

Atualmente, os principais géneros pertencentes a este grupo sao: Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Fructobacillus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella
(VINDEROLA, 2019). Segundo Jonnala et al. (2018), as BAL sao indispensaveis para o
desenvolvimento de caracteristicas especificas dos queijos, conferindo ao produto sabor, aroma
e textura desejaveis. Durante a maturacao do queijo, a definicdo das propriedades sensoriais
envolve as conversdes dos componentes do leite, lactose, gordura e proteina, originando,
respectivamente, os fendmenos glicolitico, lipolitico e proteolitico. As culturas microbianas
presentes sdo as principais fontes das enzimas envolvidas nessas vias (SMIT et al., 2005),
podendo também contribuir para a reducdo do periodo de maturacdo em queijos. Esses
microrganismos liberam aminopeptidases que favorecem a proteolise e, consequentemente, a
formacdo de flavours desejaveis (MORGAN et al., 2002; CAMPAGNOLLO et al., 2018).

Vaérias pesquisas tém sido desenvolvidas, por meio da técnica molecular de amplificacdo
e sequenciamento do gene 16S rRNA, com o objetivo de identificar a comunidade bacteriana
presente nos queijos. Kamimura et al. (2019), avaliando BAL em 578 amostras de queijos
artesanais brasileiros (Norte: queijo Marajo; Nordeste: Coalho e Manteiga; Centro-oeste; queijo

Caipira; Sudeste: QMA de Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado e Serro; Sul: queijo
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Colonial e Serrano), constataram a predominancia dos géneros Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc e Streptococcus. Silva (2016) encontrou frequéncia elevada de
bactérias do género Lactobacillus, dentre as BAL isoladas de queijo Minas artesanal da regido
de Araxd maturado por até 60 dias. Martins et al. (2018) avaliando a diversidade de
microrganismos nos queijos artesanais produzidos nos municipios de Redencdo e Conceicado
do Araguaia - PA, identificaram as seguintes espécies: Weissella paramesenteroides,
Lactococcus spp. (L. lactis e L. garvieae), Enterococcus spp., Leuconostoc mesenteroides,
Streptococcus infantarius, Pediococcus acidilacti e Lactobacillus plantarum. Domingos-Lopes
et al. (2017) encontraram os seguintes géneros: Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus e
Leuconostoc em queijo artesanal Pico, produzido em Portugal, no entanto, o género
Enterococcus foi predominante durante a maturacdo de 21 dias. Ballesteros et al. (2006)
identificando BAL no queijo espanhol Manchego, por meio de provas bioquimicas, constataram
predominancia de bactérias do género Lactobacillus, com frequéncia de 30%.

Segundo Sant’Anna et al. (2019), a comunidade bacteriana do queijo artesanal é
influenciada pelas comunidades bacterianas presentes no leite e no pingo. Os autores, avaliando
0 QMA da regido da Serra do Salitre, identificaram uma possivel adaptacdo ambiental dessas
bactérias no queijo, constatando, via sequenciamento de alto rendimento com alvo especifico
para 0 gene 16S rRNA, a prevaléncia de Streptococcus nos queijos ao longo do periodo de 60
dias de maturacdo, enquanto Lactobacillus e Leuconostoc apareceram apenas em estagios
tardios da maturacao.

Além das alteracGes nas caracteristicas sensoriais, determinadas BAL promovem a
conservacdo dos queijos inibindo a microbiota deteriorante e patogénica. Esta atividade
antagbnica pode ser justificada pela competicdo dos microrganismos por nutrientes, além das
mudancas que vdo ocorrendo no queijo durante a maturacdo, como: diminui¢do do potencial
redutor, formacdo de acidos organicos, reducdo do pH e producdo de compostos inibidores
(perdxido de hidrogénio, didxido de carbono, diacetil) (POPPI, 2005; OZOGUL e HAMED,
2018). Cabral et al. (2016) estudando as propriedades tecnoldgicas das BAL isoladas do queijo
coalho artesanal produzido na regido agreste do estado de Pernambuco, observaram que 90%
das bactérias testadas exibiram atividade antagonista frente ao crescimento dos patdgenos
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus. Costa et al. (2018)
comprovaram o efeito antagdnico de BAL no queijo fresco. Foi observado que Lactobacillus
plantarum 49 e Lactobacillus paracasei 108 favoreceram a diminuicdo da contagem de Listeria
monocytogenes, enquanto Lactobacillus plantarum 201 exerceu efeito bacteriostatico contra o

mesmo patdgeno durante 14 dias de armazenamento refrigerado.
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A atividade antagbnica das BAL pode também ser associada a habilidade desses
microrganismos em produzir substéncias proteicas com atividade antibacteriana como as
bacteriocinas. Estas sdo proteinas de baixo peso molecular que se ligam aos receptores na
superficie da célula alvo provocando ruptura na membrana e degradacdo do DNA celular
(TODOROV, 2019). Atualmente, nisina e pediocina PA-1, produzidas por Lactococcus lactis
e Pediococcus acidilactici, respectivamente, sdo as bacteriocinas mais empregadas para fins de
conservacdo dos alimentos (HEREDIA-CASTRO et al., 2017). Heredia-Castro et al. (2015),
avaliando Lactobacillus spp. isolado do queijo mexicano cocido artesanal constataram sintese
de bacteriocina, que atuou contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Varios sdo os beneficios associadas as BAL. Biscola et al. (2018) atribuiram a algumas
espécies desse grupo de microrganismos, a capacidade de hidrolisar proteinas lacteas,
originando produtos hipoalergénicos. Dentre as espécies isoladas do queijo artesanal brasileiro,
Enterococcus faecalis apresentou atividade proteolitica satisfatoria, hidrolisando parcialmente
a-Sl-caseina, 0-S2-caseina, B-caseinas, a-lactalbumina e B-lactoglobulina. Por outro lado,
Pediococcus acidilactici e Weissella viridescens provocaram hidrolise parcial na a-S1-caseina
e a-S2-caseina. Ainda, segundo Santiago-LoOpez et al. (2018), o queijo pode ser fonte de
diversos compostos bioativos, formados pelas BAL durante a maturagdo, como: acido y-
aminobutirico (GABA) e acido linoleico conjugado (CLA), metabdlitos com propriedades
antioxidantes e imunoldgicas, sendo associados a efeitos benéficos para o ser humano. Ares-
Yebraet al. (2019) sugerem a utilizacdo de Lactobacillus plantarum L200 como cultura adjunta
para aumentar as concentracdes de CLA em queijos maturados. Como resultado da lipolise,
pode ocorrer a liberacao de acido linoleico e consequente formacao de seus isdmeros, incluindo
0 CLA, a partir de enzimas microbianas.

O crescente interesse em queijos artesanais deve-se, em parte, as caracteristicas
sensoriais do produto gue sdo oriundas da acdo das BAL (SCHIRONE et al., 2013). Entretanto,
a utilizacdo desses microrganismos com o objetivo de impedir a formacéo de aminas biogénicas
também tem sido estudada. A acdo inibitoria depende das espécies selecionadas, ja que também
podem causar efeito sinérgico aumentando a formacdo de aminas biogénicas (OZOGUL e
HAMED, 2018). Tittarelli et al. (2019) identificaram em queijo italiano, produzido com leite
cru de ovelha, 24 linhagens bacterianas com habilidade de degradacdo de aminas biogénicas,
destacando Lactobacillus casei e Enterococcus casseliflavus com capacidade de reduzir os
teores de histamina e tiramina. Renes et al. (2019), avaliando a agdo de bactérias laticas sobre

as aminas bioativas em queijo com leite de ovelha pasteurizado, constataram que a utilizagéo
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de Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Lactobalillus

plantarum reduziu a concentragcdo de aminas biogénicas.

4. Aminas bioativas

4.1 Definigéo e formacgéo

As aminas bioativas ou biologicamente ativas sdo bases organicas alifaticas, aliciclicas
ou heterociclicas de baixa massa molecular. Esses compostos sdo produzidos e degradados de
acordo com as atividades metabGlicas normais em humanos, animais, vegetais e
microrganismos (BARONE et al., 2018). As aminas bioativas podem ser classificadas de
diferentes formas, entretanto, a classificacdo mais usual e utilizada na abordagem do presente
trabalho, esta relacionada a funcdo que exercem, sendo definidas em poliaminas e aminas
biogénicas. As poliaminas, representadas por espermidina e espermina, possuem atividade
moduladora e promotora do crescimento celular, sintese de DNA, RNA e proteinas, além de
serem antioxidantes. As aminas biogénicas, incluindo tiramina, putrescina, cadaverina,
histamina, serotonina, triptamina, agmatina e feniletilalamina, sdo neuroativas e vasoativas,
devido aos seus efeitos nos sistemas neural e vascular, respectivamente (MAYER et al., 2010;
SANTIAGO-SILVA et al., 2011; THORNTON e OSBORNE, 2012; BENKERROUM, 20164;
LENIS et al., 2017).

A biossintese das poliaminas acontece via ornitina ou arginina, realizadas pela acdo das
enzimas ornitina descarboxilase e arginina descarboxilase, respectivamente, tendo como
intermediario obrigatorio a putrescina, em ambas rotas (Figura 1.2). Em sequéncia, um grupo
aminopropil, derivado da metionina é adicionado a putrescina, promovendo a sintese da
espermidina e com a juncdo de outro aminopropil a espermidina, ocorre a formacdo de
espermina. Em vegetais, a ocorréncia dessas poliaminas deriva das duas formas, enquanto as
bactérias utilizam a rota com formacdo da agmatina e os animais e fungos por meio da
descaboxilacdo da ornitina (GLORIA, 2005; LENIS et al., 2017).
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Figura 1.2. Via biossintética das poliaminas.
Fonte: Adaptado de Gléria (2005)

As aminas biogénicas sdao formadas por reacdes de descarboxilacdo de aminoéacidos,
conduzidas por descarboxilases enddgenas, presentes naturalmente nos alimentos ou oriundas
da microbiota existente e adicionada. Os microrganismos com atividade aminoacidos-
descarboxilase liberam enzimas, como estratégia de sobrevivéncia em resposta as condicoes
adversas do meio, no qual estdo inseridos. Em pH 2,5 a 6,5, a producdo de aminas pelas
bactérias é estimulada como uma protecdo contra 0 ambiente &cido. Nessa situacdo, ocorre 0
consumo de protons com liberagdo de CO> e a sintese de amina com a finalidade de reequilibrar

o pH (Figura 1.3), propiciando a permanéncia da célula nesse ambiente (BOVER-CID, 2000;
COTTER e HILL, 2003).

H CO.E
' A
Membrana . '
Celular v
Hr
aaDc ?
. >—<: Meio
Citoplasma Extracelular
Aminoéacido Amina Biogénica

Aminoacido Amina Biogénica

Figura 1.3. Biossintese de aminas biogénicas por bactérias.
Fonte: Adaptado de Bover-Cid (2000)



28

Segundo Pagthinathan e Nafees (2015), a descarboxilagdo do aminoécido pode
contribuir para a elevacdo de pH do queijo durante a maturacdo, além de formacao de aminas
como cadaverina e putrescina, que contribuem com forte odor putrefativo, afetando
negativamente a qualidade de queijo. Essa ocorréncia é dependente da disponibilidade do
aminoéacido precursor, da microbiota, do tempo e temperatura de maturacdo, além da

concentragdo de sal no queijo.

4.2 Propriedades benéficas e efeitos adversos a saude

As aminas bioativas, em baixas concentracdes sdo relevantes para a manutencdo da
saude. Em individuos saudaveis, as aminas quando ingeridas, sdo absorvidas e metabolizadas
no organismo por conjugacdo ou mediante reacfes de oxidacdo por acdo de enzimas
monoaminoxidase (MAQO), diaminoxidase (DAO) e poliaminoxidase (PAO) (DOEUM et al.,
2017; TITTARELLI et al., 2019).

As poliaminas s8o componentes indispensaveis em todas as células vivas, estando
envolvidas no crescimento, diferenciacao, sintese de DNA, RNA, proteinas e estabilizacdo de
membranas celulares (WALLACE et al., 2003; BANDEIRA et al., 2012; MATSUMOTO,
2015). Diversos efeitos associados as poliaminas, envolvem o tecido intestinal. Segundo Loser
et al. (2000), esse fato estd relacionado a acdo da espermina e espermidina sobre o
desenvolvimento do sistema digestivo, frente a alta taxa de proliferacdo das células,
desempenhando fun¢des como renovacgdo do lumen, permeabilidade da mucosa, renovacgéo e
maturacdo do tecido intestinal do recém-nascido (MATSUMOTO e KURIHARA, 2011). As
poliaminas também possuem a capacidade de atuar como antioxidantes em sistemas biologicos,
principalmente em seus constituintes da membrana. Os principais mecanismos de acdo sdo a
eliminacdo de radicais livres e a quelacdo de metais, que previne a formacéo de hidroperoxidos,
retardando o desenvolvimento de compostos de oxidacdo. Ainda, estdo envolvidas em varios
fendmenos fisiologicos em resposta ao estresse e retardamento da senescéncia (TORO-FUNES
et al., 2013; HANDA et al., 2018; MUNOZ-ESPARZA et al., 2019).

Por outro lado, em concentracdes elevadas, algumas aminas podem provocar efeitos
adversos a salude (EFSA, 2011). Isso ocorre em situacdes como: deficiéncia genética, agentes
farmacoldgicos inibidores das enzimas metabolizadoras, substancias potencializadoras como a
presenca das proprias aminas (cadaverina, espermidina, feniletilamina, putrescina, triptamina,
tiramina) que podem aumentar o efeito nocivo de algumas aminas (DOEUM et al., 2017,
TITTARELLI et al., 2019).
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A intoxicacdo mais relatada na literatura, associada as aminas biogénicas, € a
histaminica, também chamada de intoxicagdo por escombroide, pela associagdo com peixes da
familia Scombridae como, atum, bonito, cavala, dentre outros. Entretanto, queijo e vinho
também sdo importantes veiculadores. Os sintomas incluem: enxaquecas, urticaria, nauseas,
vomitos, diarreia, arritmia e dificuldade respiratéria (GLORIA, 2005; RUIZ-CAPILLAS e
HERRERO, 2019). Segundo Durak-Dados et al. (2020), a toxicidade da histamina se torna mais
potente quando esta concomitantemente presente no alimento a putrescina e a cadaverina, que
provocam um efeito sinérgico por meio da inibi¢do das enzimas oxidantes da histamina.

A tiramina é a amina mais comumente encontrada em queijos e esta associada a
manifestacdo de uma sindrome conhecida como ‘“reagdo do queijo”. Esta ¢ causada pela
intoxica¢do em funcéo do consumo em niveis elevados dessa amina, sendo capaz de provocar
crise hipertensiva, excitacdo, palpitacdo cardiaca, dor de cabeca, edema pulmonar, alteracdes
na visdo, nausea, salivagdo, vomito, contragdo muscular, febre e transpiragdo (SHALABY,
1996; GLORIA, 2005). O mecanismo de acao da tiramina esta relacionado com a liberagéo de
norepinefrina, epinefrina a dopamina das vesiculas de armazenamento pré-sinapticas. Esses
neurotransmissores, particularmente a norepinefrina, sdo responsaveis pela vasoconstrigcédo,
aumento da frequéncia cardiaca e aumento da presséo arterial (BURNS e KIDRON, 2020).

Sintomas de dores de cabeca e crises de enxaqueca, podem também ser provocados por
outras aminas como, feniletilamina e triptamina (GLORIA, 2005; BARONE, 2017). Putrescina
e cadaverina ndo sdo comumente causadores de efeitos diretos, nocivos a saide humana, mas
podem potencializar o efeito toxico de outras aminas (DURAK-DADOS et al., 2020) com
capacidade de reagirem com nitritos e formarem N-nitrosaminas cancerigenas
(KOUTSOUMANIS et al., 2010), aléem de serem utilizadas como parametros de deterioracdo
(BENKERROUM, 2016a).

De acordo com o relatério publicado pela European Food Safety Authority-EFSA
(EFSA, 2011), ndo ha uma definicdo da quantidade segura de aminas bioativas em alimentos,
pois a dose toxica, depende da eficiéncia dos mecanismos de detoxificacdo individual. Em
individuos normais, o nivel sem efeitos adversos observados (no observed adverse effect level
— NOAEL), por refeicdo, é de 50 mg de histamina, enquanto para tiramina, por refeicdo, é
indicado valores de 600 mg. Porém, esses limites podem ser inferiores para pessoas sensiveis,
que fazem uso de medicamentos inibidores de monoaminoxidase (IMAO) de terceira geracéo
e classico, com limiar de 50 mg e 6 mg de tiramina, respectivamente. Quanto a histamina, ndo
existe estudo conclusivo, que defina a quantidade limite. Dessa forma, individuos com

restricdes devem se limitar ao nivel abaixo do detectavel, para essa substancia.
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No Brasil e no mundo, ndo ha exigéncia legal para queijos regulamentando teores de
aminas biogénicas. A legislacdo existente é apenas para histamina em peixes frescos,
congelados e em conservas, das familias Carangidae, Gempylidae, Istiophoridae, Scombridae,
Scombresocidae, Engraulidae, Clupeidae, Coryphaenidae e Pomatomidae com limite maximo
de 100 mg/kg para a média de nove unidades amostrais e 200 mg/kg para amostra individual
na legislacdo brasileira (BRASIL, 1997; BRASIL, 2011; BRASIL, 2017).

4.3 Aminas bioativas em leite e queijo

O leite bovino, geralmente apresenta baixos teores de aminas bioativas, sendo as mais
abundantes as poliaminas, espermina e espermidina (COSTA et al., 2018). Entretanto, a
presenca e a concentracdo das aminas nesse alimento estdo vinculadas a diversos fatores. Loser
(2000) relatou como sendo as principais aminas do leite bovino, a espermina, espermidina e
putrescina. Afirmou que esse perfil é influenciado pela idade do animal, espécie, periodo de
lactacdo, dieta, fatores genéticos, fatores ambientais e microbiota presente. Estudo realizado
por Gloria et al. (2010) para avaliagcdo dos teores de aminas em leite cru de vacas oriundas de
um mesmo rebanho, indicou predominancia de espermina (35,1%), putrescina (17,6%),
serotonina (15,8%), espermidina (15,8%) e feniletilamina (14,1%).

Segundo Giorgio et al. (2018) o colostro e o leite de cabra séo ricos em poliaminas e a
concentracdo total € superior a observada em leite de outros mamiferos. Comparando o leite da
espécie caprina com a ovina, Galitsopoulou et al. (2015) constataram no leite caprino maior
concentracdo de espermina, espermidina e putrescina na fase colostral e na fase de transicdo da
lactacdo. Além disso, foi observado um aumento significativo dessas aminas no terceiro dia
apos o parto, registrado para ambos os tipos de leite. Segundo os autores, esse fendmeno indica
um possivel aumento na atividade metabdlica e sintese de proteinas na glandula mamaria.

Considerando que a mastite pode afetar a qualidade do leite e aumentar a proteolise,
Ubaldo et al. (2015) avaliaram a influéncia da contagem de células somaticas (CCS) (baixa
CCS = 2,04 x 10° células/mL; média CCS = 6,02 x 10° células/mL; alta CCS = 2,29 x 10°
células/mL) sobre as aminas bioativas no leite cru e ndo constataram a presenca de teores
quantificaveis de aminas livres (> 0,5 mg/L). Entretanto, quando essa matéria-prima foi
empregada na elaboragdo do queijo mucarela, a poliamina espermina e as aminas biogénicas
tiramina e triptamina foram detectadas, dentre as dez aminas investigadas. Espermina foi
encontrada em queijos de todas as categorias (baixa, média e alta CCS), enquanto tiramina e

triptamina s6 foram detectadas em queijos produzidos com leite contendo elevadas CCS,
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sugerindo que a presencga dessas aminas biogénicas no queijo pode ser utilizada como indicativo
de qualidade do leite, associado a mastite.

Yilmaz et al. (2020), investigando os teores de histamina em leite pasteurizado, leite
UAT e queijo maturado, constataram baixa concentracdo da amina na matéria-prima, quando
comparada ao produto derivado. Aminoéacidos livres sdo encontrados no leite, mas também
podem ser liberados como resultado da atividade proteolitica no queijo durante a maturacgéo,
propiciando a formacdo de aminas bioativas. A influéncia da proteélise na formacdo de aminas
bioativas pode ser observada em queijos que foram produzidos com um curto tempo de
maturacao, quando comparados com queijos de maturacao acima de 60 dias. Em alguns queijos
de maturacdo prolongada, a concentracdo de aminas biogénicas aumenta de 10 a 2000 vezes
(INNOCENTE e D’AGOSTIN, 2002; PERRY, 2004).

A formacdo e o acumulo de aminas biogénicas em queijos requerem a disponibilidade
de aminoacidos livres, a presenca de bactérias com atividade descarboxilase, além de condigcdes
ambientais que permitam o crescimento bacteriano e a atividade enzimatica (Figura 1.4). Em
relacdo as caracteristicas intrinsecas do queijo, destaca-se que o pH é importante tanto para
modular a microbiota envolvida na sintese de aminas, quanto para influenciar a atividade da
enzima descarboxiladora do aminoacido. Uma faixa de pH de 4,0 a 5,5 ¢ a ideal para que ocorra
acdo da descarboxilase. Ainda, o teor de sal encontrado no queijo pode controlar a producéo de
aminas bioativas pelo efeito inibitério na taxa de crescimento de bactérias envolvidas na sintese
desses compostos (GLORIA, 2005; CHONG et al., 2011).

Na tabela 1.3 é possivel observar as aminas bioativas mais comuns em queijos e suas
concentracdes. Estudo realizado por Moreira et al. (2018) avaliando o queijo tipo Gorgonzola,
constatou gque a tiramina foi a amina prevalente, atingindo 33,3 mg/100 g quando maturado por
49 dias. Tiramina também foi a amina predominante em queijos Raclette, Gruyére e queijos
artesanais elaborados com leites de cabra e de ovelha (ONER et al., 2006; SANTOS et al., 2017,
ESPINOSA-PESQUEIRA et al., 2018). Zazzu et al. (2019) observaram que no queijo Fiore
Sardo, produzido com leite de ovelha, foram encontradas maiores concentracdes de tiramina,
seguido de putrescina, histamina e cadaverina (medias de 35, 15, 8 e 3 mg/100 g,
respectivamente). Entretanto, Podeva et al. (2015), avaliando aminas biogénicas em queijo
Manchego elaborado com leite de cabra, detectaram como amina predominante, a cadaverina.
Araljo (2013) observou que a histamina foi a amina encontrada em maior concentra¢do no
QMA da regido do Serro-MG. Essa variagdo, encontrada nas diferentes pesquisas, pode ser
justificada pelas particularidades no processo produtivo e pela qualidade do leite utilizado como

matéria-prima.
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Figura 1.4. Possiveis rotas de formacdo de aminas bioativas em queijos.
Fonte: Adaptado de Ruiz-Capillas e Herrero (2019)

Milewski et al. (2018), avaliando o queijo artesanal elaborado com leite de cabra, com
30 dias de maturacdo sob condicbes climaticas da regido de Warmia e Mazury na Pol6nia,
encontraram concentracdes de aminas biogénicas totais quase duas vezes superior em queijo
produzido na época do inverno quando comparado ao verdo (105,64 e 56,76 mg/100 ¢
respectivamente). Considerando a influéncia da dieta animal na composicdo do leite, foi
observado que durante o inverno o leite utilizado para producdo dos queijos apresentou maior
teor de proteina, sugerindo maior disponibilidade de aminoacidos e acimulo de aminas
biogénicas. Entre as aminas biogénicas, o conteudo da cadaverina foi maior no queijo produzido

durante o inverno, enquanto putrescina foi a predominante no periodo de verao.
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Tabela 1.3. Ocorréncia de aminas bioativas em queijos

. Caracteristicas Tempo de Aminas bioativas (mg/100 g)
Tipos de d . ~ Referénci
queijos a mf_:tterla- matL!ragao eferéncias
prima (dias) AGM CAD HIM FEM PUT EPD EPM SRT TRM TIM
Tipo Leite de vaca, Moreira et
Gorgonzola pasteurizado % S it 26 ol it it e &6 & 82 al., 2018
Tipo Raclette Leite de_vaca, 90 na 0,30 na na 7,00 nd nd na na 32,88
pasteurizado
Tipo Gruyere Leite de_vaca, 90 na 0,53 na na 1,52 0,67 nd na na 24,56
pasteurizado Santos et
Minas Padrdo Leite de_vaca, 25 na 0,47 na na 0,97 nd nd na na 9,25 al., 2018
pasteurizado
Prato Leite de vaca, 30 na 2419 na  na 2004 010 nd na  na 2466
pasteurizado
Turkish White Leite de vaca, 105 na na 0,12 nd na na na na nd 1,05 Oner et al.,
cru 2006
QMAdo Serro  Leite Cdri"aca' 60 na 033 4228 166 1510 <004 nd na 083 685 Azfg%o'
Leite de cabra, 5 na 320 012 014 040 011 022 na 089 043  Espinosa-
Artesanal cru -
espanhol Leite de cabra FELIEIE 6
- ' 60 na 7,04 1,54 3,11 4764 0,39 0,39 na 6,36 49,19 al., 2018
Leite de ovelha,
Manchego pasteurizado 60 na 058 338 nd nd na na na nd 0,84 Poveda et
Leite de ovelha, 240 na 045 338 nd nd na na na nd 540 22015
pasteurizado
Fiore Sardo  -©'t® dcil?"e'ha' 105 na 300 800 1,00 1500 na 500 na 030 3500 Zaz;gle; ik
. Espinosa-
Artesanal — Leite de ovelha, 5 na 621 048 010 036 073 067 na 016 043 Pesqueira et
espanhol cru

al., 2018




Tabela 1.3. Continua
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Caracteristicas Tempo de

Aminas bioativas (mg/100 g)

Tipos de da matéria-  maturagéo Referéncias
quelyos prima (dias)
AGM CAD HIM FEM PUT EPD EPM SRT TRM TIM
. Espinosa-
Al RS0 SEEhEl nd 1059 910 127 7,48 30L 146 nd 157 27,73 Pesqueira et
espanhol cru al. 2018

AGM = agmatina; CAD = cadaverina; HIM = histamina; FEM = feniletilamina; PUT = putrescina; SPD = espermidina; SPM = espermina; SRT = serotonina;
TRM = triptamina; TIM = tiramina; na = ndo avaliado; nd = ndo detectado.
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Em queijos artesanais, o perfil de aminas bioativas ird variar principalmente em funcéo
da microbiota autoctone, geralmente apresentada com uma grande diversidade. Grande parte
dos queijos artesanais € produzida sem tratamento térmico. Dessa forma, maior quantidade de
microrganismos pode estar presente e com probabilidade de formacdo de aminas biogénicas.
Combarros-Fuertes et al. (2015) constataram que queijos elaborados com leite cru, apresentam
concentracdo de aminas biogénicas duas vezes maior em relacdo aos elaborados com leite
pasteurizado. Ladero et al. (2008) apontaram que o queijo fabricado com leite pasteurizado
pode apresentar menores teores de aminas biogénicas, pela inativacdo em funcdo do calor
utilizado no tratamento térmico e do piridoxal fosfato, que € cofator para atividade das
descarboxilases.

Espermina e espermidina poucas vezes foram detectadas em queijos e quando é possivel
definir seus valores, as concentragfes sdo baixas (MOREIRA et al., 2017; SANTOS et al.,
2018). A presenca das poliaminas em minimas concentragfes, é esperada, pois estas podem
atuar como fator de crescimento para 0s proprios microrganismos presentes no alimento.

Varios estudos demonstram a associacédo de bactérias especificas na formacéo de aminas
bioativas em queijos, pois a producdo de enzimas do tipo descarboxilases ndo é uma
caracteristica comum a todos os microrganismos. Os géneros Escherichia, Enterobacter,
Salmonella, Shigella, Clostridium, Streptococcus, Lactobacillus e Leuconostoc possuem
algumas espécies reconhecidas como produtoras de aminas bioativas (PERRY/, 2004). Algumas
destas bactérias estdo presentes no queijo como parte de sua microbiota habitual, outras em
decorréncia de contaminagdo. Segundo Ozogul e Hamed (2018), os géneros Enterococcus e
Lactobacillus sdo os principais produtores de tiramina. Algumas espécies de Lactobacillus
também foram correlacionadas com acimulo de histamina (DIAZ et al., 2018). Enterococcus €
conhecido por produzir tiramina, putrescina e histamina, sendo comum também a formacéo de
cadaverina, pela habilidade em descarboxilar a lisina. A presenca dessas aminas em queijos tem
sido proposta como indicador de higiene na obtencdo do alimento, refletindo processos de
decomposicao ou deterioragéo.

Diferentes estratégias tém sido propostas com o objetivo de diminuir a concentracdo de
aminas biogénicas em queijos. No entanto, a aplicacdo dessas técnicas depende muito das
caracteristicas do produto. Enfase é dada & necessidade de melhorar as condices sanitérias
durante a obtencdo do leite, processamento e armazenamento do queijo como forma também
de diminuir a formacdo de aminas biogénicas. Além de boas praticas de higiene, outras medidas
devem ser implementadas para melhores resultados. Estas incluem a inibicdo de bactérias

produtoras de aminas através da pasteurizagdo ou irradia¢do do leite utilizado como matéria-
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prima, reducdo dos tempos de maturacdo, adicdo de culturas iniciadoras e adjuntas com
historico conhecido, em relacdo a capacidade de formar aminas (BENKERROUM, 2016a).
Entretanto, algumas dessas técnicas sao inviaveis para serem aplicadas em queijos artesanais.
Barone et al. (2018) destacaram a importancia do pH, concentracdo de NaCl, tempo e
temperatura de estocagem do queijo como parametros importantes na formagdo das aminas
biogénicas. As caracteristicas intrinsecas e extrinsecas que envolvem o queijo serdo definitivas
para favorecer ou impedir o crescimento microbiano. Torracca et al. (2016), avaliando o efeito
do tratamento térmico e da maturagdo em “Caves” sobre a formagdo das aminas biogénicas em
queijos artesanais, constataram que apesar da pasteurizacdo ter sido uma etapa importante na
reducdo das aminas, o ambiente de maturacao contribuiu de forma significativa para o aumento
da concentracdo dessas substancias no produto final, inferindo sobre a necessidade de
monitoramento dos parametros ambientais, atingindo os pontos criticos, como temperaturas

elevadas e contaminagdo microbiana do local.
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CAPITULO II
PERFIL FiSICO-QUIMICO, MICROBIOLOGICO E IDENTIFICACAO
PROTEOMICA DE BACTERIAS ACIDO-LATICAS DO QUEIJO
ARTESANAL FRESCO DA SERRA GERAL-MG

1. INTRODUCAO

Centenas de queijos artesanais sdo produzidos no mundo, sendo valido destacar a
importancia do setor e seu impacto mundial. Mulheres e homens envolvidos na agricultura
familiar produzem 70% dos alimentos que abastecem o mundo (LICITRA et al., 2019). No
Brasil, a fabricacdo de queijos artesanais se encontra difundida em todo o territorio, porém o
estado de Minas Gerais se desponta como o principal produtor, detendo 25% da producéo
nacional e gerando renda para mais de 18.700 familias (EMATER, 2021). Aliado a essa
realidade de destaque no cenario brasileiro, com notavel importancia cultural, econdmica e
gastrondmica, os produtores buscam visibilidade a partir de caracteristicas especificas e
peculiares inerentes de cada regido.

“Entende-se por queijo artesanal mineiro o produto produzido com leite integral, fresco
e cru, obtido de rebanho préprio ou, considerando a permissdo mais recente, fornecido por outra
propriedade, desde que seja constatada a qualidade sanitaria emitida pela entidade de controle
competente, que ateste o relacionamento entre o produtor de leite e a queijaria” (MINAS
GERAIS, 2020). Essa legislacao inclui os queijos Minas artesanal (QMA) e 0 meia-cura na
categoria de produtos sem cozimento da massa e, ainda, contempla queijos como cabacinha e
requeijao artesanal, com particularidades no processo produtivo, sendo realizado aquecimento
da massa, porém com adicdo facultativa de soro-fermento.

O modo artesanal de producdo do queijo é bastante variado. Em Minas Gerais, grande
parte € elaborada com leite cru e adicdo de pingo, com tempo de maturacdo bastante
diversificado e, em alguns casos, inexistente. Apesar da consolidacdo no processo produtivo
em determinadas regifes, 0 queijo artesanal ainda é motivo de discussdo no pais, sob uma
perspectiva, hd uma busca pela caracterizacdo, identidade e reconhecimento internacional do
produto artesanal brasileiro. Em contrapartida a producdo, em alguns casos, apresenta um
cenario de informalidade com condigdes higiénico-sanitarias precérias.

No Norte de Minas Gerais, a regido da Serra Geral se mantém como produtora de queijo
artesanal, mesmo dividindo espago com grandes produgdes agricolas. A economia baseada na

cadeia produtiva do leite envolve, diretamente, em torno de 15 mil familias de agricultores
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familiares e, indiretamente, mais outras 50 mil pessoas. Trata-se de uma producdo de 15.000
pecas de queijos, com movimentacéo financeira em torno de R$ 195.000,00 por dia (EMATER,
2018; EMATER, 2020).

Tendo em vista a importancia regional do queijo artesanal da Serra Geral-MG e
compreendendo os fatores limitantes e interferentes na producdo, objetivou-se avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas, além da identificacdo de bactérias acido-
laticas no leite, pingo e queijo artesanal fresco da Serra Geral. Adicionalmente, também foram
avaliadas as propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas da agua das queijarias e a presenca
de microrganismos nas bancadas de producdo, para conhecimento da sua microbiota e possivel
rastreamento de pontos de contaminagdo de modo a contribuir na melhoria da qualidade do

queijo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

Foram selecionados aleatoriamente 12 produtores de queijo artesanal da regido da Serra
Geral-MG, sendo seis produtores cadastrados no Servigo de Inspecdo Municipal (PSIM) e seis
que ndo possuiam cadastro em orgdo fiscalizador (NSIM), caracterizando 0s ultimos, como
representantes da producdo informal. As propriedades rurais envolvidas na pesquisa, estdo
distribuidas no municipio de Porteirinha-MG (latitude: 15° 44" 38" Sul, longitude: 43° 1' 29"
Oeste), cidade escolhida pela maior representatividade produtiva da regido, constituindo 150
queijarias e produtores cadastrados no servico de inspecao municipal.

Os dois grupos de produtores formados, PSIM e NSIM, também se diferenciaram
quanto ao fluxograma de producdo, conforme indicado na figura I1.1. As principais
particularidades envolvem a incorporacdo de pingo, na proporcao de 1 a 2 % do volume de leite
utilizado e adi¢do de agua quente na massa apos a coagulacdo, que atinge temperatura média
de 40 °C.

Cada produtor forneceu duas pecas inteiras de queijo (de aproximadamente 800 g) no
primeiro dia de producédo, sendo também coletados para analise, o leite cru utilizado como
matéria prima, a agua, o pingo (apenas para os produtores do grupo PSIM) e, ainda, foram

realizados suabes das bancadas das queijarias.
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Produtores que possuem inspec¢do municipal (PSIM)

Leite cru Coagulacéo
(origem propria e > Filtragem —>] Adigdo do pingo > Adicéo de coalho [—=| (aproximadamente
terceiros) 50 minutos)

J
\

Corte da coalhada
e mexedura —

Dessoragem —> Mexedura —> Enformagem [— Salga a seco

7
Maturagéo
Produtores que ndo possuem inspe¢do municipal (NSIM)
Leite cru Coagulagéo
. . : _— . Ih
(origem prépria e = Filtragem —>| Adicéo de coalho [—>| (aproximadamente [ Cog%ada
terceiros) 50 minutos)
|
\
Dessoragem —> Adiggﬁ etrj](;eagua — Mexedura —> Enformagem > Salga a seco
|
\
Maturacédo

Figura 11.1. Fluxogramas de producédo para elaboracdo dos queijos artesanais da Serra Geral -MG, com
e sem inspecao (PSIM e NSIM, respectivamente).

As coletas das amostras aconteceram no més de julho mediante visitas as propriedades,
sendo estas realizadas com o apoio dos técnicos da EMATER e do técnico do servico de
inspecdo municipal, que atuaram como agentes de extensdo. Os queijos foram envolvidos em
embalagens de polietileno estéreis, e a agua, leite e pingo foram acondicionados em frascos de
polietileno também esterilizados, com capacidade de 300 mL. Para a contagem padrdo em
placas (CPP), o leite foi armazenado em frascos contendo o conservante azidiol, enquanto para
a contagem de células somaticas (CCS) e composicdo quimica, as amostras foram
acondicionadas em frascos contendo bronopol. O material foi encaminhado para realizacdo das
analises sob condicdes de refrigeracdo, em caixas isotérmicas com gelo, imediatamente apds a

coleta.
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2.2 Analises laboratoriais

Os métodos de analises utilizados foram os indicados no escopo do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento - MAPA para alimentos de origem animal e agua
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2018). Todos os procedimentos analiticos foram realizados nos
Laborat6rios de Microbiologia de Alimentos e Analises Fisico-quimicas | do Departamento de
Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Escola de Veterinaria da UFMG.

2.2.1 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas da agua

As andlises fisico-quimicas da agua foram realizadas por meio das determinagdes de
pH, acidez, cloro residual, alcalinidade e dureza, segundo os métodos descritos por Macédo
(2005). Para avaliacdo da qualidade microbiologica foram realizadas as contagens de

coliformes totais, coliformes termotolerantes e mesofilos aerobios (BRASIL, 2018).

2.2.2 Analises fisico-quimicas e microbioldgicas do leite

Os teores percentuais de gordura, proteina, lactose, extrato seco total, extrato seco
desengordurado e cinzas foram analisados pelo método de espectroscopia de infravermelho
com transformada de Fourier (IDF, 2013a), utilizando o equipamento LactoScope (Delta FTIR,
Drachten, Frisia, Holanda). A contagem de células somaticas foi feita em equipamento
Somascope (Delta FTIR, Drachten, Frisia, Holanda), utilizando a metodologia de citometria de
fluxo (IDF, 2006). Para determinacdo da contagem padrdo em placas foi utilizado o
equipamento eletrénico Bactoscan FC (FOSS, Hillergd, Hovedstaden, Dinamarca) empregando
a metodologia de citometria de fluxo (IDF, 2013b), sendo todas analises realizadas no
Laboratorio de Analise da Qualidade do Leite (LabUFMG) que compde a Rede Brasileira de
Laboratorios de Controle da Qualidade do Leite do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA).

Foram também avaliadas as contagens de coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, Salmonella spp. (BRASIL, 2018) e
bactérias acido-laticas (BAL) (IDF, 1988; RESENDE et al., 2011). Além da quantificacdo, as

BAL foram identificadas por técnica protedmica.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hiller%C3%B8d
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2.2.3 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas do pingo

Para caracterizacdo fisico-quimica do pingo foram realizadas as analises de pH, teor de
acidez e extrato seco total utilizando técnicas recomendadas para leite fluido (BRASIL, 2018).
Quanto a analise microbioldgica, quantificou-se o grupo de coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, bolor e leveduras, Salmonella spp.
(BRASIL, 2018) e bactérias &cido-laticas (IDF, 1988; RESENDE et al., 2011). Além da
quantificacdo, as BAL foram também identificadas por técnica protedmica.

2.2.4 Andlises fisico-quimicas e microbioldgicas do queijo

A composicdo quimica centesimal dos queijos foi avaliada por meio da determinagéo
dos teores de gordura pelo método butiromeétrico, proteina utilizando o método de Kjeldahl,
cinzas por meio da incineracdo a 550° C em forno mufla, umidade e solidos totais a partir da
secagem em estufa a 105 °C, pelo método gravimétrico. O pH foi determinado com auxilio de
potenciémetro digital e a acidez titulavel, expressa em acido latico, por meio de titulacdo com
NaOH 0,1 mol/L (BRASIL, 2006; BRASIL, 2018).

Os parametros microbiologicos avaliados no queijo foram coliformes totais,
Escherichia coli, Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, bolor e leveduras,
Salmonella spp. (BRASIL, 2018) e bactérias acido-laticas (IDF, 1988; RESENDE et al., 2011).

Além da quantificacdo, as BAL foram, ainda, identificadas por técnica protedmica.

2.2.5 Analises microbioldgicas das bancadas da queijaria

Para identificacdo da microbiota presente nas bancadas das queijarias foram
quantificados os microrganismos coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcus spp.,
Staphylococcus coagulase positivo, bolor e leveduras, Salmonella spp. e bactérias acido-laticas.
Além da quantificacdo, as BAL também foram identificadas por técnica prote6bmica. Para
amostragem, foi friccionado o suabe estéril, embebido com agua peptonada a 1% na superficie

na bancada.
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2.3 Metodologias utilizadas nas anélises microbioldgicas

Inicialmente, foi realizada a diluicdo decimal e seriada da amostra de leite, pingo, do
material do suabe e queijo até 10°°. Foram utilizadas 25 + 0,2 g ou mL das amostras, pesadas e
medidas assepticamente, sendo estas adicionadas em frasco estéril contendo 225 mL de solugéo
salina peptonada a 1%, para quantificacdo de coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, bolor e leveduras e bactérias acido-
laticas (BAL), enquanto 225 mL de solugdo peptonada 0,1% tamponada foram utilizadas para
avaliacdo da presenca da Salmonella spp., originando, dessa forma a diluigdo 10

Todos os microrganismos foram quantificados a partir da técnica de plaqueamento em
superficie (spread plate) e incubacdo em condicdo de aerobiose.

2.3.1 Enumeracéo de coliformes totais e E. coli no leite, pingo, bancadas das queijarias e

queijo

Inoculou-se 1 mL de cada diluicio selecionada (102, 10, 10) nas placas Petrifilm®
(3M, Saint Paul, Minnesota, Estados Unidos) que posteriormente foram incubadas a 35 °C/24
h. ApOs essa etapa, apenas as colonias de coloracdo vermelha com presenca de gas foram
contadas e o resultado foi expresso em unidade formadora de col6nia por grama (UFC/g). Para
contagem das coldnias de Escherichia coli, as mesmas placas usadas para os coliformes totais
foram novamente incubadas por mais 24 horas e realizada a contagem somente das coldnias de

coloracdo azul e/ou vermelho-azulado com presenca de géas, obtendo-se resultado em UFC/g.

2.3.2 Enumeracdo de Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo no leite,

pingo, bancadas das queijarias e queijo

Das diluicdes 102 a 10° das diferentes matrizes, foram retiradas aliquotas de 1 mL e
inoculadas em placas contendo agar Baird-Parker (Acumedia, Baltimore, Maryland, Estados
Unidos), acrescido de gema de ovo e telurito de potassio (Himedia, Mumbai, Maharashtra,
India) e incubadas a 36 °C/48 h. Apds crescimento, foram quantificadas as coldnias de
Staphylococcus spp. e registradas as colbnias tipicas e/ou atipicas. Nas placas em que foram
identificadas apenas um morfotipo, isolou-se cinco col6nias e nas placas que foram observadas
coldnias tipicas e atipicas, trés de cada tipo foram selecionadas, inoculadas em tubos contendo

caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, Basingstoke, Cheshire, Inglaterra) e incubadas em
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estufa a 36 °C/24 h. Posteriormente, 300 pL do contetdo do tubo e 300uL de plasma de coelho
(Laborclin, Constantina, Rio Grande do Sul, Brasil) reconstituido foram adicionados em tubo
estéril e incubados a 36 °C/24 h para averiguacdo da formacdo de codgulos e quantificacdo do
Staphylococcus coagulase positivo (BRASIL, 2018).

2.3.3 Enumeracéo de bolores e leveduras no pingo e queijo

Foram retiradas aliquotas de 0,1 mL das diluicBes de 10 a 10 e inoculadas em agar
batata dextrose (Himedia) 2%, adicionado de &cido tartarico a 10%. A incubagdo aconteceu em
temperatura de 25 °C/ 7 dias (BRASIL, 2018).

2.3.4 Enumeracdo de bacterias acido-laticas no leite, pingo, bancadas das queijarias e

queijo

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes 10 a 10 foram inoculadas em agar Man-Rogosa-
Sharpe (MRS) (Merck, Darmstadt, Hessen, Alemanha) e incubadas a 36 °C/48 h (IDF, 1988;
RESENDE et al., 2011).

2.3.5 Pesquisa de presenca de Salmonella spp.

Iniciou-se com a etapa de pré-enriquecimento em solucéo salina peptonada tamponada
1% e incubagdo da diluicio 10 em estufa a temperatura de 36 °C/20 h. Posteriormente, foi
realizado o enriquecimento seletivo, transferindo 0,1 mL das amostras para o caldo Rappaport
Vassiliadis (Vetec, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil) e 1 mL para o caldo Selenito
Cistina (Himedia) que foram acondicionados em tubos estéreis e encaminhados para o banho-
maria a 41 °C/24 h. Em seguida, foram retiradas aliquotas dos caldos com alca de platina e
estriadas em meios solidos seletivos para o isolamento. Os meios utilizados foram: agar
Hektoen (Himedia), gar verde brilhante vermelho de fenol lactose sacarose (Himedia) e agar
desoxicolato lisina xilose (Himedia). Foi realizado teste bioquimico nas coldnias consideradas
tipicas utilizando o meio agar rugai modificado (Renylab, Barbacena, Minas Gerais, Brasil),
incubados em estufa a temperatura de 36 °C/ 24 h. Tubos com caracteristicas suspeitas tiveram
suas colbnias isoladas em &gar nutriente e adicionalmente avaliadas a partir da reagédo
sorolégica frente ao anti-soro polivalente (Probac, Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) para
Salmonella (BRASIL, 2018).
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2.3.6 Enumeracéo de coliformes totais e termotolerantes na dgua

Utilizou-se a técnica do nimero mais provavel (NMP). Aliguotas de 10,0 mL da amostra
foram inoculadas em série de dez tubos contendo caldo Lauril Sulfato de Sodio (Himedia),
concentracdo dupla (12 série). Aliquotas de 1,0 mL da amostra foram inoculadas em uma série
de dez tubos contendo caldo Lauril Sulfato de S6dio concentragdo simples (22 série) e, por fim,
aliquotas de 1,0 mL da diluicdo 10 da amostra de dgua foram inoculadas em uma série de 10
tubos contendo caldo Lauril Sulfato de Sédio concentracdo simples (32 série). Os tubos de
ensaio foram incubados em estufa a 35 £+ 1 °C durante 24/48 h e todos continham os tubos de
Durham invertidos, essa etapa constituiu a prova presuntiva.

Com auxilio da alca bacterioldgica esteril, uma aliquota dos tubos positivos foi
transferida para tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% (Himedia), sendo estes
incubados a 35 £ 1 °C durante 24/48 h, para confirmacdo dos coliformes totais. Quanto aos
coliformes termotolerantes, inoculou-se aliquota dos tubos de coliformes totais positivos em
tubos com caldo EC (Himedia) que foram acondicionados em banho-maria a 45 + 1 °C por 24/
48 h. Foram considerados positivos, 0s tubos turvos e com formacéo de gas. O resultado foi
expresso em NMP (BRASIL, 2018).

2.3.7 Enumeracéao de mesofilos aerdbios na agua

Foi empregado o método de plagueamento em profundidade (pour plate), utilizando
aliquota de 1 mL das diluices 10°% 10 e 102 e meio de cultura &gar padrdo (Acumedia),
incubadas em estufas a temperatura de 36 °C/24 h (BRASIL, 2018).

2.4 ldentificacdo de bactérias acido-laticas por MALDI ToF

Foram identificadas as BAL presentes no leite, no pingo, na bancada das queijarias e no
queijo fresco. Apds o crescimento das colénias em meio MRS (36 °C/48 h), foram selecionadas
até trés coldnias com caracteristicas morfoldgicas distintas quanto ao tamanho, cor e aspecto,
oriundas de todas as propriedades, nas diferentes matrizes. Os isolados foram transferidos para
capsulas microtubos contendo caldo BHI e 20% de glicerina para conservagdo sob
congelamento a -18 °C.

Posteriormente ao descongelamento, as colénias foram ativadas e semeadas em placas

MRS para isolamento. Ap6s o crescimento das bactérias, o material foi encaminhado ao
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Laboratério de Diagndstico de Doencas dos Animais Aquaticos (Aquavet) da Escola de
Veterinaria para realizagdo das analises pela técnica de espectrometria de massas por dessorcao-
ionizacdo a laser, assistida por matriz - tempo de voo (MALDI-ToF) utilizando espectrometro
de massas FlexControl MicroFlex LT (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Uma Gnica
colonia bacteriana, fresca, foi retirada por vez das placas de Petri e transferida para uma placa
alvo de aco inoxidavel com adicdo subsequente de 1 pL de &cido formico (70%) e 1 pL de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico que, em seguida, foi acoplada ao equipamento. O espectro de
massas gerado, de acordo com o perfil proteico das bactérias, foi comparado com informacdes
do banco de dados. Para interpretacdo das pontuacgdes, utilizaram-se o0s critérios recomendados
pelo fabricante, que define os escores > 2.000 a identificacdo em nivel de espécie, de 1.700 a
2.000 indica uma identificacdo em nivel de género e escores inferiores a 1.700 ndo foram

associados a nenhum microrganismo (ASSIS et al., 2017).

2.5 Planejamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados sendo os tratamentos
dois grupos de produtores (PSIM e NSIM) compostos por seis produtores cada, sendo estes
considerados as repeticdes. Os resultados foram testados quanto a distribui¢cdo normal pelo teste
de Shapiro-Wilk e a homocedasticidade das variancias pelo teste de Bartlett. As variaveis que
ndo atenderam as pressuposicOes estatisticas foram avaliadas por meio de testes nao-
parameétricos para comparacdo de medianas.

As variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas ndo parametricas, da agua, leite,
bancadas das queijarias e queijo foram comparadas entre 0s grupos de produtores por meio do
teste de Wilcoxon Mann-Whitney, enquanto, para as variaveis paramétricas, utilizou-se o teste
F. Para o pingo, por ser utilizado apenas pelo grupo de produtores PSIM, foi empregada a
estatistica descritiva, obtendo-se os valores médios, minimos, méximos e coeficiente de

variacdo de todas as variaveis.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Qualidade fisico-quimica e microbioldgica da 4gua utilizada nas queijarias artesanais
da Serra Geral - MG

Os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos analisados na agua das queijarias
estdo apresentados na tabela Il.1. Pode-se observar que ndo houve diferenca estatistica
(p>0,05), quando comparada a qualidade da &gua oriunda de propriedades que possuem o
servico de inspecdo municipal (PSIM) e as que ndo possuem (NSIM). Quanto ao
enquadramento da agua aos parametros fisico-quimicos exigidos pela legislacdo, apenas uma
amostra do grupo PSIM néo atingiu o intervalo permitido de pH, apresentando valor de 5,57.
Ainda, duas amostras de agua estavam em desacordo, ou seja, acima do limite estabelecido para
cloro residual, sendo uma amostra pertencente a queijaria do grupo PSIM e outra, a queijaria
do grupo NSIM. Este fato se deve, provavelmente, a cloragdo manual e a instalagcéo de clorador
de passagem, fato acontecido nas queijarias conforme constatacdo a campo. A¢Oes corretivas
se fazem necessarias até que a agua apresente resultados satisfatorios, seguindo a recomendacao
da legislacdo para queijos artesanais, que preconiza a realizagdo do controle de cloro
diariamente na propriedade, antes do inicio das atividades, mantendo a concentracdo exigida
(Tabela I11.1).

As propriedades fisico-quimicas definem as caracteristicas do corpo hidrico, levando a
inferéncias sobre o impacto que a 4gua pode causar dentro das propriedades. Os resultados
apontam uma qualidade adequada, apresentando resultados para os parametros de pH, dureza e
cloretos com valores médios e medianos que se enquadram na legislacdo em vigor (Tabela I1.1).
Baseado nos valores obtidos, trata-se de uma dgua mole com minimas quantidades de deposi¢édo
mineral, indicando pequeno risco de formacao de incrustagfes e de processos corrosivos em
utensilios e materiais dentro das queijarias.

A agua das queijarias estudadas tem como origem principal o fornecimento realizado
pela Companhia de Saneamento de Minas Gerais (COPASA), totalizando o abastecimento em
66,7% ou oito propriedades, sendo cinco delas pertencentes ao grupo de produtores PSIM. Nas
propriedades restantes, a agua de 25,3% é oriunda da nascente do rio do Serrado (trés
propriedades) enguanto uma (8%) utiliza agua captada da chuva, sendo esta armazenada em

reservatorio especifico e clorada de acordo com a recomendacdo do fabricante da caixa.
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Tabela 11.1. Valores médios, medianas e coeficiente de variacdo (CV) dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos encontrados em amostras de agua

utilizada nas queijarias da regido da Serra Geral-MG

PSIM NSIM

A . Enquadramento - Enquadramento  P- a1

Parametros I\/I\I/elz il?;?]/a (CO/;/) ng legislagdo I\/I\I/Ie gl?;i/a (‘j /:/) nc; legislagdo ~ Vvalor Padrdo
(%) (%)

Fisico-quimicos
pH * 6,30a 5,5 83,3 6,48a 1,9 100 0,13 6a9,5
Acidez (mg/L de CO,)* 3,18a 62,6 100 2,31a 33,2 100 0,07 -
Alcalinidade (mg/L)* 10,05a 90,2 100 10,98a 30,3 100 0,58 -
Dureza (mg/L de CaCOg3)** 6,70a 449 100 8,35a 35,5 100 0,38 Max. 500
Cloretos (mg/L)* 18,70a 34,6 100 4,39 49,9 100 0,06 Max. 250
Cloro residual (mg/L)* 1,97a 119,9 83,3 1,56a 34,4 83,3 0,06 0,2a2,0
Microbioldgicos
Mesofilos aerdbios (UFC/mL)** 1,27 x10%a 168,5 83,3 1,95x 10%°a 221,6 83,3 0,74 -
Coliformes totais (NMP/100 mL)* <0,9a 124,5 66,7 79x10% 1193 50,0 0,31 Ausente
Coliformes termotolerantes (NMP/100 mL)* <0,9a 124,5 66,7 79x10% 1194 50,0 0,31 Ausente

* Medianas ** Médias; PSIM = produtores que possuem inspe¢do municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal.
! Padréo de potabilidade de a4gua de abastecimento baseado na Portaria n° 2.914 (BRASIL, 2011) e Portaria 2033 (IMA, 2021a). Médias seguidas de letras
mindsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste F ou medianas seguidas de letras mintsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo

teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05).
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Para ser considerada potavel, a agua deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas conforme exigéncias definidas em legislagdo especifica. A Portaria n21837 do
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), de julho de 2018 (MINAS GERAIS, 2018),
contempla esses parametros, alinhando com o que é preconizado para agua de abastecimento
na Portaria n°® 2914 do Ministério da Sadde (BRASIL, 2011) (Tabela I1.1).

Quanto aos resultados microbioldgicos obtidos para a agua das queijarias da regido da
Serra Geral, observa-se que pelo menos uma amostra pertencente a cada grupo estava em
desacordo com o limite preconizado pela legislacdo, apontando recontaminacéo da agua apés a
etapa de cloracéo ou falha no tratamento.

Os valores médios obtidos para a contagem de mesofilos aerébios da agua, dos dois
grupos de produtores avaliados, apresentaram qualidade adequada quanto ao parametro. No
entanto, os valores medianos de coliformes totais e de coliformes termotolerantes estdo acima
do limite estabelecido pela legislacdo. A agua pode servir de veiculo para a contaminagdo do
queijo, sendo esses microrganismos 0s possiveis responsaveis pelo aparecimento de defeitos no
produto. E importante ressaltar que a &gua em questéo é utilizada para limpeza de instalacdes,
materiais, utensilios, mdos de manipuladores, diluicdo do coalho e ainda, em alguns queijos,
adicionada a coalhada durante o processamento. Pereira et al. (2014), avaliando os sistemas de
abastecimento de agua em queijarias artesanais da microrregiao Campo das Vertentes em Minas
Gerais, constataram que aproximadamente 60% das queijarias estudadas apresentaram
contaminacdo por coliformes totais na dgua.

Fazer o acompanhamento da dgua nas queijarias, mantendo as caracteristicas fisico-
quimicas e microbiolégicas adequadas é fundamental para garantir a qualidade do queijo.

Filtros e cloradores devem ser adaptados e sdo de uso obrigatério (MINAS GERAIS, 2020).

3.2 Qualidade fisico-quimica, microbioldgica e contagem de células somaticas do leite

utilizado como matéria-prima para fabricacdo dos queijos artesanais da Serra Geral-MG

A média e o coeficiente de variacdo definindo as caracteristicas encontradas no leite cru
podem ser observados na tabela 11.2. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) entre 0s
resultados da composi¢do quimica, CPP e CCS quando comparados os dois grupos de
produtores de queijo. Nota-se, ainda, que os resultados de composic¢ao quimica do leite atendem
0s requisitos minimos exigidos pela legislagdo, conforme defini¢do de padrdo apresentado na
tabela 11.2. E sabido que ndo existe legislacdo especifica que defina a qualidade da matéria-

prima utilizada para a producdo de queijo artesanal de Minas. Dessa forma, foram utilizadas
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como referéncias a IN 76 (BRASIL, 2018) e o Decreto Estadual n® 42.645 (MINAS GERAIS,
2002).

A pequena variagdo encontrada, associada aos valores do coeficiente de variagdo (CV),
nos resultados dos pardmetros fisico-quimicos, pode ser atribuida a pequenas diferencas nas
condigdes de producéo de leite da regido, com predominancia de vacas mesticas, alimentadas a
pasto com suplementacdo de volumoso na época da seca. A composicdo do leite e,
consequentemente, suas propriedades estabelecem fortemente a qualidade e a aptiddo desse
alimento para o processamento e consumo humano. Dessa forma, elevadas concentragdes de
solidos, incluindo principalmente os componentes gordura e proteina, definem o rendimento
dos queijos, além das caracteristicas de textura, cor e sabor.

Dentre os produtores que participaram da pesquisa, 33,3% (duas queijarias)
pertencentes ao grupo PSIM e 66,7% (quatro queijarias) do grupo NSIM utilizaram leite
advindo de outras propriedades. A legislacdo atual para queijos artesanais (MINAS GERAIS,
2020) permite o fornecimento de leite a queijaria situada em outra propriedade sendo este
condicionado a obtencao de titulo de relacionamento, que ateste a relagdo entre o produtor de
leite, de origem determinada, e a queijaria. O leite utilizado como matéria-prima para a
producdo do queijo artesanal da Serra Geral é um dos grandes entraves da producéo frente a
busca do regulamento especifico para o produto. 1sso se deve ao fato, de um nimero expressivo,
considerando a maioria dos produtores da regido, que utilizam a compra de leite de terceiros
para 0 processamento do queijo, ndo possuindo rebanho proprio para subsidiar a producao.
Ainda, conforme constatado em observacdo a campo, alguns produtores fazem a aquisicdo de
leite de varios fornecedores sem controle sanitario e com distancias significativas da
propriedade produtora até a queijaria.

As contagens médias de células somaticas nos dois grupos foram satisfatorias,
atendendo o maximo de 4,0 x 10° células/mL que é preconizado pela legislagio (MINAS
GERAIS, 2002). Entretanto, pode-se observar na tabela 11.2 que 50% do leite cru pertencentes
aos produtores NSIM e 16,7% do leite cru pertencentes aos produtores PSIM, apresentaram
valores que extrapolam o limite estabelecido. Segundo Olivers, Peres e Molina (2019), esta
elucidada a influéncia de elevadas CCS na composicdo do leite, tendo como consequéncia a
diminuicdo dos teores de lactose e 0 aumento de proteinas séricas em funcdo do aumento da
permeabilidade da membrana dos alvéolos. Ainda, pode ocorrer um comprometimento da
caseina pela acentuada prote6lise. Nessa condigdo, estes autores também afirmaram o efeito
negativo sobre o processamento do queijo e sobre a qualidade do produto, podendo ser notado,

uma inadequada sinerese e aumento do teor de umidade, além do menor rendimento.
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Tabela 11.2. Valores médios, medianas e coeficiente de variagcdo (CV) da composi¢do quimica, contagem padrdo em placas (CPP) e contagem de células
somaticas (CCS) do leite utilizado no processamento do queijo artesanal da Serra Geral-MG

PSIM NSIM

A .- Enquadramento -~ Enquadramento  P- 51

Parametros I\/I\I/elz Z?;?]/a (CO/;/) ng legislagdo I\/I\I/; Z?;i/a (g’ /:/) nc; legislagdo  Vvalor Padréo
(%) (%)

CCS (células/mL)** 288x10°% 69,9 83,3 3,37 x10°% 83,7 50,0 0,67 Max. 4,00x 10°
Fisico-quimicos
Gordura (g/100 mL)** 3,68a 19,0 100 3,80a 16,4 100 0,77 Min. 3,0%
Proteina ( g/100 mL )** 3,34a 10,1 100 3,40a 11,4 100 0,79 Min. 2,9%
Lactose ( g/100 mL )** 4,47a 1,9 100 4,48a 1,7 100 0,92 Min. 4,3%
EST (g/100 mL )** 12,49a 7,8 100 12,66a 7,3 100 0,77 Min. 11,4%
ESD (/100 mL )** 8,8la 35 100 8,86a 37 100 076  Min. 8,4%
Microbioldgicos
CPP (UFC/mL)** 2,86 x 10°%a 227,2 83,3 2,87 x10%a 152,8 100 0,38 Max. 1,0x10°
Coliformes totais (UFC/mL)* 8,50 x 10%a  232,9 - 2,70 x10% 2448 - 0,93 -
Escherichia coli (UFC/mL)** <1,00 x 10%a 186,2 83,3 <1,00x 10%a  146,9 83,3 0,99 <1,0x 10°
Staphylococcus spp. (UFC/mL)** 5,22 x 10°%a 135,7 - 6,39 x 10°a  144,7 - 0,98 -
Staphylococcus coag. positivo (UFC/mL)** 2,02 x 10°a  229,9 16,6 2,23x10% 2415 16,7 0,87 <1,0 x 10?
Bactérias acido-laticas (UFC/mL)* 1,60 x 10°a 219,4 - 6,80 x 10%a 95,7 - 0,20 -

* Medianas ** Médias; PSIM = produtores que possuem inspecdo municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal.

! Padrdo baseado no Decreto Estadual n® 42.645 (2002) e Instrugdo Normativa n° 76 (2018); EST = extrato seco total; ESD = extrato seco desengordurado;
CPP= contagem padrdo em placas. Médias seguidas de letras distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste F (p<0,05) ou medianas seguidas de letras
mindsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05).
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Quanto ao parametro CPP, observa-se que nao houve diferenca estatistica (p>0,05) entre
0s grupos avaliados. Entretanto, o leite cru do grupo de produtores sob inspe¢do municipal
(PSIM) apresentou média superior ao maximo exigido e uma amostra que ndo se enquadrou na
legislagdo, atingindo o valor de 1,6 x 10° UFC/mL. Segundo Franceschi et al. (2020), a CPP
elevada aponta para uma inadequada prética higiénica na obtencdo e conservagdo do alimento.

Na tabela 11.2 sdo apresentados os valores médios das contagens microbioldgicas do
leite utilizado para elaboragéo do queijo artesanal da Serra Geral-MG, com resultados para 0s
parametros de coliformes totais, Escherichia coli, Staphylococcus spp., Staphylococcus
coagulase positivo e BAL. N&o foi observada diferenca significativa (p>0,05) entre o leite dos
grupos de produtores avaliados, constatando que a matéria-prima encontra-se
microbiologicamente impropria para o beneficiamento do queijo artesanal, com elevadas
contagens de Staphylococcus coagulase positivo, estando em discordancia com os valores limites
estabelecidos na legislacdo (MINAS GERAIS, 2002).

Apesar da inexisténcia de um padréo na legislacdo para leite cru, é relatado na literatura
que contagem de coliformes totais acima 1,0 x 102 UFC/mL indicam de obtencdo precéaria do
produto (CITADIN et al., 2009). No presente estudo, quantidades elevadas de coliformes totais
foram encontradas nos queijos artesanais da Serra Geral-MG oriundos do NSIM. Em
contrapartida, para Escherichia coli, os resultados foram inferiores a 100 UFC/mL em ambos
0s grupos de produtores. A realidade definida no presente estudo foi semelhante ao observado
em outras regides do estado, como Serra do Salitre (FIGUEIREDO, 2018), Campo das
Vertentes (CASTRO et al., 2016), Serro (MARTINS et al., 2015) e Araxa (SALES, 2015).

Metz et al. (2020), avaliando o uso de coliformes totais e E. coli como indicadores de
qualidade sanitaria em leite cru destinado para o0 processamento de queijos, constataram que
mais de 90% das amostras oriundas da Bélgica, Escdcia, Irlanda e Italia, apresentavam-se com
niveis <100 UFC/mL de E. coli e observaram também baixas quantidades ou auséncia desse
microrganismo no leite. Os coliformes ndo sdo inerentes a microbiota do leite cru, a origem
desse tipo de contaminacdo pode ser a dgua, 0 ambiente, ordenhador e/ou equipamento de
ordenha devido a falhas na higienizacdo. Escherichia coli também € veiculada por praticas
deficientes de limpeza em etapas da producao do leite, no entanto, é encontrada como habitante
do trato digestivo de animais, por isso, utilizada como indicativo de contaminacdo fecal.
Algumas cepas ndo sdo patogénicas, enquanto outras sao causadoras de doencas graves como,
infeccdo urinaria, colite hemorragica, sindrome hemolitico-urémico e diarreia (JAY, 2005;
METZ et al., 2020).
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As investigacOes cientificas utilizam amplamente a quantificacdo de Staphylococcus
coagulase positivo em leite e derivados, o que contribui para estimativas inferiores da real
prevaléncia de cepas produtoras de enterotoxinas ja que Staphylococcus coagulase negativo
também demostram capacidade de sintese das toxinas (ANDRADE et al., 2019). Dessa forma,
a discussdo da contagem de Staphylococcus spp. gera informacdes imprescindiveis para que
seja possivel inferir sobre a qualidade e seguranca dos alimentos. Contagens superiores a 1,0 X
102 UFC/mL de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo foram encontrados
no leite cru utilizado pelos produtores de queijo artesanal da Serra Geral (PSIM e NSIM).
Ainda, no caso do Staphylococcus coagulase positivo, 83,33% das amostras, em ambos o0s
grupos, ndao atenderam o limite preconizado na legislacdo (Tabela 11.2). Varios estudos
demonstraram a ocorréncia de contaminagdo por esse grupo de microrganismo no leite cru
utilizado para producdo de queijo Minas artesanal, incluindo em queijos pertencentes as
propriedades cadastradas e ndo cadastradas no servico de inspecdo do IMA (OLIVEIRA, 2014;
CASTRO et al., 2016). S. aureus € um importante agente da mastite bovina, podendo ser
facilmente encontrado em leite cru proveniente de rebanhos que apresentam mastite subclinica
(ECKERSALL et al., 2006).

Deve-se ressaltar que, embora ndo conste no padrdo microbiologico exigido pela
legislacdo, a enumeracdo limite para Staphylococcus coagulase positivo, utilizou-se como
referéncia desse parametro a exigéncia para Staphylococcus aureus, portanto, a comparacao de
enquadramento legal pode néo ser conclusiva (MINAS GERAIS, 2002).

Apesar de ter havido elevadas contaminagdes do leite por microrganismos patogénicos,
ndo foi constatada a presenca da Salmonella spp. no leite cru avaliado. O alto indice de nédo
conformidades dos parametros microbiologicos verificado na regido da Serra Geral pode estar
condicionado a captacdo de leite de terceiros para o processamento do queijo, o que dificulta
que medidas de higiene na ordenha, condi¢do de transporte, temperatura do leite, tempo até a
chegada a queijaria, sejam controladas. Mudancas de procedimentos deverdo ser adotadas para
que ocorra a melhoria da qualidade, devendo ser considerados alguns pontos de contaminagédo
como: saude da vaca em lactacdo, qualidade da agua utilizada na ordenha, sujidades
provenientes do ubere, maos do ordenhador, equipamentos de ordenha, utensilios, latdes e
baldes mal higienizados.

Diferente do que foi discutido sobre outros grupos microbianos, as BAL representam
microrganismos desejaveis presentes no leite, no pingo e, consequentemente, nos queijos
artesanais, contribuindo para as caracteristicas satisfatorias de textura e sabor desse derivado
lacteo, além de provavel inibicdo de patégenos (OZOGUL e HAMED, 2018). Nio foi
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encontrada diferenca estatistica (p>0,05) entre as contagens de BAL no leite cru, quando
comparado os grupos de produtores de queijos avaliados, sendo os valores médios encontrados
na ordem de 10* a 10° UFC/mL. Castro et al. (2016) avaliando o leite de propriedades da regi&o
do Campo das Vertentes-MG, encontraram valores médios variando de 1,6 x 10* a 5,0 x 10°
UFC/mL na época das &guas e na época da seca, respectivamente.

3.3 Qualidade fisico-quimica e microbiol6gica do pingo

Na tabela 11.3 estdo descritos os resultados das caracteristicas do pingo apenas para 0s
produtores PSIM, os quais o utilizam no processamento do queijo. Foi observado um alto CV
para o parametro acidez, atingindo valor minimo de 0,12 e maximo de 0,81 g de 4cido latico/100
mL. Essa variabilidade pode ser atribuida a pratica recente de utilizacdo do fermento natural na
regido, sendo relatada pelos proprios produtores, a falta de conhecimento e experiéncia para
obtencdo e uso do produto. No entanto, em regides com tradicdo do uso de pingo, ainda é
constatado uma falta de padronizacdo na elaboracdo e aproveitamento desse fermento, com

utilizacdo variada do proprio volume (SALES, 2015).

Tabela 11.3. Valores médios, coeficientes de variacdo (CV), valores minimos e maximos da qualidade
fisico-quimica e microbioldgica do pingo utilizado no processamento do queijo artesanal da Serra Geral-
MG dos produtores pertencentes ao grupo PSIM

Parametros Média CV (%) Minimo Maéaximo
pH 5,86 11,9 4,78 6,49

Acidez titulavel (g de acido latico/100 mL) 0,36 64,1 0,12 0,81

Extrato seco total (g/100 mL) 38,72 5,8 36,19 43,07

Coliformes totais (UFC/mL) 2,40 x 107 216,0 3,50 x 10° 1,40 x 108
Escherichia coli (UFC/mL) 3,12 x 10° 177,0 <1,00x 10> 1,50 x 10°
Staphylococcus spp. (UFC/mL) 412x10° 1184 1,56 x 10° 1,45 x 10’
Staphylococcus coag. positivo (UFC/mL) 7,60x10°  208,5 <1,00x 10> 4,30 x 10’
Bolores e leveduras (UFC/mL) 1,79 x 10* 222.1 <1,00x 10> 1,07 x 10°
Bactérias acido-laticas (UFC/mL) 9,59 x 10’ 207,4 7,00 x 10* 5,40 x 108

Embora os resultados do presente estudo definam o pingo como acido, valores inferiores
de pH sdo comumente reportados na literatura. Rafael (2017), avaliando a qualidade do pingo
oriundo do QMA da Serra da Canastra de 20 produtores cadastrados, encontrou média de pH
de 4,91 e 0,55 g de acido latico/100 mL. Nesta mesma regido, Nobrega et al. (2008) encontraram
pH variando de 4,06 a 5,40 e acidez titulavel de 0,4 a 1,1 g de acido latico/100 mL no pingo na

época da seca. Figueiredo (2018), estudando 0 QMA da Serra do Salitre em diferentes épocas
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do ano, encontrou diferenca significativa para o pH do fermento natural com valores de 5,12 na
época da seca e 5,91 na época das chuvas. Segundo Pinto (2008), é desejavel a utilizacdo de
pingos com pH inferior a 4,4, uma vez que neste pH hé inibicdo do crescimento da microbiota
patogénica.

Considerando ainda a inexperiéncia dos produtores da regido da Serra Geral na
producéo do pingo, foi verificada um alto teor de extrato seco total nesse produto, apontando
uma perda de componentes que poderiam ter sido incorporados a massa do queijo e que
provavelmente comprometeram o rendimento da produgdo. Visualmente, foi possivel
identificar, em alguns casos, uma coloragdo branca do liquido, com s6lidos que se depositavam
no fundo do frasco da coleta, chegando até a separacgdo de fases.

Quanto as analises microbiologicas, todas as contagens estavam elevadas, ainda que nao
haja valores limites definidos na legislagdo. Na averiguacdo da possivel presenca de Salmonella
Spp. no pingo, constatou-se que nenhuma amostra estava contaminada, assim como apresentado
para o resultado do leite cru, diminuindo, dessa forma, a probabilidade de veicularem esse
patdgeno para o queijo.

Considerando a importancia que o leite cru e o pingo representam para a definicdo da
qualidade do queijo artesanal, estando eles interligados, um grafico contrapondo os valores
médios em log UFC/mL de coliformes totais, E. coli, Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positivo (Figura 11.2) é apresentado sobre os produtos em questdo. Nota-se que houve
diferenca estatistica (p<0,05) quando comparadas as contagens de coliformes totais no pingo,
que se destacaram superiores ao leite. Esse resultado demonstra que a etapa de obtencao do
pingo propicia um aumento da sua contaminagdo, ou seja, promove efeito adicional das
bactérias que estavam presentes no leite. As caracteristicas intrinsecas do pingo, como o pH,
acidez e teores de sal ndo foram suficientes para impedir a sobrevivéncia e multiplicacdo dos
microrganismos indesejaveis. Ainda, deve-se considerar a influéncia do acondicionamento do
pingo em temperatura ambiente, favorecendo a fase logaritmica de crescimento dessas
bactérias. O pingo pode ser responsavel pela propagacdo de microrganismos contaminantes
para a massa do queijo, assim, forma-se um ciclo de propagacdo, uma vez que O SOro
proveniente do queijo contaminado se transforma no pingo do dia seguinte (OLIVEIRA, 2014).

O leite e o pingo apresentaram valores médios semelhantes (p>0,05) quanto as
contagens de E. coli, Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo. E comum a
presenca desses microrganismos no pingo quando ocorrem deficiéncias nos processos de
higienizacdo na queijaria durante a manipulagdo e coleta desse fermento natural,

especificamente os Staphylococcus que apresentam toleréncia ao sal e resisténcia a condicéo
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acida do meio, o que pode levar & modificagdo na microbiota, selecionando microrganismos
halofilicos. Segundo Jay (2005), algumas linhagens de S. aureus podem crescer em até 20% de
sal. Castro et al. (2016) encontraram contagens elevadas de Staphylococcus coagulase positivo
no pingo na microrregido dos Campo das Vertentes no periodo da chuva (5,38 log UFC/mL),
em relacdo ao periodo da seca (< 3,0 log UFC/mL). Por outro lado, Martins et al. (2015)
encontraram valores de 2,46 log UFC/mL no periodo seco e 2,41 log UFC/mL no periodo

chuvoso.
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Figura 11.2. Contaminagdo microbioldgica de leite e do pingo utilizado no processamento do queijo
artesanal da Serra Geral. Médias seguidas por letras maiuscula, distintas, diferem leite e pingo, pelo
teste F (p<0,05).

As contagens de BAL encontradas no pingo da regido da Serra Geral-MG, com média
na ordem de 107, confirmam a abundancia desse soro-fermento, servindo como veiculador de
bactérias desejaveis para o queijo. A utilizacdo do pingo, rico em BAL, promove a insercdo de
uma microbiota complexa e diversificada ao produto, conferindo caracteristicas fisicas,
quimicas e sensoriais especificas, representativas da regido na qual o produto é produzido
(NOBREGA et al., 2008). Segundo Pinto (2008), quanto maior a contagem de BAL maiores
serdo os efeitos antagbnicos sobre os patdgenos, sendo constatado o efeito inibitério do
crescimento de Listeria innocua e Listeria monocytogenes.

Analisando a quantidade de bolores e leveduras é possivel verificar que o pingo pode
também ser fonte desse grupo de microrganismos para o queijo. No entanto, até o presente
momento ndo hé pardmetros legais que definam a presenca de fungos filamentosos e leveduras
no QMA e nem tdo pouco nos queijos artesanais de Minas, apesar da valorizacdo e demanda

pelos consumidores. Como a micobiota dos queijos artesanais é variada, argumentos



56

controversos sdo relatados, sendo contraposto efeitos indesejaveis, que comprometem a
inocuidade e qualidade do queijo pela acdo deteriorante, mas também acentuando
caracteristicas favoraveis relacionadas principalmente as propriedades sensoriais. Segundo
Mehlomakulu (2011), algumas leveduras sdo associadas a alta atividade lipolitica e proteolitica

com importante contribuicdo para a maturagdo dos queijos.

3.4 Qualidade microbioldgica das bancadas das queijarias artesanais da Serra Geral —
MG

Na tabela 11.4 est&do apresentados os dados da contaminagdo microbiana presente nas
bancadas de ardosia (rocha metamorfica, silico-argilosa) (dez queijarias) e aco inoxidavel (duas
queijarias) pertencentes a regido da Serra Geral-MG. Foi observada diferenca significativa
(p<0,05) quando comparados os grupos dos produtores, estando o PSIM com valores superiores
de Staphylococcus spp. e bactérias acido-laticas. A superficie em contato com o queijo pode ser
responsavel por uma possivel contaminacdo durante o processamento e armazenamento do
produto. Contagens elevadas de microrganismos, principalmente Staphylococcus spp., foram
constatadas, o que demonstra condi¢des inadequadas de higienizacao das bancadas.

Apesar dos indicios da presenca de microrganismos nas superficies das bancadas,
sugere-se estudos especificos que avaliem a formacéo de biofilmes em bancadas de arddsia e
aco inoxidavel em queijarias artesanais, para que sejam elaboradas estratégias de controle de
patogenos e deteriorantes. A simples presenca do microrganismo na superficie de um material
ndo caracteriza a formacao do biofilme. Os microrganismos depositam-se, aderem, interagem
com as superficies e iniciam o crescimento celular, sendo constituido de células viaveis ou ndo,
ancorados em determinado material através de substancias poliméricas extracelular que lhes
conferem capacidade de adesdo (CHMIELEWSKI e FRANK, 2003; ANDRADE, 2008). De
acordo com Phillips et al. (2010), bactérias em estado plancténico como Staphylococcus e E.
coli podem formar e desenvolver biofilme completo dentro de dois a quatro dias se a populacao
e ambiente forem favoraveis. Nessa condicdo, se tornam mais resistentes as substancias

sanitizantes.



57

Tabela 11.4. Medianas, coeficientes de variacdo (CV), valores minimos e maximos da qualidade microbiolégica das bancadas das queijarias artesanal da Serra

Geral-MG
A PSIM NSIM
Paréametros oV p-
(UFC/unidade) Mediana  CV (%) Minimo Maximo Mediana %) Minimo Maximo  Vvalor
Coliformes totais 534x10%a 1539 <1,00x10° 130x 10’ <1,0x10%a 2443 <1,00x10* 1,10x10" 0,15
Escherichia coli <1,00x10%a 1825 <100x10*° 800x10° <1,0x10%a 2442 <1,00x10* 200x10* 0,99
Staphylococcus spp. 940x10%  157,1 2,00x10° 106x10°  1,55x10% 1770 <1,00x10* 2,00x10° 0,04
Staphylococcus coagulase positivo  <1,00x 10%a  243,9 <1,00x10° 106x10°  <1,0x10%  179,7 <1,00x10° 140x10° 0,84
Bactérias acido-laticas 140x10%2 1995 100x10° 6,10 x 107 <10x10%  159,3 <1,00x10*> 1,13x10° 0,004

PSIM = produtores que possuem inspec¢do municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal.

Medianas seguidas de letras minGsculas distintas, na mesma linha, diferem entre si pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05).
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Outro fator influenciador € o tipo de material. Algumas estruturas sdo mais susceptiveis
a deposicdo microbiana. Segundo Andrade (2008), superficies irregulares com possibilidade de
apresentar fendas, ranhuras e fissuras podem dificultar a higienizagéo, permitindo dessa forma,
a multiplicagdo microbiana originando processo de adesé@o e formagao de biofilme. Cruzado-
Bravo et al. (2019), pesquisando o comportamento de Staphylococcus spp. isolados de leite e
queijo, verificaram o potencial deste microrganismo em formar biofilme no aco inoxidavel e
em polipropileno. Melo et al. (2012), ao analisarem S. aureus isolados de mastite bovina,
observaram que 98,9%, de um total de 94 cepas estudadas, foram capazes de formar biofilme.
A espécie bacteriana pode afetar a sintese do biofilme. Com E. coli, por exemplo, o
desenvolvimento é comum devido a apéndices de superficies como flagelos, pili e fimbrias de
varios comprimentos que se projetam permitindo que o microrganismo se ligue a superficie
proporcionando a formacdo (SHARMA e BEARSON, 2013).

Sob outra perspectiva, as concentragdes de BAL nas bancadas com quantificagcdes até
106 (grupo PSIM) indicam uma fonte interessante de veiculagdo de bactérias desejaveis para o
queijo artesanal. Sabendo-se que o perfil de BAL é definido a partir do contato com o ambiente,
identificar a qualidade microbioldgica do local de producdo e armazenamento do queijo durante
a maturacdo € importante. Segundo Licitra et al. (2017), o local onde os queijos s&o
acondicionados funciona como reservatério de microrganismos, entre eles as BAL,
contribuindo para a qualidade do queijo. Além disso, os biofilmes que podem formar na
superficie tendem a ser seguros em funcéo da capacidade de limitar a implantacéo de patdgenos

com mecanismos que precisam ser explorados.

3.5 Qualidade fisico-quimica e microbioldgica do queijo artesanal fresco da Serra Geral-
MG

A média, a mediana e o coeficiente de variacdo encontrados para as caracteristicas do
queijo fresco estdo apresentados na tabela I1.5. Considerando as propriedades fisico-quimicas,
observa-se que houve diferenca (p<0,05) para o pH, gordura, umidade e s6lidos totais quando
comparado os queijos dos produtores PSIM e NSIM. O queijo fresco pertencente ao PSIM
apresentou-se mais acido e com teores médios superiores de gordura e umidade. Essas
caracteristicas podem estar associadas a incorporacdo de pingo por esse grupo de produtores,
bem como, pelas etapas distintas no processamento do queijo, uma vez que nédo foi encontrada
diferenca significativa na qualidade da matéria-prima. Segundo Perry (2004), diversos fatores

podem afetar a composic¢do do queijo durante a obtencdo da massa. Dentre eles, destaca-se o
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tamanho do gréo, a mexedura, 0 aquecimento, a prensagem e a salga, resultando em produtos
unicos.

Teores médios de gordura e proteina total foram constados em queijos artesanais
frescos, oriundos de Montes Claros, outra regido do Norte de Minas com teores variando de 21
a 34 g/100 g e 16 a 30 g/100 g, respectivamente, em um total de 18 amostras coletadas em
diferentes municipios (PINTO et al., 2016), diferenciando dos valores médios encontrados para
0 queijo PSIM e NSIM artesanal da Serra Geral. Quanto ao teor de gordura, considerando 0s
critérios de classificacdo para queijos (BRASIL, 1996), o contetdo de gordura no extrato seco,
nos queijos de ambos os grupos de produtores, se encontra no intervalo de 45,0 a 59,9 g/100 g.
Dessa forma, 0s queijos artesanais da Serra Geral fresco sdo enquadrados como gordos.

Né&o foi encontrada diferenca significativa (p<0,05) nos teores médios de cinzas entre
0s queijos do grupo PSIM e NSIM. Segundo Figueiredo (2018), o principal representante
mineral do queijo é o calcio, entretanto, o valor do parametro cinzas também é influenciado
pelo efeito adicional dos residuos minerais decorrentes da salga do queijo e tem origem externa
ao leite.

Considerando a média dos solidos totais, no queijo oriundo do PSIM, foi observado
valor inferior quando comparado ao queijo do NSIM (p<0,05), corroborando com os resultados
de gordura que apresentou mesmo comportamento. Na legislacdo para QMA (IMA, 2021a) é
exigido um valor maximo de 45,9 g/100 g de umidade para os queijos dessa categoria. Esse
limite, no entanto, é adotado para queijos maturados, que apresentam teores de umidade
menores, quando comparados a queijos frescos. Segundo o Regulamento Técnico de Identidade
e Qualidade de Queijos (Brasil, 1996) os queijos frescos da Serra Geral (PSIM e NSIM) podem
ser considerados como de alta umidade, massa branda ou macia. Castro et al. (2016), avaliando
as caracteristicas do QMA da regido de Campo das Vertentes, ndo observaram influéncia do
periodo do ano, seca e chuva, sobre os teores de solidos totais e umidade do queijo fresco,
entretanto, encontraram valores médios superiores ao preconizado pela legislacdo estadual
(IMA, 2021a).

As condicdes de alta umidade e disponibilidade de nutrientes dos queijos artesanais da
Serra Geral amostrados ndo demonstram restricbes para o desenvolvimento microbiano
podendo influenciar na quantidade de microrganismos indesejaveis e bactérias acido-laticas.

Na tabela I1.5, também sdo apresentados os resultados das analises microbioldgicas do
queijo artesanal da Serra Geral-MG. Foi observada diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparados 0s grupos de produtores de queijos, nas contagens de Escherichia coli e

Staphylococcus spp. estando 0 NSIM, com quantidades superiores.
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Tabela 11.5. Valores médios, medianas, coeficientes de variacdo (CV), valores minimos e maximos de parametros fisico-quimicos e microbioldgicos do queijo
artesanal fresco da Serra Geral-MG

PSIM NSIM -

Parametros I\/'\I/(i, Z?Ai/a (C(yz/) Minimo Maximo I\/'\I/Ie il?;?l/a (‘j /:/) Minimo Méaximo valor
Fisico-quimicos
pH** 5,23b 8,1 491 5,90 5,63a 7,9 5,00 6,16 <0,01
Acidez (g de acido latico/100 mL)** 0,25a 51,3 0,07 0,38 0,10b 50,6 0,04 0,16 0,02
Protefna (g/100 g)** 19,29a 7,11 17,53 21,09 18182 4,9 16,49 18,90 0,34
Gordura (g/100 g)** 23,71b 17,9 18,67 29,17 2892a 139 2575 3550 0,03
Sélidos totais (g/100 g)** 51,00b 5,0 46,71 53,00 53,50a 9,7 43,31 55,47 0,04
Umidade (/100 g)** 49,00a 4.8 47,00 53,29 46,50b 85 44,53 56,60 0,04
Cinzas (g/100 g)** 4,97a 12,7 3,79 5,51 4,59a 35,4 2,93 7,31 0,55
Microbioldgicos
Coliformes totais (UFC/mL)* 1,34 x 10% 176,4 570x10° 9,10x10" 4,60x10°% 156,1 2,80x10° 9,50x10’ 0,19
Escherichia coli (UFC/mL)* 3,50 x 10%a 1754 <1,00x 10> 3,02x10* 1,05x10% 119,8 <1,00x 10> 6,60x10° 0,06
Staphylococcus spp. (UFC/mL)* 8,70 x 10°b 1549 2,20x10* 1,36x10" 1,89x10a 99,9 2,70x10®° 7,60x10° 0,01
Staphylococcus coag. positivo (UFC/mL)* 7,43 x 10°a 1575 2,20x10* 1,36 x10" 1,27x10% 132,3 <1,00x 10> 9,55x10° 0,77
Bactérias &cido-laticas (UFC/mL)* 2,12 x 10%a 104,8 1,18 x10® 1,40x10° 9,25x10’a 138,3 5,30x10° 6,70x10® 0,13
Bolores e leveduras (UFC/mL)* <1,00 x 10%a 2446 <1,00x 10> 3,90x10* 1,00x10% 234,3 1,00x10> 1,86x10* 0,08

* Medianas ** Médias; PSIM = produtores que possuem inspecdo municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal.
Médias seguidas de letras distintas na mesma linha, diferem o grupo de produtores pelo teste F (p<0,05) ou medianas seguidas de letras minusculas distintas na
mesma linha, diferem entre o grupo de produtores pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05).
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As contagens de coliformes totais nos dois grupos (PSIM e NSIM) est&o acima do limite
estabelecido para QMA (5,0 x 103 UFC/mL) e para queijos de alta umidade (1,0 x 10* UFC/mL)
(IMA, 2021a). A partir dos resultados apresentados é possivel definir a agua, o leite cru, a
bancada da queijaria e o pingo como fontes de contaminacao do queijo artesanal da Serra Geral,
além da possibilidade de outras fontes como, 0 contato com 0s manipuladores. Altas contagens
dos microrganismos do grupo coliformes sdo responsaveis por um tipo de processo
fermentativo, conhecido como estufamento precoce, por provocar, durante a enformagem e a
etapa de salga, pequenas e numerosas olhaduras no queijo (EPAMIG, 2019).

Quanto a Escherichia coli, ndo foi encontrada diferenca significativa (p>0,05) entre os
queijos oriundos dos grupos de produtores estudados, estando os valores medianos em ambos,
de acordo com o preconizado pela legislacdo (IMA, 2021a). Pinto et al. (2016), avaliando os
queijos artesanais frescos, da regido de Montes Claros encontraram valores médios de 4,46 x
10* UFC/mL de Escherichia coli, estando apenas uma amostra, das 18 avaliadas, em
conformidade com o exigido pela legislacdo. Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal
de animais de sangue quente, incluindo o homem. Sua presenca no queijo pode indicar falhas
no processo de higienizacdo durante o processamento, presenca de material de origem fecal
sendo algumas linhagens patogénicas (CASTRO et al., 2016; METZ et a., 2020).

Contagens elevadas de Staphylococcus spp e Staphylococcus coagulase positivo foram
constatadas nos queijos artesanais da Serra Geral-MG. Essa contaminacdo pode ser proveniente
da matéria-prima leite, do pingo e das bancadas das queijarias, levando em consideracdo que o
produto ainda pode estar sujeito a contaminacgdo adicional oriunda da manipulacdo dos queijos
realizada pelos produtores. De acordo com Borges et al. (2008), a presenca de Staphylococcus
nos alimentos é indicativo de deficiéncias de carater higiénico na obtencdo e processamento,
especificamente nas operagdes que envolvem o contato manual.

A presenca desse grupo microbiano tem sido frequente nos queijos artesanais frescos,
apresentando também quantidades acima do permitido na legislacdo (BORELLI et al., 2006;
SALES, 2015; CASTRO et al., 2016; PINTO et al., 2016; FIGUEIREDO, 2018). De acordo
com o Food and Drug Administration (FDA, 1992), a producéo de toxina estafilococica passa
a ser consideravel quando a populagio deste microrganismo atinge niveis superiores a 10°
UFC/g ou mL de alimento. Ainda, o nimero de pessoas afetadas, ou 0s surtos, sdo
subnotificados devido a erros de diagndstico e casos que ndo séo relatados. A hospitalizagdo é
rara, mas tem sido observada em pessoas imunocomprometidas, principalmente idosos e
criangas (SCALLAN et al., 2011).
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Embora ndo haja padréo para bolores e leveduras em queijos artesanais na legislagéo,
foram encontradas baixas contagens nos produtos analisados, ndo sendo observada diferenga
estatistica (p>0,05) entre os queijos oriundos do PSIM e NSIM, mesmo havendo
particularidades no processo produtivo, com adicdo do pingo na elaboragdo do queijo
pertencente ao grupo PSIM, com contagem de 1,79 x 10* UFC/mL para esses microrganismos.
De fato, os bolores e leveduras sdo mais adaptados em ambientes com menor teor de umidade
e elevada acidez, tendendo a se apresentarem em concentragdes elevadas em queijos maturados
(MEHLOMAKULU, 2011; BANJARA et al., 2015).

N&do foi observada diferenca estatistica (p>0,05) na contagem de BAL, quando
comparado 0s queijos oriundos do PSIM e NSIM. As BAL foram encontradas com valores
medianos na ordem de até 108, indicando a superioridade na quantificacio ao considerar os
outros microrganismos estudados, sendo 0s possiveis responsaveis por conferir ao queijo sabor
e textura caracteristicos. O leite, o pingo (especificamente no queijo PSIM) e o contato com a
bancada da queijaria contribuiram como fontes de BAL para o queijo artesanal da Serra Geral-
MG. Segundo Rodriguez et al. (1995), é comum observar contagens elevadas de BAL nos
queijos em funcdo do efeito adicional das bactérias que estdo presentes no leite, no soro-
fermento e ambiente, bem como, devido a multiplicacdo microbiana durante a coagulagédo do
leite, durante a dessoragem e a propria retencdo fisica dos microrganismos na massa.

Resultados semelhantes aos queijos artesanais da Serra Geral-MG, demostrando as
contagens de bactérias acido-laticas em queijos, sdo relados na literatura. Resende et al. (2011),
comparando o0 QMA pertencentes as propriedades rurais ndo cadastradas e cadastradas pelo
IMA na regido da Serra da Canastra, encontraram contagens médias de BAL de 4,5 x 107 e 1,0
x 10® UFC/g, respectivamente, sem diferenca significativa. Castro et al. (2016) avaliando o
QMA fresco oriundo da regido de Campo das Vertentes observaram contagem média de 5,1 x
108 UFC/g de BAL na época da seca.

Néo foi detectada a presenca de Salmonella spp. em nenhuma amostra de queijo
artesanal da Serra Geral fresco. A ndo conformidade dos resultados, envolve a contagem
elevada de coliformes totais, Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo,
reforcando o risco microbiolégico associado ao consumo do queijo artesanal fresco da Serra

Geral-MG, considerando os dois grupos de produtores estudados.
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3.6 Identificacéo protedmica das bactérias acido-laticas

N&o houve crescimento de bactérias acido-laticas nas amostras de leite, na etapa de
quantificagéo, referente a dois produtores do grupo PSIM e a dois produtores do grupo NSIM.
Foram encaminhadas para analise protedmica, 19 coldnias puras, sendo identificadas 18 ao
nivel de espécies e uma ao nivel de género, Lactobacillus. Os morfotipos predominantes foram
colbnias brancas e transltcidas de tamanhos puntiforme, pequeno, médio e formato circular.

Em amostras do pingo, pertencentes ao PSIM, foi detectada semelhanca entre os
morfotipos isolados. Também predominaram col6nias brancas e translicidas de tamanho
puntiforme, pequeno, médio e formato circular, oriundas de todas as propriedades do grupo,
sendo identificadas 16 col6nias ao nivel de espécies.

Com relagéo aos suabes das bancadas, foi observada na etapa de quantificacdo, auséncia
de crescimento de BAL em quatro propriedades do grupo NSIM, ainda, foi detectada diferenca
entre os morfotipos isolados, que variaram de tamanho (pequeno, médio e grande), cor (branca
e creme) e formas (lisa, circular e irregular). Foram encaminhadas para analise protedmica, 20
colénias puras, sendo identificadas 18 ao nivel de espécies e uma ao nivel de género,
Streptococcus.

Considerando a identificacdo de BAL no queijo fresco, foram selecionadas 29 col6nias
puras para analise, sendo identificadas 21 ao nivel de espécies e uma ao nivel de género,
Streptococcus.

As BAL identificadas nas matrizes pertencentes ao grupo PSIM sdo apresentadas na
figura 11.3. E possivel verificar a predominancia de Lactococcus lactis isolados do leite, do
pingo, das bancadas e do queijo fresco. As fun¢bes metabdlicas dos Lactococcus sdo desejaveis
para a definicdo das caracteristicas sensoriais do queijo. Isto ocorre, devido ao fato de estarem
envolvidos na fermentacdo da lactose, com producéo de acido latico e outros &cidos organicos
que contribuem para o aroma e sabor do produto. Estdo naturalmente presentes ou adicionadas
ao leite como culturas iniciadoras, starters, sendo constituintes em grande parte dos fermentos
industriais, utilizados no processamento dos derivados lacteos (FOX et al., 2017). As
propriedades do microrganismo em questdo também sdo associadas, a a¢do bioconservadora
como descrito por Yerlikaya (2019), que observou alta atividade inibitoria de patégenos e

deteriorantes por meio de bacteriocinas produzidas por linhagens de L. lactis ssp. lactis.
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Figura 11.3. Distribuicdo de frequéncia de bactérias acido-laticas isoladas em diferentes matrizes
pertencentes ao grupo de produtores que possuem o servico de inspecdo municipal (PSIM) e ndo
possuem o servico de inspe¢do municipal (NSIM).

E relatado que a matéria vegetal é o habitat natural de L. lactis, dessa forma, devido &
alimentacdo animal, essa bactéria pode ter sido veiculada para o leite e, consequentemente,
adaptada ao novo ambiente, sendo comum de ser encontrada em lacteos que ndo passaram por
tratamento térmico (JAY, 2005; CAVANAGH et al., 2015). Até o presente momento, ndo foi
encontrada na literatura pesquisada, a identificacdo dessa espécie microbiana associada a
bancada de queijarias. Em contrapartida, a presenca de L. lactis ja havia sido identificada no
pingo oriundo da regido da Serra do Salitre e Canastra (LIMA et al., 2009; SALES, 2019). De
qualquer forma, deve-se considerar que as superficies das bancadas das queijarias, bem como
0 pingo e o leite sdo fontes consideraveis de Lactococcus lactis para o queijo artesanal da Serra
Geral, predominando no produto fresco.

Lactococcus garvieae também foi identificado no leite. A utilizacdo de L. garvieae em
produtos lacteos proporciona a manifestacdo de caracteristicas sensoriais desejaveis, a partir de
propriedades tecnoldgicas semelhantes ao L. lactis com rapida formacédo de acido latico e baixa
atividade proteolitica no queijo (FERNANDEZ et al., 2010).

No pingo foi constatado Enterococcus faecium. A presenga desse microrganismo no
alimento é discutido sob duas vertentes, uma considerando sua contribuicdo para as

caracteristicas sensoriais do produto, principalmente pela atividade proteolitica e lipolitica
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inerentes, sendo empregado, na producédo industrial em alguns casos, como possiveis culturas
adjuntas (RENYE et al., 2011). Ainda, por representar condi¢cdes higiénicas inadequadas,
durante a fabricacdo de alguns queijos artesanais, sendo uma evidéncia de possivel
contaminag&o fecal por compor a microbiota intestinal de alguns mamiferos e aves e, portanto,
um risco para os consumidores, principalmente devido ao surgimento de cepas resistentes a
antimicrobianos (LIMA et al., 2009; HAMMET et al., 2015).

Leuconostoc pseudomesenteroides foi identificado exclusivamente no queijo fresco
com um frequéncia de 8,3%, ndo sendo constatado na literatura estudos que comprovem a
presenca desse microrganismo em queijos artesanais brasileiros. No queijo artesanal italiano
Robiola di Roccaverano, embora ndo tenha sido detectado Leuconostoc pseudomesenteroides
no produto fresco, a bactéria foi identificada no queijo com 15 dias de maturagdo (BIOLCATI
et al., 2020).

Uma vez constatado o crescimento de microrganismos ndo pertencentes ao grupo de
bactérias acido-laticas, o perfil microbiologico do leite, pingo, bancada das queijarias e queijo
fresco € apresentado na tabela 1.6 para o grupo PSIM, a partir do isolamento realizado em
placas contendo o meio de cultura MRS. A presenca da espécie patogénica Bacillus cereus foi
identificada no pingo de uma propriedade, demonstrando a resisténcia do microrganismo, por
crescer em condicBes ambientais adversas a sua sobrevivéncia, como pH e concentracdo de
NaCl. Seu habitat natural € o solo, mas estdo amplamente distribuidos na natureza, podendo
facilmente contaminar o leite e consequentemente o pingo. Segundo Andrade (2009), devido a
capacidade de adeséo as superficies de aco inoxidavel, mesmo apos o processo de higienizacao,
Bacillus cereus também deve ser considerado como formador de biofilme, tornando-se um sério

problema para queijarias.

Tabela 11.6. Frequéncia de identificacdo de microrganismos em leite, pingo, bancada das queijarias e
queijo fresco, pertencentes aos produtores que possuem o servico de inspegdo municipal (PSIM)

Frequéncia absoluta

Espécie

Leite Pingo Bancada Queijo Fresco
Bacillus cereus 0 1 0 0
Enterococcus faecium 0 1 0 0
Kocuria kristinae 0 0 2 0
Lactococcus garvieae 1 0 0 0
Lactococcus lactis 6 14 11 11
Leuconostoc pseudomesenteroides 0 0 0 1
N&o identificado 0 0 1 0
Total 7 16 14 12
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A espécie Kocuria kristinae foi identificada na bancada de duas propriedades, embora
ndo tenha sido relatada constatagdo semelhante na literatura, outras pesquisas apontam para a
presenca do microrganismo no pingo da regido da Canastra (SALES, 2019) e no QMA da Serra
do Salitre (PERIM et al., 2017). K. kristinae é associada com infec¢cbes humanas, sendo
algumas espécies desse género conhecidas como patdgenos oportunistas (PURTY et al., 2013).

O perfil das BAL é apresentado na figura 11.3 para o grupo NSIM. E possivel verificar
que Lactococcus lactis foi predominante no leite e queijo fresco com 66,7% e 41,2% de
frequéncia, respectivamente, sendo encontrado também nas superficies das bancadas das
queijarias. Esse resultado reforca a tendéncia do comportamento do microrganismo, de se
adaptarem em queijos que ndo passam pela maturacdo ou que ndo possuem essa etapa
prolongada. Vale (2018) avaliando as contagens de Lactococcus spp. no QMA do Serro,
identificou reducdo da quantidade do microrganismo a partir de 24 dias de maturagéo.
Lactococcus garvieae foi identificado no leite e no queijo fresco, sendo a superficie da bancada
das queijarias, ambiente que a espécie foi mais frequente.

Leuconostoc mesenteroides, por serem heterofermentativos, produzem, a partir do
citrato, substdncias que sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais dos queijos
(MCAULIFFE et al., 2019). Lima et al. (2009) constataram concentracdes de 2,6 x 102 UFC/mL
de L. mesenteroides no leite, com aumento significativo quando comparado aos valores médios
de 1,5 x10” UFC/mL encontrados no QMA da Serra do Salitre. No presente estudo, L.
mesenteroides foi identificado apenas na bancada da queijaria com frequéncia de 16,7% nao
sendo detectado em nenhum momento no grupo PSIM.

Apesar de serem originados na mesma regido, € notado no ambiente, na matéria-prima
e no proprio queijo artesanal da Serra Geral um diferente perfil de bactérias acido-laticas
quando comparado os produtores do PSIM e NSIM. Provavelmente, o processo produtivo
especifico em cada grupo, por meio de elevacdo da temperatura da massa pela adicdo de agua
quente e utilizacdo de pingo possa estabelecer condicdes para definir uma microbiota. Margalho
et al. (2020), utilizando atécnica do MALDI ToF para avaliar a diversidade de BAL dos queijos
artesanais brasileiros, atribuiram a predominancia do género Enterococcus encontrado nos
queijos de Marajé, Coalho e Manteiga a caracteristica comum existente na etapa de cozimento
da massa, considerando que o microrganismo apresenta elevada resisténcia térmica.

E possivel observar que certas colénias de BAL encaminhadas para analise protedmica
ndo foram identificadas ao nivel de género e ao nivel de espécie na bancada pertencente ao

grupo PSIM e no leite e queijo fresco do NSIM (Figura 111.3). A auséncia de identificacdo de
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microrganismos por meio da técnica de MALDI ToF pode ser explicada pela falta de
informacdes no banco de dados no que se diz respeito a diversidade microbiana, bem como, a
pureza da coldnia e ainda a limitacdo que o método pode apresentar em distinguir espécies com
caracteristicas semelhantes (BOU et al., 2011).

Na tabela I1.7 esta descrito o perfil microbiolégico do grupo NSIM, encontrado no leite,
superficie da bancada das queijarias e queijo fresco a partir do isolamento realizado em placas

contendo 0 meio de cultura MRS.

Tabela I1.7. Frequéncia de identificacdo de microrganismos em leite, pingo, bancada das queijarias e
queijos artesanais frescos, pertencentes aos produtores que ndo possuem o servico de inspecdo municipal
(NSIM)

Frequéncia absoluta

Espécie

Leite Bancada Queijo Fresco
Lactococcus garvieae 3 3 2
Lactococcus lactis 8 2 7
Leuconostoc mesenteroides 0 1 0
Nao identificado 1 0 8
Total 12 6 17

Embora néo tenha sido avaliada a abundancia das BAL no leite, pingo, bancada das
queijarias e queijos artesanais da Serra Geral, a identificacdo das espécies e géneros sao
suficientes para caracterizar a microbiota regional possibilitando a valorizacdo e o

entendimento da diversidade encontrada em diferentes regides.

4. CONCLUSAO

A producdo dos queijos artesanais da Serra Geral, MG, foi investigada pela primeira
vez. A agua que abastece a queijaria e o leite utilizado como matéria-prima na producdo dos
queijos sob inspecdo municipal ndo apresentaram diferencas significativas, quando comparadas
as propriedades que ndo possuem inspecao municipal. Contudo, a qualidade encontrada para
essas matrizes nao foi satisfatoria. Constatou-se a presenca de coliformes totais e coliformes
termolerantes na agua, sugerindo recontaminacdo apds a etapa de cloracdo ou falha no
tratamento, enquanto o leite demonstrou-se impréoprio para o beneficiamento do queijo
artesanal, com elevadas contagens de Staphylococcus coagulase positivo, estando em

discordancia com os valores limites estabelecidos na legislacéo.



68

As superficies das bancadas constituiram uma fonte interessante de veiculagdo de
bactérias acido-laticas para o queijo artesanal. Entretanto, a condicdo microbiologica das
bancadas ndo foi adequada, podendo também ser a responsavel pela contaminacdo do queijo
durante o processamento e armazenamento do produto. Contagens elevadas de Staphylococcus
spp. foram encontradas, o que demonstra condicGes inadequadas de higienizacdo nos locais.

Lactococcus lactis foi o microrganismo mais frequentemente encontrado no leite,
bancada da queijaria, pingo (especificamente para 0s queijos oriundos de queijarias com
inspecéo) e queijo fresco.

Os queijos frescos da Serra Geral-MG foram enquadrados como gordos, de alta
umidade, com massa branda ou macia para ambos 0s grupos de produtores. A ndo conformidade
da qualidade microbiologica, se deveu as contagens elevadas de coliformes totais,
Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo, reforgando o risco associado ao

consumo do produto sem maturagé&o.
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CAPITULO Il
CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS, MICROBIOLOGICAS, NIVEL DE
PROTEOLISE, PERFIL DE AMINOACIDOS E DE AMINAS BIOATIVAS LIVRES
DO QUEIJO ARTESANAL DA SERRA GERAL-MG DURANTE A MATURACAO

1. INTRODUCAO

A preocupacao acerca da qualidade e seguranca dos queijos artesanais tem sido motivo
de vérios estudos no contexto atual. Diversos fatores, sdo investigados com intuito de elucidar
as caracteristicas dos produtos para garantir a inocuidade aos consumidores, bem como, definir
a influéncia de etapas do processamento sobre as propriedades dos queijos.

A maturacdo representa um estagio importante durante a producdo dos queijos,
desempenhando papel fundamental na alteracdo das propriedades fisico-quimicas e
microbioldgicas, sendo influenciada principalmente pela proteolise, que é essencial para o
desenvolvimento da textura do produto, com contribuicdo direta para formacdo de Varios
compostos responsaveis pelo flavour (ARDO et al., 2017). Do ponto de vista microbiologico,
uma complexa populacdo microbiana é estabelecida durante a maturacao, a partir de interacoes
e sucessoes ecoldgicas, podendo haver a formacdo de aminas bioativas.

As aminas bioativas sdo compostos naturais, produzidas a partir do metabolismo de
aminodacidos. Sdo formadas por processos bioquimicos e participam de fungfes metabdlicas e
fisiologicas essenciais nos organismos vivos, desempenhando diversas atividades biologicas
(LENIS etal., 2017). Apesar de serem necessarias em diferentes funcdes no organismo humano
e animal, em concentracdes elevadas, as aminas biogénicas podem causar efeitos prejudiciais a
salde humana (BENKERROUM, 2016a).

No leite cru, geralmente, sdo encontrados baixos teores de aminas bioativas e nos
queijos maturados, por outro lado, a concentracdo de aminas biogénicas tende a aumentar em
funcdo da protedlise. A formacdo e acimulo de aminas no queijo pode estar relacionada a
microrganismos descarboxilantes de aminoacidos (GLORIA, 2005; MOREIRA et al., 2018). A
partir da hidrélise das proteinas, com liberacdo de aminoacidos, muitos géneros bacterianos sao
capazes de produzir enzimas descarboxiladoras envolvidas na sintese das aminas, e as bactérias
acido-laticas sdo suas principais produtoras (OZOGUL e HAMED, 2018).

Considerando a necessidade de conhecimento associado as propriedades intrinsecas dos

queijos e a metabdlitos resultantes da atividade microbiana presente, com escassez de pesquisas,
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especificamente dos queijos artesanais e ainda, ressaltando a importéncia da etapa de maturagéo
e seus efeitos na modulacdo das caracteristicas desse alimento, objetivou-se avaliar o queijo
artesanal da Serra Geral-MG ao longo de 60 dias de maturagdo. Foram investigadas as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, a intensidade da proteodlise, o perfil e teores de

aminoacidos livres, as aminas bioativas e a identificacdo de bactérias acido-laticas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras de queijo foram obtidas de 12 produtores da regido da Serra Geral, MG.
Cada produtor, seis pertencentes ao grupo sob inspecao municipal (PSIM) e seis pertencentes
ao grupo que ndo possui inspecdo municipal (NSIM), forneceu duas pecas inteiras de queijo
(de aproximadamente 800 g) nos seguintes tempos: primeiro dia de produgdo, maturado com
14, 21 e 60 dias, pertencentes ao mesmo lote e produzidos incialmente no més de julho. A
maturacao foi realizada em prateleiras de madeiras, alocadas na propria propriedade, dentro das
queijarias.

Considerando a influéncia do clima da regido sobre as propriedades do queijo artesanal,
foram coletadas informacbes do banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), por meio da estacdo automatica localizada no municipio de Janalba, com a
finalidade de conhecer as caracteristicas climaticas regionais durante a execucdo da pesquisa.
As variaveis estudadas foram: temperatura do ar (°C), umidade relativa (%), velocidade do
vento (m/s) e precipitacdo pluviométrica (mm).

Nos queijos frescos e maturados ao longo de 60 dias, foram investigadas as
caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas a intensidade da proteolise, o perfil e os teores
de aminoacidos livres e aminas bioativas. Além disto, foi realizada a identificacdo das bactérias
acido-laticas presentes. No leite, utilizado como matéria-prima para producdo dos queijos,
também foi analisado o perfil e teores de aminoacidos livres e aminas bioativas, sendo o produto
previamente preparado a partir da liofilizacdo utilizando equipamento modelo K105 (Liotop,
Séo Carlos, Séo Paulo, Brasil). Até o momento da realizacdo das analises, as amostras de leite

e queijo foram acondicionadas e congeladas em freezer (-18 °C).
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2.2 Reagentes e solugoes

Para as andlises cromatograficas, utilizou-se no preparo das solugdes agua ultrapura,
obtida do Sistema Milli-Q Plus (Millipore Corp., Milford, MA, Estados Unidos) e reagentes de
grau analitico com exce¢do do solvente acetonitrila que era de grau cromatogréafico. As fases
moveis foram filtradas em membrana com especificagdes de 0,22 pm de tamanho do poro e 47
mm de diametro (Millipore Corp., Milford, MA, Estados Unidos). Para derivacdo utilizou-se
tampao borato e o derivante 6-aminoquinolil-N-hidroxi succinimidil carbamato (AQC) (Waters
AccQ.Fluor®). Os padrdes de aminoacidos utilizados foram: alanina (98%), asparagina (98%),
monohidrocloreto de arginina (98%), acido aspartico (98%), acido glutdmico (99%), cistina
cristalina (98%), fenilalanina (98%), glicina (99%), glutamina (99%), monohidrocloreto de
histidina monohidratado (98%), isoleucina (98%), monohidrocloreto de lisina (98%), leucina
(98%), metionina (98%), norvalina (99%), prolina (99%), serina (99%), tirosina (98%),
treonina (98%), valina (98%), enquanto os padrdes de aminas bioativas foram: cloridrato de
beta-feniletilamina (98%), cloridrato de tiramina (98%), dicloridrato de cadaverina (98%),
dicloridrato de histamina (99%), dicloridrato de putrescina (98%), serotonina creatinina sulfato
mono hidratado (100%), sulfato de agmatina (97%), tetracloridrato de espermina (100%),
tricloridrato de espermidina (98%) e triptamina (98%), todos padrfes adquiridos da Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, Estados Unidos). O cloreto de aménio (100%) foi adquirido da
Synth (Diadema, SP, Brasil).

Para as analises de protedlise, foram utilizados &cido borico, acido cloridrico, acido
sulfarico, acido tricloroacético, citrato de sodio, hidroxido de sodio, sulfato de cobre e sulfato

de potassio.

2.3 Métodos de analises

2.3.1 Andlises fisico-quimicas, microbioldgicas e identificacdo de bactérias &cido-laticas

do queijo

As metodologias utilizadas para as analises fisico-quimicas, microbiologicas e
identificacdo de bactérias acido-laticas por MALDI ToF do queijo, sdo as mesmas descritas no

Capitulo II.
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2.3.2 Indices de protedlise do queijo

Os indices de extensdo e de profundidade da protedlise do queijo foram analisados no
Laborat6rio de Andlises de Alimentos da Universidade Estadual de Montes Claros, Campus
Janauba/MG. Os teores de nitrogénio total (NT), nitrogénio solivel (NS) em pH 4,6 e nitrogénio
solivel em &cido tricloroacético (NSTCA) a 12 % (m/v) foram determinados pelo método de
Kjeldahl, para obtencdo dos indices de extensdo de protedlise (NS/NT*100) e indices de
profundidade de protedlise (NSTCA/NT*100) (PEREIRA et al., 2001).

2.3.3 Aminoécidos livres e aminas bioativas

As anélises dos aminoacidos livres e das aminas bioativas foram realizadas no
Laboratorio de Bioquimica de Alimentos da Faculdade de Farmacia da UFMG, utilizando a
técnica da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC™) e detecgéo ultravioleta a 249 nm
(MOREIRA et al., 2017). Para a etapa de extracdo, as amostras de leite e queijo foram pesadas
(1 g), adicionadas de &cido cloridrico 1 mol/L e agitadas em agitador orbital Tecnal® modelo
TE-140 (250 rpm por 10 minutos) com trés ciclos de centrifugacao refrigerada (11.180 x g por
21 minutos a 4 °C) e filtragem em papel de filtro qualitativo, sendo adicionado no final da etapa
0 padrédo interno L-norvalina, sendo o volume ajustado para 25 mL em baldo volumétrico
(MOREIRA et al., 2017).

Os extratos gerados foram neutralizados com hidréxido de sodio 1 mol/L, centrifugados
(16.000 x g, por 10 minutos a 4 °C) e derivados com 6 aminoquinolil-N-hidroxisuccinimidil
carbamato (AQC) utilizando o kit Waters AccQ.Fluor®. A 5 pL de extrato neutralizado foram
adicionados 35 pL de tampao borato AccQ.Fluor® e 10 puL de reagente AQC. Em seguida, o
extrato foi aquecido a 55 °C por 10 minutos em banho-maria, completando a reacdo. As
amostras neutralizadas e derivadas foram filtradas em filtros de seringa com 0,22 um de poro
(Whatman®, GE Healthcare, Maidstone, Inglaterra) para vial Total Recovery® Waters e
analisadas por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (MOREIRA et al., 2017).

Foi utilizado cromatédgrafo Waters Acquity® Ultra Performance LC (UPLC™) equipado
com detector Acquity™ ultravioleta ajustavel (UV) (Waters, Milford, Massachusetts, Estados
Unidos). Para a separagéo utilizou-se coluna de fase reversa Acquity UPLC™ BEH C18 (2,1
x 50 mm, 1,7 pm). O volume de inje¢do de amostra foi 2 pL, a vazdo da fase movel foi de 1

mL/min e o comprimento de onda de deteccdo foi 249 nm a uma taxa de amostragem de 40
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pontos/segundo. O software Waters Empower 2 foi utilizado para processamento dos dados. A
identificacdo dos amino&cidos e aminas bioativas foi realizada por comparagéo entre o tempo
de retencdo dos picos encontrados nas amostras com o dos aminoacidos e aminas da solugdo
padrdo. A quantificacdo foi realizada por interpolacdo em curva analitica externa (MOREIRA
etal., 2017).

2.4 Planejamento experimental e anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados com arranjo em
parcelas subdivididas. Os tratamentos consistiram em combinagdes de dois grupos de
produtores (PSIM e NSIM) e quatro tempos de maturacéo do queijo (fresco, 14, 21 e 60 dias),
constituindo os fatores como parcela e subparcela, respectivamente. Utilizou-se seis produtores,
selecionados aleatoriamente, sendo estes considerados as repeticdes de cada grupo.

Os resultados foram testados quanto a sua distribuicdo normal pelo teste de Shapiro-
Wilk e homocedasticidade das variancias pelo teste de Bartlett. As variaveis que ndo atenderam
as pressuposicOes estatisticas foram avaliadas por meio de testes ndo-parametricos para
comparacgdo de medianas.

As variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre os grupos de produtores por
meio do teste de Wilcoxon Mann-Whitney, enquanto para as variaveis paramétricas, utilizou-
se o teste F. Para comparacgdo entre os tempos de maturacdo do queijo foi aplicado o teste de
Friedman para as variaveis ndo paramétricas e o teste de Tukey para interpretacao das variaveis
parameétricas. Somente para as variaveis que apresentaram distribuicdo normal, realizou-se
também a analise de regressdo, sendo que para todas as conclusdes foi considerado o = 0,05. A
andlise de regressao foi avaliada para observar a equidistancia entre os tempos de maturacao.

A anélise multivariada foi aplicada a matriz de dados para caracterizacao fisico-quimica,
microbioldgica, aminas bioativas e aminoacidos livres do queijo, por meio da técnica de
componentes principais (PCA, Principal Components Analysis) e analise de agrupamento
hierarquico (HCA). Para a PCA, utilizou-se os dados dos ensaios entre os dois grupos de
produtores de queijo (PSIM e NSIM) versus tempo de maturacdo (queijo fresco e maturado por
14, 21 e 60 dias) conduzida com padronizacdo das variaveis usando matriz de correlacdo. Para
a analise de similaridade, obteve-se a matriz pela distancia Euclidiana, representada por
dendograma obtido pelo método hierarquico Unweighted Pair Group Method with Arithmetic

Mean (UPGMA). A consisténcia do agrupamento foi verificada por meio do calculo do
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coeficiente de correlacdo cofenética (CCC). As andlises estatisticas foram executadas no
software PAST, versdo 3.4 (Oslo, Noruega).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas climéticas regional

A temperatura do ar, a umidade relativa, a velocidade do vento e a precipitacdo
verificadas na regido da Serra Geral-MG durante os meses de julho, agosto e setembro de 2019,
quando as amostras foram coletadas, estdo apresentados na tabela I11.1. Pode-se observar pouca
variacao térmica durante os meses estudados, com temperaturas elevadas, mesmo na estacdo
inverno, considerada a mais fria do ano. O cenario, com registro de chuva apenas no més de
setembro, ndo caracteriza apenas as condices tipicas da época e sim uma realidade associada
ao local onde se encontra a Serra Geral, inserida no poligono das secas, regido caracterizada
pelo déficit pluviométrico. Esta regido integra a area de abrangéncia oficial do semiarido
brasileiro com algumas caracteristicas climaticas extremas, como: alta radiacdo solar e
temperatura média anual e baixas taxas de precipitacdo e umidade relativa do ar (BRASIL,
2005; FERREIRA et al., 2019).

Tabela 111.1. Dados meteoroldgicos* maximos, minimos e médios da regido da Serra Geral, Minas
Gerais, Brasil, nos meses de julho, agosto e setembro de 2019
Temperatura do ar (°C) Umidade relativa (%) Velocidade
Meses Min. Média Max. Min. Média Max. do vento

Precipitacao

(m/s) (mm)
Julho 153 228 310 272 513 796 25 0.0
Agosto 169 243 318 288 505 786 25 0,0
Setembro 208 280 357 236 469 76, 13 23

* Informagdes coletadas do banco de dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2019).

Pode-se observar que a varidvel umidade relativa apresentou valores com ampla
variacdo nos meses avaliados. Comportamento semelhante foi observado por Figueiredo (2018)
quando avaliou 0 mesmo parametro no periodo seco da regido produtora de queijo artesanal
Serra do Salitre, sendo observados valores maximos superiores a 80% e valores minimos
inferiores a 20% de umidade relativa do ar. Quando se define um ambiente ideal e controlado
para acondicionamento do queijo apos a elaboracgdo, valores proximos de 85% de umidade

ambiente sdo recomendados para a maioria das variedades (SOBRAL et al., 2017).
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A velocidade média do vento, considerando os trés meses de analises do queijo foi de
2,1 m/s. Segundo Bennamoun e Belhamri (2006), quanto maior for a velocidade do vento que
circula no ambiente, maior serd a perda de agua por convecgdo e, consequentemente, maior a
reducdo da temperatura do alimento, no caso do queijo, podendo interferir diretamente no
tempo necessario para atingir as caracteristicas satisfatorias da maturacdo. Deve-se ressaltar
ainda que a velocidade do vento ndo s6 influencia a perda de &gua do queijo, mas também
propaga particulas suspensas no ar, podendo dessa forma ser importante fonte de contaminac&o.

Os fatores climaticos exercem forte influéncia sobre a qualidade do queijo,
proporcionando alteracdo nos constituintes quimicos, principalmente nos teores de umidade e
modulacdo na microbiota o que implica em variacbes nas caracteristicas do produto,

principalmente quando realizada a etapa de maturagé&o.

3.2 Qualidade fisico-quimica dos queijos ao longo de 60 dias de maturacao

Os resultados das analises fisico-quimicas dos queijos artesanais produzidos na regido
da Serra Geral-MG ao longo do periodo de maturacdo de 60 dias estdo apresentados na tabela
[11.2. Somente os parametros pH (PSIM e NSIM), acidez em é&cido latico (PSIM) e cinzas
(PSIM) ndo foram afetados ao longo dos 60 dias de maturacdo (p>0,05). Considerando a
interacdo, foi detectado efeito dos grupos de produtores e tempo de maturacdo para 0S
parametros acidez e composicdo do queijo como: teores de proteina, gordura, sélidos totais,
umidade e cinzas.

Foi observada diferenca significativa (p<0,05) no pH, quando comparados os resultados
queijos dos grupos PSIM e NSIM, em todos os tempos de maturacdo avaliados. Os queijos
pertencentes ao PSIM estavam mais acidos em resposta a utilizacdo de pingo no queijo, por
esse grupo de produtores, bem como, pelas etapas distintas durante o processamento. Conforme
descrito na literatura, a adicdo de dgua quente apds a formacdo da massa do queijo, que ocorre
no grupo NSIM, pode promover a migracao da lactose, incorporada no coagulo proteico, para
0 soro, alterando, possivelmente, o teor desse componente nos graos da coalhada, resultando

em um gueijo com pH mais elevado (SPADOTI et al., 2003).
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Tabela 111.2. Valores médios, minimos e maximos de parametros fisico-quimicos de queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo da maturacéo

Variéavel

Grupo de
produtores

Tempos de maturacdo (dias)

Fresco

14

21

60

pH

PSIM
NSIM

5,23Ba (4,91 - 5,90)
5,63Aa (5,00 - 6,16)

5,05Ba (4,77 - 5,28)
5,39Aa (5,19 - 5,62

5,02Ba (4,8 - 5,29)
5,38Aa (5,18 - 5,56)

5,04Ba (5,01 - 5,11)
5,44Aa (5,27 - 5,72

Acidez (g de acido
latico/100 g)

PSIM
NSIM

0,25Aa (0,07 - 0,38)
0,10Bc (0,04 - 0,16)

0,29Aa (0,22 - 0,33)
0,20Ab (0,16 - 0,29

0,28Aa (0,15 - 0,34)
0,23Aab (0,15 - 0,36

0,32Aa (0,18 - 0,46)
0,31Aa (0,25 -0,37)

Proteina (g/100 g)

PSIM
NSIM

19,29Ac (17,53 - 21,09)
18,18Ac (16,49 - 18,90)

25,29ADb (23,68 - 27,25)
25,36Ab (23,24 - 28,00)

23,35BDb (19,47 - 26,92)
26,20Ab (23,85 - 28,42)

31,08Ba (27,59 - 37,27)
37,30Aa (33,18 - 40,38)

Gordura (g/100 g)

PSIM
NSIM

23,71Bc (18,67 - 29,17)
28,92Ac¢ (25,75 - 35,50)

38,00Ab (24,50 - 44,50)
36,67Ab (32,00 - 44,00)

39,33Bb (33,00 - 49,00)
45,33Ab (36,00 - 51,00)

44,50Aa (39,00 - 50,00)
42,42Aa (38,50 - 49,00)

Sélidos totais (g/100 g)

PSIM
NSIM

51,00Ba (47,00 - 53,29)
53,50Aa (44,53 - 56,69)

58,34Bb (56,38 - 59,23)
65,99Ab (64,47 - 68,09)

65,85Ac (64,50 - 67,62)
66,26Ab (64,87 - 66,82)

77,73Ad (75,99 - 79,96)
75,43Ac (72,83 - 76,91)

Umidade (g/100 g)

PSIM
NSIM

49,00Aa (46,71 - 53,00)
46,50Ba (43,31 - 55,47)

41,66ADb (40,77 - 43,62)
34,01Bb (31,91 - 35,53)

34,15Ac (32,38 - 35,49)
33,74Ab (33,18 - 35,13)

22,27Ad (20,04 - 24,01)
24,56Ac (23,09 - 27,17)

Cinzas (g/100 g)

PSIM
NSIM

4,97Aa (3,79 - 5,51)
4,59Ab (2,93 - 7,31)

4,72Ba (3,67 - 5,30 )
6,93Aa (4,80 - 8,08)

5,10Aa (4,26 - 6,54)
5,74Aa (4,45 - 6,75)

5,19Aa (4,03 - 6,85)
6,54Aa (4,44 - 8,73)

PSIM = produtores que possuem inspec¢do municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal.
Médias seguidas de letras maitsculas distintas na coluna, considerando a mesma variavel, diferem o grupo de produtores pelo teste F (p<0,05) e médias seguidas

de letras minusculas distintas na mesma linha, diferem o tempo de maturacéo pelo teste Tukey (p<0,05).
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Deve-se considerar que a acidez pronunciada durante a formacéo da massa esta associada
a acdo das bactérias sobre lactose. Por ser hidrossollvel, parte desse componente é
eliminado no soro, no entanto, uma quantidade permanece no queijo que estd sendo
formado, servindo de substrato para as BAL, durante a glicélise, dando origem a acidos
organicos, que acidificam o meio (FOX et al., 2000; MCSWEENEY, 2004).

Da mesma forma que o constatado no presente trabalho, Pinto et al. (2011) ndo
encontraram diferenca estatistica (p>0,05) no pH do queijo Minas artesanal do Serro
durante a maturacdo por 60 dias. Entretanto, o efeito da maturacdo sobre o pH foi uma
tendéncia relatada por outros autores, principalmente no tempo de maturagédo final,
quando comparado ao queijo fresco (SALES, 2015; FIGUEIREDO, 2018; SOARES et
al., 2018). Ao investigar qual modelo matematico explicaria o comportamento dos dados
de pH, a regressdo quadrética foi a que melhor representou o fendmeno (Figura 111.1).

Quanto ao parametro da acidez em acido latico, foi observado nos queijos
pertencentes ao grupo NSIM um aumento da acidez com 14 e 21 dias de maturacdo,
acentuando-se com 60 dias, e ainda, diferindo do queijo fresco oriundo do PSIM, que
apresentou-se mais acido, provavelmente provocado pelos distintos perfis e concentragédo
microbiana, bem como pelas diferentes caracteristicas dos queijos (PSIM e NSIM). Deve-
se ressaltar que apesar dos testes informarem sobre o mesmo fenémeno, houve uma maior
sensibilidade na analise da acidez titulavel, quando comparada a analise do pH,
permitindo identificar a influéncia da maturacdo sobre os queijos NSIM. Considerando a
analise de regressdo, o efeito linear crescente foi significativo (p<0,05) definindo o
fendmeno que demonstra o comportamento da variavel.

A reducdo da acidez durante a maturacdo de queijo também pode ser detectada
em determinadas situacGes. Segundo Pagthinathan e Nafees (2015), os compostos
formados durante a protedlise, como as aminas bioativas, podem contribuir para a
elevacdo de pH do queijo durante a maturacdo. E, ainda a estabilidade do pH em valores
mais altos, tendendo ao alcalino, pode ser justificada pela presenca de bolores e leveduras

que utilizam o &cido latico para ganho energético.
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Figura Il1.1. Resultados de analises de pH, acidez, gordura, cinzas, proteina, umidade e solidos
totais dos queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo da maturacéo de 60 dias.
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Quanto a composicao dos queijos, é possivel observar que ao longo da maturacéo,
ocorre perda de umidade e, consequentemente, concentracdo dos constituintes. Nota-se o
aumento do teor de gordura ao longo dos 60 dias de maturagdo nos queijos oriundos de
ambos 0s grupos de produtores. Foi constatada diferenca significativa (p<0,05) entre
PSIM e NSIM quando observado o queijo fresco e maturado com 21 dias, estando o PSIM
com menores teores de gordura. Esse fato pode ser justificado pela ocorréncia de uma
possivel lipolise do queijo a partir de enzimas endégenas e microbianas. Esta constatacdo
sugere a realizacdo de estudos especificos que avaliem a atividade lipolitica nos queijos
artesanais da Serra Geral-MG durante a maturacdo. Adicionalmente, pela analise de
regressdo, a gordura teve o comportamento explicado pelo efeito quadratico (Figura
I11.1). Dados obtidos em pesquisas realizadas com queijos de outras regides do estado de
Minas Gerais também demonstraram 0 mesmo comportamento, com tendéncia de
concentracdo da gordura ao longo da maturacdo (SALES, 2015; FIGUEIREDO, 2018;
SOARES et al., 2018).

Considerando os critérios de classificacdo para queijos (BRASIL, 1996), quando
0 conteudo de gordura no extrato seco se encontra no intervalo de 45,0 a 59,9%, os queijos
sdo enquadrados como gordos. Dessa forma, 0s queijos artesanais da Serra Geral-MG
podem ser definidos nessa categoria, em todos os tempos de maturacao avaliados.

O conteudo da proteina foi influenciado pelo tempo de maturacdo e a equacao
linear crescente foi utilizada para explicar o comportamento da variavel. No grupo PSIM,
nota-se que com 21 e 60 dias de maturacdo dos queijos artesanais da Serra Geral, 0s
valores médios demonstraram-se inferiores ao NSIM, provavelmente provocada pela
diferenca na producdo. Os maiores teores de proteina encontrados nos queijos NSIM,
podem ser explicados pela utilizacdo de agua quente diretamente na massa, etapa
incorporada no fluxograma de producdo do queijo em questdo, que provavelmente
proporcionou uma maior aglomeracdo de grdos no momento da coleta da coalhada,
elevando os teores proteicos no queijo e reduzindo as perdas no soro. Augusto (2003),
avaliando o efeito do aquecimento da massa sobre a composicdo do queijo prato,
observou influéncia do calor no aumento significativo na proteina total e reducdo da
umidade. Esse mesmo efeito pode ser utilizado para justificar os maiores teores médios
de extrato seco total e consequente menor teor de umidade no grupo NSIM observados
nos queijos frescos e maturados com 14 dias.

Houve influéncia da maturacdo sobre o teor de umidade do queijo (PSIM e

NSIM), conforme dados da tabela 111.2, sendo o fenémeno também ilustrado na figura
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[11.1. A perda de agua do queijo € um acontecimento esperado, quando o produto esta
acondicionado em ambientes com condi¢fes climéaticas ndo controladas e sem
embalagem. No entanto, os valores que representam a composicdo do produto
proporcionam classifica-los de acordo com as definicbes que constam na legislagéo.
Dessa forma, foi possivel enquadrar o queijo artesanal da Serra Geral fresco (PSIM e
NSIM) na categoria de alta umidade, com 14 dias, especificamente no grupo PSIM como
queijo de média umidade (massa semidura) e 14 dias no grupo NSIM, bem como 0s
queijos de ambos os grupos com 21 e 60 dias de maturagdo, como queijo de baixa
umidade e massa dura (BRASIL, 1996).

Considerando os teores de sélidos totais, no queijo fresco e maturado com 14 dias,
oriundos do PSIM foram observados valores inferiores, quando comparado aos queijos
do NSIM (p<0,05) como esperado, ja que os teores de umidade se apresentaram inverso.
Ainda deve-se considerar que no NSIM, grupo que utiliza &gua quente sobre a massa, o
queijo pode apresentar-se propicio a desidratacdo, com a coalhada alcancando
temperatura elevada em resposta ao calor recebido (AUGUSTO, 2003). Conforme
indicado na figura I11.1, 0 aumento gradativo dos teores de solidos totais esta relacionado
com a perda de umidade dos queijos, contribuindo para a concentracdo dos solidos ao
longo do periodo avaliado. Pelo ajuste ao modelo linear crescente, é possivel estimar o
aumento de solidos de 0,32% no NSIM e 0,44% no PSIM a cada dia de maturacdo. O
extrato seco total do queijo é representado pelos contetdos de proteina, gordura, lactose
e minerais, enquanto a umidade retrata principalmente o nivel de sinerese durante o
processamento e maturacao.

Com relacéo aos teores de cinzas, ao longo da maturacédo (Figura I11.1), embora o
modelo de regressao linear seja 0 mais representativo, com coeficiente de regressao
significativo pelo teste t, encontrou-se um coeficiente de determinagcdo muito baixo (0,41
no PSIM e 0,31 no NSIM), em ambos os grupos de produtores, que ndo permite
representar adequadamente o fendmeno observado. De acordo com a tabela I11.2, é
possivel observar influéncia da maturacdo no queijo pertencente ao NSIM, diferindo do
queijo fresco, por apresentar teor inferior dos queijos maturados (14, 21 e 60 dias).
Segundo Figueiredo (2018), o principal representante mineral do queijo € o célcio,
entretanto, o valor do parametro cinzas também € influenciado pelo efeito adicional dos
residuos minerais decorrentes da salga do queijo e tem origem externa ao leite. Vale et al.
(2018) néo observaram efeito da maturagéo durante 31 dias em ambiente controlado sobre

as concentragdes de cinzas no QMA do Serro.
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A composicdo do queijo e, consequentemente, suas propriedades refletem
fortemente a qualidade da matéria prima, a técnica de fabricacdo empregada, a condi¢do
ambiental que envolve o produto, além da microbiota presente durante a maturagdo. No
presente estudo, € notada, uma influéncia significativa do processo produtivo sobre as
caracteristicas do queijo, uma vez que ndo foi observada diferenca na qualidade do leite

empregado na elaboracdo (Capitulo I1).

3.3 Qualidade microbioldgica dos queijos ao longo de 60 dias de maturacao

As caracteristicas microbioldgicas dos queijos artesanais produzidos na regido da
Serra Geral-MG est&o descritas na tabela 111.3. Foi constatado efeito da maturacéo sobre
todas as contagens microbianas (p<0,05). O comportamento e a linha de tendéncia das
variaveis microbioldgicas do queijo ao longo de 60 dias de maturacdo, tambem pode ser
observada na figura Il1.2. Embora ndo existam padrdes legais especificos que
regulamentam os queijos artesanais mineiros, limites estabelecidos na legislacdo para
QMA e queijos em geral (IMA, 2021a) foram utilizados como critério de qualidade.

As contagens de coliformes totais nos dois grupos (PSIM e NSIM) foram elevadas
no queijo fresco. A partir dos resultados apresentados anteriormente (Capitulo I1), é
possivel definir a &gua, o leite cru, a bancada da queijaria e, principalmente, o pingo como
fontes de contaminacéo do queijo artesanal, além da possibilidade de outros fatores, como
0 contato com os manipuladores. A partir de 14 dias de maturacéo foi observada reducéo
das contagens de coliformes totais e no caso do grupo PSIM atingindo o padréo exigido
para queijo de baixa umidade (<36%) e, também, QMA com 21 dias de maturacdo. No
entanto, no NSIM néo foi possivel alcancar limites seguros para a saide do consumidor
durante todo o periodo de 60 dias. Cangussu (2018), avaliando o comportamento
microbiolégico nos queijos artesanais frescos e maturados (15, 30, 45 e 60 dias)
produzidos na Serra Geral-MG, observou que, com 15 dias de maturacdo, em temperatura

ambiente (25 a 30 °C), a contagem de coliformes totais se enquadrava nos padrdes legais.
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Tabela 111.3. Valores medianos, minimos e maximos de parametros microbiol6gicos dos queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo da maturacao

L Grupo de Tempos de maturacdo (dias)
Variavel (UFC/g) produtores Fresco 14 21 60
PSIM 1,34 x 10’Aa 3,95 x 10°Ab 5,75 x 10°Bb 5,50 x10'Bc
Coliformes totais (5,70 x 10°- 9,10 x 10") (<1,00 x 10*- 7,40 x 10")  (<1,00 x 10*- 2,40 x 10°)  (<1,00 x 107 - 1,10 x10%
NSIM 4,60 x 10°Aa 1,22 x 10° Ab 2,50 x 10°Ac 1,51 x 10°Ad
(2,80 x 10° - 9,50 x 107) (560x10°-8,40x10")  (4,40x10%1,13x10%  (<1,00 x 10%- 1,51 x10%
PSIM 3,50 x 10°Bb 1,00 x 10°Bc 4,50 x 10°Ba <1,00 x 10°Bd
Escherichia coli (<1,00 x 102- 3,02 x 10%) (<1,00 x 10?-3,00 x 10*)  (<1,00 x 10%- 2,40 x 10°)  (<1,00 x 10? - 1,00 x10?)
NSIM 1,05 x 10°Aa 1,90 x 10°Aa 1,30 x 10° Aa 1,51 x 10°Ab
(<1,00 x 10%- 6,60 x 10°) (6,00 x 102,60 x 10")  (<1,00 x 10%- 3,40 x 10°)  (<1,00 x 10%- 1,51 x10%
PSIM 8,70 x 10°Bb 5,60 x 10’Aa 6,30 x 10'Aa 2,37 x 10'Aa
SR i (2,20 x 10*- 1,36 x 10") (1,74 x 10'- 2,01 x 10°) (1,01x10"-1,76 x 108 (1,10 x10° - 2,23 x 10°)
NSIM 1,89 x 10’Ab 1,13 x 10%Aa 3,50 x 10’Ab 3,36 x 10°Ac
(2,70 x 10°- 7,6 x 10") (2,80 x 10’ - 1,07 x 10°) (1,81 x 10" - 2,10 x 10°) (1,23 x10° - 6,60 x 10°
PSIM 7,43 x 10°Aa 1,70 x 10’Aa <1,00 x 10°Ab <1,00 x 10°Ab
Staphylococcus (2,20 x 10*- 1,36 x 107) (<1,00 x 107 - 9,96 x 10°) (<1,00 x 10?) (<1,00 x 10?)
coagulase positivo NSIM 1,27 x 10°Aa 1,71 x 10°Aa <1,00 x 10°Ab <1,00 x 10°Ab
(<1,00 x 10° - 9,55 x 10°) (<1,00 x 10° - 2,14 x 10")  (<1,00 x 10? - 3,50 x 107) (<1,00 x 10?)
PSIM 2,12 x 10%Aa 2,10 x 10’Ab 1,07 x 108Aab 1,16 x 10°Ac
Bactérias Acido-laticas (1,18 x 108- 1,40 x 10°%) (5,10 x 10° - 3,80 x10°) (1,11 x10"-2,36 x 10%)  (<1,00 x 10 -1,40 x 10"
NSIM 9,25 x 10’Aa 1,83 x 10%Aa 2,71 x 10’Aa 1,41 x 10’Ab
(5,30 x 10°- 6,70 x 10%) (1,56 x 10° - 1,20 x 10°) (2,85 x 10°- 3,70 x 10%) (1,40 x 10* 9,60 x 10°
PSIM <1,00 x 10°Ac 1,31 x 10°Ba 2,56 x 10°Aa 2,10 x 10°Ab
Bolor & levedura (<1,00 x 10%- 3,90 x 10% (3,40 x 10°- 3,10 x 10")  (<1,00 x 102 - 6,30 x10°)  (<1,00 x 10%>— 1,54 x 10")
NSIM 1,00 x 10%Ac 9,10 x 10’Aa 1,04 x 10°Ab 1,95 x 10°Ab

(1,00 x 102- 1,86 x 10

(2,00 x 10° - 9,60 x 10%)

(<1,00 x 102 - 9,10 x10°)

(<1,00 x 10% - 6,20 x 10°)

PSIM = produtores que possuem inspe¢do municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal; medianas seguidas de letras maiusculas distintas na
coluna, considerando a mesma variavel, diferem o grupo de produtores pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05) e letras mindsculas na mesma linha, diferem
0 tempo de maturacdo pelo teste Friedman (p<0,05).
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Figura I11.2. Comportamento e linha de tendéncia dos parametros microbiol6gicos (log UFC/g) dos
gueijos artesanais da Serra Geral-MG maturados ao longo de 60 dias. As linhas vermelhas continuas
indicam os limites microbiologicos exigidos pela legislacdo (IMA, 2021a). PSIM = produtores que
possuem inspec¢do municipal; NSIM = produtores que ndo possuem inspe¢do municipal.
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Ainda, neste mesmo tempo, a contagem de S. aureus foi elevada, atingindo os requisitos de
seguranga microbioldgica apenas com 60 dias.

Considerando E. coli, nota-se no grupo PSIM, que o queijo fresco apresentou contagem
inferior quando comparado com o tempo de 14 dias de maturagdo, com, no entanto, valor
mediano superior no tempo de 21 dias. Essa oscilacdo nas contagens da bactéria sugere que o
produto tenha sido contaminado durante a maturacdo, sendo uma falha recorrente, observada
na quantificacdo também de outros microrganismos ao longo do tempo estudado. O contégio
pode estar relacionado com diversos pontos, como: auséncia de local especifico para maturacéo
em algumas propriedades, com prateleiras de madeiras alocadas na prépria area de producao;
etapa de viragem do queijo, realizada sem os devidos cuidados pelo produtor; e lavagem do
queijo utilizando adgua sem o devido tratamento, ocasionando diversos tipos de contaminagdo
cruzada.

Contudo, com 21 dias o grupo PSIM apresentou-se suficiente no atendimento do padrao
exigido para E. coli, enquanto o NSIM permaneceu com valores que extrapolam os limites
exigidos. Deve-se ressaltar ainda, que o queijo oriundo do NSIM, teve contagens superiores ao
PSIM, na quantificacdo dos coliformes totais e E. coli em todos os tempos de maturagcdo. No
queijo recém processado o numero de coliformes é elevado em funcédo do efeito adicional da
provavel contaminacdo existente no ambiente, na matéria-prima e pingo, bem como, na
manipulacdo que ocorre durante a producdo. Entretanto, segundo Metz et al. (2020), a
maturacdo provoca um declinio das contagens de certos grupos microbianos, por afetar
consideravelmente o desenvolvimento e a sobrevivéncia bacteriana. O efeito da maturacao
sobre a reducéo das contagens de coliformes totais e E. coli foi reportado por diversos autores,
incluindo o QMA da Serra da Canastra com 22 dias de maturacdo (CAMPOS, 2019), o QMA
do Triangulo Mineiro maturado por 26 dias (SOARES et al., 2018), 0o QMA da Serra do Salitre
com 63 dias de maturacdo (FIGUEIREDO, 2018), 0 QMA de Araxa com 57 dias de maturagéo
(SALES, 2015) e também em outros queijos artesanais como o Serrano, durante 60 dias de
maturacdo (SOARES et al., 2003).

Segundo Ozogul e Hamed (2018), a tendéncia de reducéo na contagem de alguns grupos
de microrganismos durante a maturacdo do queijo se deve as caracteristicas estabelecidas ao
longo da etapa como, diminuicdo do potencial redutor, do pH, da atividade de agua, alta
concentracdo salina, producéo de acido organicos, producdo de compostos inibidores e ainda a

competicao por nutrientes com as BAL.
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O tempo de maturagéo influenciou a contagem de Staphylococcus spp. nos queijos dos
grupos de produtores estudados. No entanto, é possivel observar que a quantificagdo bacteriana
do género foi elevada e a redugdo que ocorreu, ndo provocou a eliminagdo do microrganismo.
Esse mesmo comportamento foi constato em outros trabalhos (SALES, 2015; CASTRO et al.,
2016; FIGUEIREDO, 2018), evidenciando a resisténcia de grupos microbianos as condicdes
adversas que sdo estabelecidas no queijo ao longo da maturacdo, bem como uma possivel
recontaminagé&o.

As espécies que sdo coagulase positivos produzem enterotoxinas, no entanto, espécies
como S. epidermidis e S. saprophyticus, que sdo coagulase negativos, sdo também produtoras
e ja foram encontradas em alimentos, incluindo queijos artesanais. Segundo Andrade et al.
(2019), a alta frequéncia de cepas estafilococicas coagulase negativo detectadas em amostras
de queijo artesanal, sugere a necessidade de reavaliar os padrdes microbiologicos estabelecido
pela legislacdo brasileira para mudanca que exija apenas a cobrancga de Staphylococcus spp.

Durante um tempo, a capacidade de produzir a enzima coagulase e enterotoxinas foi
associada apenas ao Staphylococcus aureus, fazendo que essa fosse a espécie de coagulase
positivo mais pesquisada. No entanto, os testes utilizados para diferenciar S. aureus das outras
espécies do género nao sdo especificos para esse microrganismo, fazendo com que S.
intermedius, S. delphini e S. hyicus também envolvidos em surtos de intoxicacdo alimentar,
fossem contabilizados como S. aureus. Assim, a legislacdo brasileira, no ambito da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) passou a avaliar a presenca de Staphylococcus coagulase positivo
(SILVA et al., 2015). Na avaliacdo das quantidades de Staphylococcus coagulase positivo nos
queijos artesanais da Serra Geral, foi possivel observar influéncia da maturacdo no PSIM e
NSIM, com reducdo significativa (p<0,05) das contagens, alcancando valores inferiores a 1,0 x
10?2 UFC/mL com 21 dias, em ambos 0s grupos, atingindo os valores limites, exigidos pela
legislacdo. Entretanto, deve-se considerar que os valores encontrados no inicio da maturacao (1
e 14 dias) sdo elevados. Sugere-se que a contaminacao seja proveniente da matéria prima leite,
do pingo e das bancadas das queijarias, levando em consideracdo que o produto ainda pode
estar sujeito a contaminacdo adicional oriunda da manipulacdo dos queijos realizada pelos
produtores. Como Staphylococcus spp. sdo comumente encontrados nas narinas, garganta,
axilas e pele de portadores humanos, estudos epidemiolégicos apontam 0s manipuladores como
a principal fonte de contaminagéo do alimento (SAKR et al., 2018; TALLENT et al., 2019).
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Considerando as bactérias acido-laticas, foi observada influéncia da maturagéo (p<0,05)
sobre as quantidades dos microrganismos nos dois grupos de produtores (PSIM e NSIM), que
com 60 dias atingiram as menores quantidades no periodo avaliado (Tabela I11.3). Luiz et al.
(2017) pesquisando o queijo QMA de Araxa, encontraram valores variando de 3,9 x 108 UFC/g
a6,3 x 10% UFC/g no primeiro dia e 57 dias de maturac&o, respectivamente, também no periodo
seco. Na regido da Serra do Salitre, Figueiredo (2018) encontrou contagens de BAL variando
de 5,45 x 107 e 2,20 x 10° no inicio e com 63 dias de maturagdo, respectivamente.

Segundo Jonnala et al. (2018), a presenca das bactérias acido-laticas é indispensavel
para o desenvolvimento das caracteristicas especificas dos queijos artesanais, conferindo ao
produto sabor, aroma e textura. Além da alteracdo das caracteristicas sensoriais, determinadas
BAL promovem a conservacdo dos queijos inibindo a microbiota deteriorante e patogénica.
Cabral et al. (2016) observaram agéo antagonista das BAL isoladas do queijo coalho artesanal,
inibindo 90% do crescimento de patdgenos testados (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
e Staphylococcus aureus). Costa et al. (2018) comprovaram o efeito antagénico de BAL sobre
Listeria monocytogenes no queijo Minas frescal.

Quanto aos bolores e leveduras, foi observada diferenca significativa (p<0,05) ao longo
do tempo de maturagéo nos dois grupos de produtores estudados (Tabela 111.3). A contagem no
queijo fresco foi menor, atingindo os maiores valores no PSIM aos 14 e 21 dias e no NSIM aos
14 dias de maturacdo. E vélido destacar que, no momento inicial, as contagens foram baixas,
minimizando a possibilidade que os fungos fossem provenientes do pingo e leite, sugerindo
assim, principalmente uma contaminacdo ambiental.

A oscilacdo nas contagens de bolores e leveduras, provavelmente, esta relacionada as
condicdes intrinsecas do queijo que sdo definidas ao longo da etapa de maturacao. Dessa forma,
uma melhor compreensao do impacto desses parametros sobre o crescimento do microrganismo
se faz necessaria para entender de forma especifica 0 comportamento microbiano. Segundo
Cardoso et al. (2015), existem poucos estudos cientificos, principalmente se tratando de queijo
artesanal, que definem a maneira pela qual a diversidade e a concentracdo desses
microrganismos, podem mudar em funcéo de varia¢fes nas caracteristicas do queijo.

Sales (2015) observou aumento das contagens de bolores e leveduras com 7 e 14 dias
de maturacdo no QMA de Araxa e, posteriormente, uma reducdo no tempo de 57 dias, atingindo
contagens de 10°. Cardoso et al. (2015) também descreveram aumento da quantidade de

leveduras a partir de 15 dias e sua estabilidade até 60 dias de maturacdo do QMA do Serro.
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Apesar de se observar uma tendéncia desejavel no crescimento de fungos filamentosos
nas superficies dos queijos artesanais devido a contribuicdo nas propriedades sensoriais, as
legislacbes brasileiras para queijos artesanais ndo contemplam um padrdo especifico. S&o
definidos limites no regulamento técnico geral de queijos, apenas para os produtos de muita
alta umidade (>55%) que devem atingir valores maximos de 5,0 x 10® UFC/g. O fungo ndo é
agente patogénico veiculado por alimentos, mas algumas espécies sdo produtoras de
micotoxinas genotdxicas para 0 homem comprometendo a qualidade e inocuidade do produto
(BENKERROUM, 2016b).

A presenca de Salmonella spp. foi detectada no queijo de dois produtores pertencentes
ao grupo PSIM com 14 dias de maturacgdo, no entanto, com 21 e 60 dias ndo foi mais constatada
a presenca do microrganismo. Por se tratar de um teste qualitativo, de forma complementar e
auxiliar na interpretagdo da ocorréncia, as col6nias foram também conservadas, em agar
nutriente, estriadas novamente no agar de origem e avaliadas por técnica proteémica (MALDI
ToF). Contrariando o esperado, as col6nias foram identificadas como Pseudomonas aeruginosa
e Klebsiella pneumonia. Pseudomonas é o género reconhecido pela predominancia entre os
microrganismos psicrotroficos do leite e, ainda, por sua acdo deteriorante que provoca
alteracdes na composicdo quimica dos alimentos e, consequentemente, em suas propriedades
sensoriais. Porem, a preocupacdo do ponto de vista de saude publica, esta relacionada com a
espécie Pseudomonas aeruginosa, patégeno oportunista que ocasiona infec¢es no ser humano,
principalmente imunocomprometidos, podendo causar distarbios intestinais, incluindo vomitos
e diarreia (LUCIARDI et al., 2016). Ainda, esta associada com a capacidade de formar
biofilmes complexos e possuir resisténcia antimicrobiana (LIU et al., 2018). A presenca da
Klebsiella pneumonia também é alarmante, por ser um patdgeno causador de varias doencas
infecciosas em humanos com o sistema imune debilitado, incluindo septicemia e infeccBes do
trato urinario, abscessos hepaticos, diarreia e pneumonia, sendo associada no ambito hospitalar
com aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes. Nos ultimos anos, os alimentos tém
sido considerados importantes veiculadores deste patogeno (ZHOU et al., 2011; NERES et al.,
2019).

Os resultados refor¢cam a necessidade de produzir de forma higiénica o queijo artesanal,
com adocéo de boas praticas e conscientizacdo de habitos adequados durante todo o processo
de elaboracdo, se estendendo até a etapa de maturagdo com o intuito de mitigar ou reduzir a

ocorréncia microrganismos patdgenos e deteriorantes.
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Baseado nos dados obtidos, o tempo minimo necessario para o queijo artesanal da Serra
Geral-MG atender os padrdes microbiologicos exigidos pela legislacdo é de 21 dias de
maturacdo para o grupo PSIM, sendo classificado como queijo gordo, com baixo teor de
umidade, seco e de massa dura. O grupo NSIM ndo alcangou os valores microbianos limites
durante os 60 dias de maturacdo, apesar das caracteristicas fisico-quimicas serem semelhantes
ao PSIM.

3.4 Identificacéo protedmica das bactérias acido-laticas

Considerando a identificagdo de BAL nos queijos artesanais da Serra Geral, no produto
fresco foram selecionadas para analise 29 colbnias puras, sendo identificadas 21 ao nivel de
espécies e uma ao nivel de género, Streptococcus. No queijo maturado por 14 dias foram
selecionadas para anélise 36 coldnias puras, sendo identificadas 17 ao nivel de espécies e dois
ao nivel de géneros, Lactobacillus e Enterococcus. Em amostras de queijo maturado por 21 dias
foram selecionadas para analise 36 colbnias puras, sendo identificadas 21 ao nivel de espécies
e seis ao nivel de géneros, sendo trés Lactobacillus e trés Pediococcus. Nas amostras de queijo
com maturacdo de 60 dias foram selecionadas para analise 32 coldnias puras, identificadas 25
ao nivel de espécies e trés ao nivel de géneros sendo dois Lactobacillus e um Pediococcus. Os
morfotipos isolados dos queijos apresentaram caracteristicas discrepantes, variando de tamanho
(pequeno, médio e grande), cor (branca, creme e amarela) e formas (lisa, rugosa, circular e
irregular).

As BAL presentes nos queijos do PSIM s&o representadas por Enterococcus faecalis,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis, Leuconostoc pseudomesenteroides, Pediococcus pentosaceus
(Figura 111.3). E possivel verificar que Lactococcus lactis foi a bactéria predominante no queijo
fresco, sendo o queijo com 14 dias de maturacdo também uma importante fonte. Entretanto, no
queijo maturado com 21 e 60 dias, ndo foi detectado o microrganismo. Esse fato pode ser
explicado pelas modificacbes que ocorrem no queijo durante a maturacdo, do ponto de vista
microbiolégico, inicialmente ha predominio de um grupo de bactérias acido-laticas, as
iniciadoras ou “starters” e, com avangar do processo, as bactérias secundarias ou “non-starters”
comegam sua acdo apos reducgdo do pH. O termo starter tem sido empregado devido ao fato

dessas bactérias iniciarem a producdo de acido no meio que sdo encontradas ou inseridas.
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Especificamente, esta microbiota inicial no queijo, € composta por microrganismos dos géneros
Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc e Enterococcus (BERESFORD et al., 2001).
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Figura 111.3. Distribuicdo de frequéncia de bactérias acido-laticas isoladas do queijo fresco e durante a
maturacao de 60 dias, pertencentes ao grupo de produtores que possuem o servigo de inspe¢do municipal
(PSIM) e ndo possuem o servico de inspecdo municipal (NSIM).
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Deve-se considerar que Lactococcus tem sua relevancia, em funcéo da acéo proteolitica
e capacidade de formacdo de aminas biogénicas (LEROY e DE VUYST, 2004; OZOGUL e
HAMED, 2018). Embora o género seja considerado pouco proteolitico quando comparado a
outros pertencentes ao grupo das BAL, Lactococcus possui um sistema enzimatico constituido
de protease extracelular, ligado a parede celular, com capacidade apenas da degradacéo inicial
da caseina. Entretanto, é também constituido por peptidases intracelulares, liberadas apenas
apods a autdlise celular da bactéria com agdo até o final da maturacdo dos queijos (ARDO et al.,
2017; WILKINSON e LAPOINTE, 2020)

Segundo Sant’Anna et al. (2019), € possivel que, em periodos longos de maturagao, a
populacdo de Lactococcus diminua gradativamente, ao passo que a populacdo de
microrganismos associados as fermentacOes tardias possa aumentar. Durante 0 processo de
maturacao, essas bactérias apresentam dificuldades fisiolégicas de sobrevivéncia em razéo de
certas condi¢Ges ambientais, como diminuicdo da atividade de agua, acidificacdo e proteolise
intensa, produzidas por outras bactérias do ecossistema (SILVA et al., 2012).

Com 14 dias de maturacé@o pode ser observado no queijo artesanal da Serra Geral, uma
frequéncia relativa de aproximadamente 18,8% de Lactococcus lactis, seguido igualmente de
6,3% de Lactobacillus brevis, Leuconostoc pseudomesenteroides e Lactobacillus rhamnosus.
A presenca desses microrganismos pode estar associada a resisténcia perante as condicoes
fisico-quimicas do queijo definidas durante a maturacdo, bem como a interacéo e possivel efeito
sinérgico entre as espécies.

A presenca de Lactobacillus nos queijos é desejavel visto que esse género esta envolvido
no desenvolvimento de caracteristicas que contribuem para o perfil sensorial dos queijos
durante a maturacdo, constituindo a maioria das bactérias ndo starters. Esse género bacteriano
é reconhecido por possuir espécies com capacidade de hidrolisarem proteinas a partir de
proteinases intra e extracelulares ligadas a parede celular proporcionando a formacdo de
aminodcidos livres (BERESFORD et al., 2001). Recentemente, foi publicada a reclassificacdo
do género dos Lactobacillus agrupando as bactérias a partir de caracteristicas fenotipicas e
genotipicas semelhantes, originando 23 novos géneros e reduzindo as 261 espécies,
anteriormente existentes, para 38 espécies. O Lactobacillus brevis foi alterado para
Levilactobacillus brevis enquanto o Lactobacillus rhamnosus passa a ser reconhecido como
Lacticaseibacillus rhamnosus (ZHENG et al., 2020).

A amplificacdo e o sequenciamento do gene 16S rRNA vém sendo realizados com o

intuito de identificar a microbiota presente nos queijos artesanais. Bactérias do género
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Lactobacillus apresentaram frequéncia mais elevada dentre as BAL isoladas de queijo Minas
artesanal da regido de Araxa, maturado por até 60 dias (SILVA, 2016). Outros géneros
bacterianos também foram destacados por Luiz et al. (2017), que identificaram Enterococcus,
Pediococcus, Lactococcus e, principalmente, Lactobacillus com uma contribuicdo de 71% do
total de microrganismos no QMA produzido também em Araxa-MG. Perim et al. (2017)
também observaram a predominancia dos Lactobacillus nos queijos artesanais da regido do
Serro, Canastra, Araxa, Serra do Salitre e Campo das Vertentes. Considerando o que é relatado
na literatura, a presenca de Lactococcus também é constatada em queijos artesanais, porém em
menor predominancia quando comparado a outros géneros. Castro et al. (2016), avaliando o
QMA da regido de Campo das Vertentes, observaram que Enterococcus faecalis foi a espécie
com maior frequéncia nas amostras de leite, pingo e queijo fresco, seguida por Lactococcus
lactis e Lactobacillus plantarum.

Diferentemente do encontrado no queijo artesanal da Serra Geral fresco e com 14 dias
de maturacdo, ndo foi identificado na literatura estudos que comprovem a presenca de
Leuconostoc pseudomesenteroides em queijos artesanais brasileiros. Considerando outros
paises, Biolcati et al. (2020) utilizando sequenciamento do gene 16S rRNA, também
encontraram Leuconostoc pseudomesenteroides no queijo artesanal Robiola di Roccaverano de
origem italiana, maturado por 15 dias, ainda que 0 microrganismo nao tenha sido detectado no
produto fresco. Ledina et al. (2018), utilizando a mesma técnica de identificacdo, também
encontraram no queijo artesanal fresco produzido na Sérvia, enquanto Ouadghiri et al. (2005)
trabalhando com a identificacdo por MALDI ToF detectou a bactéria no queijo artesanal
tradicional de Marrocos. Leuconostoc é um dos principais géneros de bactérias
heterofermentativas com caracteristicas tecnoldgicas benéficas em funcdo da sintese de
compostos aromaticos, como diacetil e acetoina a partir de citrato (MCAULIFFE et al., 2019).

Outras espécies foram encontradas em momentos mais tardios da maturacdo,
Lactobacillus paracasei foi identificado no queijo com uma frequéncia de 23% aos 21 dias de
maturacdo, enquanto Lactobacillus plantarum representa 12,3 % de frequéncia no queijo
maturado por 60 dias, ainda, considerando a nova proposta sdo definidos como
Lacticaseibacillus paracasei e Lactiplantibacillus plantarum, respectivamente (ZHENG et al.,
2020).

Pediococcus pentosaceus também foi identificado no queijo com 21 e 60 dias de
maturacdo com frequéncia predominante no final da maturacdo. Resultados similares foram

observados por Carafa et al. (2015) em queijo artesanal Mountain Malga, produzido na Italia
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com leite de vaca cru. Diversos estudos descrevem a capacidade de sintese de bacteriocinas de
Pediococcus pentosaceus. No entanto, recentemente e de forma inédita, Maller et al. (2020)
investigando a presenca de bactérias formadoras de histamina em queijos disponiveis
comercialmente, identificaram potencial de formacdo dessa amina pela espécie, reforcando a
necessidade de estudos detalhados que elucide limites e concentragcdes de seguranca de P.
pentosaceus.

Por ter sido constatado crescimento de microrganismos ndo pertencentes ao grupo de
bactérias &cido-laticas é apresentado na tabela 111.4 para o PSIM, o perfil microbiol6gico do
queijo fresco e maturado por 14, 21 e 60 dias, a partir do isolamento realizado em placas
contendo 0 meio de cultura MRS. Foram identificadas leveduras no queijo maturado com 14 e
21 dias (Candida tropicalis) e no queijo maturado com 21 e 60 dias (Candida krusei),
corroborando com os resultados da contagem de fungos com valores superiores no mesmo
periodo de maturagdo, variando de 10° a 10" UFC/g. No queijo fresco ndo foi detectado
crescimento no limite de quantificagdo estabelecido (<1,0 x 102 UFC/g). Pereira et al. (2019),
utilizando a mesma técnica de MALDI ToF, encontraram Candida krusei no queijo artesanal
Serrano com 28 e 35 dias de maturacdo. Por outro lado, Lima et al. (2009) isolaram Candida
krusei no leite, que serviu de matéria-prima para o processamento do QMA da regido do Salitre.
Embora as leveduras sejam raramente associadas com infeccGes de origem alimentar, estudos
demonstraram que o alimento pode ser o veiculador de Candida tropicalis e Candida krusei
considerados como patdgenos oportunistas (BANJARA et al., 2015).

O perfil das BAL presente nos queijos do NSIM é constituido por Lactobacillus brevis,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis e
Pediococcus pentosaceus (Figura 111.3). Também consta na tabela I11.5, a frequéncia absoluta
de identificacdo das bactérias acido-laticas nos queijos artesanais frescos e maturados por 14,
21 e 60 dias. E possivel observar que Lactococcus lactis foi predominante no queijo fresco com
41,2% de frequéncia relativa, estando presente também no queijo com 14 dias de maturacéo.
Esse resultado reforca a tendéncia de comportamento do microrganismo, de ndo se adaptar em
gueijos com maturacdo mais avancada como observado por Vale (2018) para Lactococcus spp.
no QMA do Serro.
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Tabela 111.4. Frequéncia absoluta da identificacdo de microrganismos em queijos artesanais frescos e
maturados por 14, 21 e 60 dias pertencentes aos produtores que possuem o servico de inspecdo municipal
(PSIM)

Tempos de maturacéo (dias)

Espécie

Fresco 14 21 60
Candida krusei 0 0 1 2
Candida tropicalis 0 2 1 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 1
Lactobacillus brevis 0 1 1 0
Lactobacillus paracasei 0 0 3 0
Lactobacillus plantarum 0 0 0 2
Lactobacillus rhamnosus 0 1 4 3
Lactococcus lactis 11 3 0 0
Leuconostoc pseudomesenteroides 1 1 0 0
Pediococcus pentosaceus 0 0 3 4
Nao identificado 0 10 5 3
Total 12 18 18 15

Lactococcus garvieae foi identificado no queijo fresco e no queijo com 14 dias de
maturacdo. Segundo Fernandez et al. (2010), a utilizacdo de L. garvieae em produtos lacteos
proporciona a manifestacdo de caracteristicas sensoriais desejaveis, com propriedades
tecnoldgicas semelhantes a espécie L. lactis em funcdo da rapida formagdo de acido latico e
baixa atividade proteolitica no queijo.

Assim como no grupo PSIM, algumas espécies foram apenas identificadas com o
avancar da maturacdo. Pedicoccus pentosaceus foi identificado no queijo com 14, 21 e 60 dias,
apresentando maior frequéncia (64,3%) no final da maturacdo. Lactobacillus paracasei,
considerando a nova proposta de classificacdo e taxonomia, Lacticaseibacillus paracasei
(ZHENG et al., 2020) foi detectado apenas com 14 dias de maturacdo, em contrapartida as
outras espécies do género Lactobacillus brevis ou Levilactobacillus brevis e Lactobacillus
plantarum ou Lactiplantibacillus plantarum (ZHENG et al., 2020) foram identificadas com 14,
21 e 60 dias de maturacdo. Lactobacillus € um dos géneros de BAL mais frequentemente
isolado nos queijos artesanais. Resende et al. (2011), avaliando o perfil de bactéria acido-latica
do QMA da regido da Canastra utilizando técnica molecular, encontraram prevaléncia de L.
rhamnosus seguido por L. casei, L. plantarum, L. hilgardii e L. paraplantarum. Do mesmo
modo, Ballesteros et al. (2006), identificando BAL no queijo espanhol Manchego por meio de
provas bioquimicas, constataram predominancia de bactérias do género Lactobacillus.
Margalho et al. (2020), utilizando a técnica do MALDI ToF para avaliar a diversidade de BAL

dos queijos artesanais brasileiros, atribuiram a predomindncia do género Enterococcus
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encontrado nos queijos de Marajo, Coalho e Manteiga, a caracteristica comum existente na
etapa de cozimento da massa, considerando que 0S microrganismos apresentam elevada

resisténcia térmica.

Tabela I11.5. Frequéncia absoluta de identificagdo de microrganismos em queijos artesanais frescos e
maturados por 14, 21 e 60 dias pertencentes aos produtores que possuem o servico de inspe¢ao municipal
(NSIM)

Tempos de maturacéo (dias)

Espécie

Fresco 14 21 60
Candida krusei 0 1 0 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 1
Lactobacillus brevis 0 2 0 1
Lactobacillus paracasei 0 1 0 0
Lactobacillus plantarum 0 1 5 2
Lactococcus garvieae 2 1 0 0
Lactococcus lactis 7 1 0 0
Pediococcus pentosaceus 0 2 3 9
Nao identificado 8 9 10 4
Total 17 18 18 17

E possivel observar que certas colnias de BAL encaminhadas para analise protedmica
ndo foram identificadas ao nivel de género e ao nivel de espécie em queijo fresco do NSIM e
queijos maturados com 14, 21 e 60 dias de ambos os grupos de produtores (Figura 111.3). A
dificuldade de identificacdo dos microrganismos por meio da técnica de MALDI ToF pode estar
relacionada a auséncia de pureza da col6nia isolada em etapa prévia, a desatualizacdo do banco
de dados no que se diz respeito a diversidade microbiana, bem como, uma possivel limitacdo
para distinguir espécies com caracteristicas semelhantes (BOU et al., 2011).

Lactococcus lactis foi a espécie de bactérias acido-laticas mais frequente no queijo
durante a etapa inicial da maturacdo. Entretanto, apesar do derivado lacteo ser produzido na
mesma regido da Serra Geral-MG, € notado no ambiente, no proprio queijo artesanal,
especificamente maturado com 14, 21 e 60 dias, um diferente perfil de bactérias acido-laticas
quando comparados os produtores do PSIM e NSIM. Provavelmente, o processo produtivo

especifico em cada grupo, estabelece condicdes para definir uma microbiota.
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3.5 Aminoécidos livres e aminas bioativas do leite utilizado como matéria-prima para

elaboracéo dos queijos artesanais da Serra Geral-MG

Os perfis de aminas bioativas, aminoécidos livres e ion aménio do leite cru estdo
demonstrados na tabela 111.6. N& foi observada diferenca estatistica (p>0,05) quando
comparado os dois grupos de produtores (PSIM e NSIM), sendo detectado dez amino&cidos
livres, dentre os 20 pesquisados e trés aminas bioativas, sendo pesquisadas onze no leite cru.

Considerando a contribuicdo de cada aminoacido ao teor total, observa-se
predominancia da histidina (5,18 mg/100 mL), enquanto, 0s outros aminoacidos, ndo
ultrapassaram quantidades individuais de 1,0 mg/100 mL. A histidina, por ser um aminoacido
essencial, fornece as proteinas lacteas, importante propriedade nutricional (FENNEMA, 2010).
As subunidades estruturadoras das proteinas, possuem funcdes especificas essenciais para o
funcionamento do organismo, e sua presenca no leite, alem de estar associada a beneficios a
saude, tecnologicamente, contribuem para o sabor do leite e seus derivados. Entretanto, podem
atuar como precursores na sintese de aminas bioativas (TAVARES e VANNUCCHI, 2016;
RUIZ-CAPILLA e HERRERO, 2019).

Segundo Park (2017), o leite bovino é representado principalmente pelos aminoacidos
glutamina, leucina, lisina, prolina e asparagina, entretanto, esse perfil pode ser influenciado pela
hidrolise proteica, oriunda da microbiota proteolitica contaminante, uma vez que Ssdo
aminoacidos componentes das caseinas e proteinas do soro. McDermott et al. (2016), avaliando
o perfil de aminoé&cidos livres do leite bovino, encontraram maior concentracdo de glutamina e
menor concentracao de serina. Entretanto, ressalta-se que esse resultado pode ser influenciado
pela qualidade do leite e fase de lactacdo, cuja concentracdo de aminoacidos livres totais, é
maior no inicio e no final, quando comparada a fase intermediaria da lactacéo.

Quanto as aminas bioativas, foram identificadas no leite a histamina, putrescina e
tiramina, sendo a primeira, a mais abundante (3,42 mg/100 mL). O perfil constatado,
possivelmente é consequéncia das contagens microbioldgicas encontradas no leite (Capitulo
I1). Espécies da familia Enterobacteriaceae apresentam capacidade de descarboxilar
aminodcidos e, consequentemente, produzirem histamina, tiramina e putrescina, enquanto, 0s
géneros Lactobacillus e Enterococcus podem produzir elevadas concentrac@es de histamina e
tiramina (MARINO et al., 2000). Ainda, a putrescina tem sido utilizada como biomarcadores
de deterioracdo em alimentos por estar relacionada com a perda de qualidade (MUSTAFA e
ANDREESCU, 2018; RUIZ-CAPILLA e HERRERO, 2019).
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Tabela 111.6. Valores médios, medianas, coeficiente de variagdo (CV), valores minimos e maximos dos aminoacidos livres e aminas bioativas no leite utilizado

como matéria-prima para producdo do queijo artesanal da Serra Geral-MG

Parametros PSIM CV (%)  Minimo Méximo NSIM CV (%) Minimo  Méaximo V;br
fon aménio** 0,11a 244,95 0,00 0,65 0,25a 244.9 0,00 1,53 0,64
Aminoacidos (mg/100 mL)

Alanina* 0,42a 95,2 0,14 1,75 0,17a 13,4 0,15 0,21 0,24
Asparagina** 0,37a 124,6 0,00 1,01 0,20a 156,1 0,00 0,67 0,56
Glicina** 0,33a 2449 0,00 1,95 0,74a 97,5 0,00 1,72 0,28
Glutamina + acido glutamico** 1,00a 44,57 0,17 1,38 0,79a 44,8 0,39 1,24 0,32
Histidina** 5,18a 67,22 0,81 8,88 6,40a 43,6 1,45 9,73 0,60
Lisina** 0,16a 55,73 0,00 0,26 0,21a 39,4 0,11 0,32 0,41
Ornitina* 0,05a 126,2 0,00 0,36 0,00a 166,4 0,00 0,10 0,27
Prolina** 0,10a 60,96 0,00 0,17 0,09a 78,6 0,00 0,21 0,78
Serina + 4cido aspartico** 0,65a 41,24 0,27 1,03 0,91a 36,8 0,65 1,43 0,21
Valina** 0,06a 183,0 0,00 0,29 0,18a 88,9 0,00 0,34 0,08
Aminoacidos livres totais** 9,23 a 48,8 4,18 16,38 9,83a 26,6 5,05 12,76 0,83
Aminas bioativas (mg/100 mL)

Histamina* * 3,42a 81,3 1,47 7,75 3,37a 87,62 0,88 9,02 0,97
Putrescina** 0,17a 84,9 0,00 0,37 0,32a 38,8 0,23 0,55 0,07
Tiramina** 0,13a 128,5 0,00 0,41 0,23a 66,45 0,00 0,45 0,17
Aminas bioativas totais** 3,72a 78,2 1,47 8,53 4,06a 82,2 1,34 10,40 0,85

* Medianas ** Médias; PSIM = produtores que possuem inspecao municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal; nd = ndo detectado.

Médias seguidas de letras mindsculas distintas na mesma linha diferem entre si pelo teste F ou medianas seguidas de letras minusculas distintas na mesma linha
diferem entre si pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05). A média ou mediana foram calculadas considerando os valores ndao detectados iguais a zero.
Alguns aminoacidos e aminas bioativas livres ndo foram detectados, sendo os limites de quantificacdo: Arginina = 1,39; Asparagina = 052; Isoleucina = 1,05;
Leucina = 1,05; Metionina= 1,19; Fenilalanina = 1,32; Tirosina = 1,45; Treonina = 0,95; Agmatina = 1,04; Cadaverina = 0,82; Histamina = 0,89; Feniletilamina
=0,97; Serotonina = 1,41; Espermina = 1,88; Espermidina = 1,16; Triptamina = 1,28 mg/100 mL.
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Deve-se destacar que 0 amino&cido precursor da histamina, a histidina, foi predominante
no leite em ambos 0s grupos, justificando os resultados encontrados para essa amina biogénica.
Segundo EFSA (2011), a presenca de qualquer quantidade de histamina pode causar efeitos
adversos para individuos sensiveis & mesma. No entanto, 0 NOAEL ¢é de 50 mg de histamina
para individuos normais.

Diferentemente do encontrado no leite utilizado como matéria-prima para os queijos da
Serra Geral, Gloria et al. (2011), avaliando o perfil e a quantidade de aminas no leite de vaca,
detectaram maior concentracdo de espermina, espermidina e feniletilamina, sendo a espermina
a amina prevalente, contribuindo com 35% do total. Segundo Rigueira et al. (2011), é comum
identificar no leite diferentes perfis de aminas bioativas, além de baixos teores.

O perfil de aminas biogénicas encontradas no leite cru utilizado para producgéo do queijo
artesanal da Serra Geral-MG pode estar associado a contagem de células somaticas e a
qualidade microbioldgica, evidenciando a importancia do leite ser oriundo de uma glandula
mamaria saudavel, obtido com higiene, evitando a contaminacéo do produto. Apesar de ndo ser
uma realidade para a matéria-prima dos queijos artesanais mineiros, Munoz-Sparza et al. (2019)
ressaltaram a importéncia da utilizacdo do tratamento térmico do leite, ndo apenas por garantir
a auséncia de patogenos, mas também para evitar a formacdo de aminas biogénicas em
consequéncia da reducdo de microrganismos capazes de produzir enzimas descarboxiladoras
de aminoacidos e fosfato piridoxal, um cofator termolabil, necessario para atividade das

descarboxilases.

3.6 Indice de protedlise dos queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo de 60 dias de

maturacao

A protedlise dos queijos artesanais produzidos na regido da Serra Geral-MG foram
influenciados pelo tempo de maturacdo (p<0,05) com aumento dos indices de extensdo e
profundidade durante os 60 dias de maturacéo nos queijos PSIM e com 21 e 60 dias no queijo
NSIM (Tabela I11.7), sendo constatado o efeito linear crescente (Figura I11.4). Comportamento
semelhante, de aumento da proteolise durante a etapa de maturacao, foi observado por outros
autores que avaliaram o QMA das regides do Serro (Carneiro et al., 2020), Canastra (Silva et
al., 2011) e Campo das Vertentes (COSTA JUNIOR et al., 2014). Valores de extensdo e
profundidade em torno de 9 % e 4%, respectivamente, foram encontrados por Pinto et al. (2016)

avaliando o queijo artesanal fresco, produzido em Montes Claros. Esses resultados estdo dentro
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da faixa observada no queijo artesanal fresco, com 14 e 21 dias de maturacdo do queijo da Serra
Geral-MG.

Tabela 111.7. Valores médios e desvio padrdo da extensdo e profundidade de protedlise para o queijo
artesanal da Serra Geral-MG ao longo da maturacéo

indices de Grupo de Tempos de maturacgéo (dias)
protedlise produtores 1 14 21 60
Extensio PSIM 10,48 + 7,01Ab 10,55+ 3,58Ab 10,67 +1,53Ab 17,6 3+ 3,27Aa
(%) NSIM 8,07 +1,50Ab 13,25+250Ab 18,12 +3,98Aa 19,62 +11,23Aa
PSIM 550+ 3,66Ab 555+3,18Ab 6,77 £0,72Ab 9,01 £2,82Aa

Profundidade
(%) NSIM 2,82+051Ab 591+161Aab 7,59 +6,09Aa 8,99 +491Aa

PSIM = produtores que possuem inspecdo municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspecao
municipal; *Médias seguidas de letras mailsculas distintas na coluna, considerando a mesma variavel,
diferem o grupo de produtores pelo teste F (p<0,05) e médias seguidas de letras minusculas distintas na
mesma linha, diferem o tempo de maturacéo pelo teste Tukey (p<0,05).

Embora se saiba que grande parte das alterac6es proteoliticas no leite e derivados, sejam
predominantemente provocadas por outros grupos microbianos, como as bactérias acido-laticas
e microrganismos psicrotroficos, algumas pesquisas demonstraram acdo da microbiota
mesofila, incluindo Enterobacteriaceae, com capacidade de degradacdo da proteina
(HADDADI et al., 2005; TEBALDI et al., 2008), podendo esse fato, também justificar os
indices de protedlise do queijo artesanal da Serra Geral-MG, associado as contagens
encontradas de E. coli ao longo da maturacao.

A extensdo da proteolise, é causada principalmente pela acdo do coalho, mas as
proteases presentes no leite, também contribuem para degradacdo da proteina em peptideos de
alto peso molecular, podendo ter efeito durante a maturacdo devido a acdo da quimosina
residual. Quanto, a profundidade da protedlise, o que mais influencia € a microbiota presente
no queijo, que no caso dos produtos artesanais, podem ter a origem no leite, pingo e ambiente
(COSTA JUNIOR et al., 2014).
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Figura 111.4 — Regressao linear para a extensdo e profundidade da prote6lise dos queijos artesanais da
Serra Geral-MG maturados durante 60 dias.

3.7 Aminoacidos livres e aminas bioativas dos queijos ao longo de 60 dias de maturacéo

Os perfis de aminoécidos livres e ion amonio do queijo artesanal da Serra Geral-MG
fresco e maturado com 14, 21 e 60 dias estdo demonstrados na tabela I11.8. Foi observada uma
tendéncia de concentracdo dessas variaveis durante a maturagdo com diferencas significativas
(p<0,05). Estes resultados corroboram com o aumento dos indices de protedlise ao longo da
maturacao.

Pode-se observar que os teores totais de aminoacidos livres nos queijos PSIM e NSIM
foram diferentes em todos os tempos de maturacdo (p<0,05), com acumulo aos 60 dias, mas
com teores similares (p>0,05) quando comparados 0s dois grupos, com excecdo apenas dos
aminodcidos cistina, GABA e histidina. Os peptideos e aminoacidos livres formados durante
essa etapa, desempenham papel importante nas propriedades sensoriais e nutricionais do queijo,
sendo comum a hidrolise da proteina nos primeiros 60 dias de maturacdo, tendendo a se
estabilizar apenas com 12 meses (TOSI et al., 2008).

Entre os aminoacidos livres encontrados no queijo artesanal da Serra Geral-MG
maturado por 60 dias, fenilalanina, leucina e lisina destacaram-se como 0s mais abundantes,
sendo estes aminoacidos essenciais (FENNEMA, 2010). De acordo com Fox et al. (2000),
fenilalanina e leucina contribuem para o sabor amargo no queijo, com limiar de percepcdo de
90 e 190 (mg/100g) respectivamente, valores préximos aos encontrados no queijo artesanal da
Serra Geral-MG (PSIM e NSIM) com 60 dias de maturacdo. Segundo Engels et al. (1997), a
identificacdo e quantificacdo individual dos amino&cidos livres do queijo contribui para o

pronunciamento do sabor especifico que caracteriza a variedade.
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Tabela 111.8. Valores medianos, minimos e maximos dos aminoécidos livres e ion amoénio (mg/100 g) em queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo da

maturacao
., Grupo de Tempos de maturacdo (dias)
Variavel produtores Fresco 14 21 60
Alanina PSIM 2,90Ac (nd - 10,29) 8,53Abc (nd - 23,10) 13,97Ab (2,52 - 23,29) 36,49Aa (0,76 - 51,25)
NSIM 2,71Ab (nd - 5,12) ndAb (nd - 11,67) 11,00Aab (0,18 - 17,27) 15,08Aa (nd - 39,44)
Arginina PSIM nd 1,94Ab (nd - 12,90) 8,27Aa (nd - 34,31) 0,68Ab (nd - 5,60)
NSIM nd 5,99Ab (nd - 11,45) 2,48Ab (nd - 14,40) 3,52Aa (nd - 87,95)
Asparagina PSIM ndb (nd - 11,43) nd 5,17Ab (nd - 23,30) 21,88Aa (11,58 - 59,79)
NSIM nd nd nd 16,58Aa (nd - 36,27)
Cistina PSIM ndAc (nd - 3,70) ndAbc (nd - 4,87) 4,56Ab (nd - 7,07) 9,38Ba (nd - 22,35)
NSIM nd ndAc (nd - 2,23) 3,45Ab (nd - 5,74) 11,73Aa (nd - 24,32)
Fenilalanina PSIM 3,37Ac (nd - 4,73) 2,35 Ac (nd - 38,57) 55,10Ab (4,42 - 78,12) 85,80Aa (25,94 - 112,82)
NSIM ndAc (nd - 5,99) 31,37Ab (14,57 - 40,96) 33,79Aab (0,56 - 15,37) 45,96Aa (27,08 - 121,68)
GABA PSIM ndAc (nd - 1,30) ndBc (nd - 0,79) 8,07Ab (nd - 69,19) 36,63Aa (10,86 - 82,73)
NSIM nd 2,85Aa (nd - 16,38) 3,44Ba (nd - 17,17) 6,17Ba (nd - 13,55)
Glicina PSIM ndAc (nd - 6,28) ndAc (nd - 8,07) 20,10Ab (nd - 41,86) 33,39Aa (9,18 - 84,47)
NSIM ndAb (nd - 4,94) nd 13,9Aa (6,77 - 23,78) 21,05Aa (4,98 - 31,55)
Glutamina + PSIM ndAc (nd - 0,48) 0,59Ac (nd - 4,14) 14,04Aa (nd - 22,22) ndAbc (0,83 - 34,74)
acido glutamico NSIM ndAd (nd - 4,94) 1,96Ac (nd - 4,25) 11,95Ab (4,99 - 14,38) 44,10Aa (6,31 - 99,65)
Histidina PSIM ndAc (nd - 7,04) ndAc (nd - 7,14) 3,52Ab (nd - 16,20) 21,95Aa (nd - 13,34)
NSIM ndAc (nd - 2,54) nd 3,08Ab (nd - 9,76) 16,28Ba (7,66 - 42,96)
Isoleucina PSIM ndAd (nd - 0,64) 6,39Ac (nd - 12,44) 11,53Ab (1,13 - 20,52) 32,43Aa (13,64 - 50,72)
NSIM nd 5,61Ac (2,72 - 10,05) 9,02Ab (4,81 - 12,55) 26,66Aa (8,41 - 68,93)
Leucina PSIM 3,54Ac (0,64 - 9,05) 3,04Ac (nd - 62,99) 4,80Ab (nd - 104,72) 160,89Aa (56,49 - 218,94)
NSIM 1,09Ad (nd - 5,44) 40,77Ac (17,83 - 51,02) 57,16Ab (30,53 - 67,20) 96,18Aa (45,07 - 210,19)
Lisina PSIM 3,03Ac (1,23 - 8,44) 3,94Ac (nd - 13,34) 26,65Ab (5,62 - 35,39) 73,97Aa (24,56 - 114,46)
NSIM 1,59Ad (nd - 4,03) 7,35Ac (3,11 - 14,86) 16,57Ab (9,91 - 19,66) 53,20Aa (25,52 - 130,67)
Metionina PSIM 2,80Ac (nd - 8,95) 2,13Ac (nd - 37,83) 13,38Ab (nd - 23,63) 36,49Aa (0,76 - 51,25)
NSIM nd 7,62Ab (nd - 26,62) 8,29Ab (0,53 - 16,04) 19,22Aa (11,32 - 54,13)
Ormitina PSIM 2,04ADb (0,46 - 2,55) 0,92Ac (nd - 19,48) 30,64Aa (2,20 - 45,00) 37,78Aa (5,89 - 50,12)
NSIM 0,48Bb (nd - 1,46) ndAc (nd - 5,45) 16,23Aa (8,19 - 38,24) 16,28Aa (7,13 - 82,52)
Prolina PSIM 1,71Ab (nd - 3,34) 0,74Ab (nd - 4,45) 0,55Ab (nd - 5,73) 13,58Aa (8,75 - 27,26)
NSIM 0,77Ab (nd - 1,52) 1,77Ab (0,80 - 2,64) 0,98Ab (nd - 13,34) 9,01Aa (3,47 - 33,76)
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., Grupo de Tempos de maturacdo (dias)
Variavel produtores Fresco 14 21 60
Serina + &cido PSIM nd nd 13,39Ab (0,30 - 7,27) 16,88Aa (6,55 - 49,00)
aspartico NSIM nd 3,44Aa (nd - 20,84) nd ndAb (nd - 13,60)
Tirosina PSIM 1,84Ac (nd - 2,51) 6,99Ab (nd - 17,96) 13,36Ab (nd - 19,22) 34,70Aa (nd - 13,34)
NSIM ndBc (nd - 0,37) 5,04Ab (nd - 8,31) 7,59Bb (0,56 - 15,37) 14,60Aa (5,58 - 39,87)
Treonina PSIM ndAb (nd - 4,80) ndAb (nd - 5,23) ndAb (nd - 12,99) 36,03Aa (18,03 - 67,13)
NSIM ndAc (nd - 2,26) 1,32Ac (nd - 4,72) 9,91Ab (nd - 15,61) 33,58Aa (12,73 - 55,56)
Triptofano PSIM nd 1,61Ac (nd - 11,83) 16,63Ab (nd - 22,56) 22,87Aa (5,70 - 27,16)
NSIM nd 7,70Ab (nd - 25,46) 13,29Aab (6,73 - 21,95) 8,92Ab (7,74 - 42,25)
valina PSIM ndAc (nd - 0,77) ndBc (nd - 0,64) 29,38Ab (5,69 - 46,85) 63,31Aa (34,04 - 97,33)
NSIM ndAc (nd - 1,61) ndAc (nd - 23,31) 25,05Ab(10,14 - 31,02) 42,84Aa (16,81 - 123,39)
Aminoacidos PSIM 29,82Ad (6,76 - 17,33) 78,17Ac (14,43 - 212,60) 336,19Ab (41,36 - 538,09) 850,13Aa (264,47 - 1089,25)
livres totais NSIM 7,25Ad (nd - 37,42) 148,59Ac (86,86 - 204,25)  266,84Ab (155,31 - 1328,66)  526,71Aa (241,28 - 1259,79)
fon ambnio PSIM 7,21ADb (nd - 11,60) 3,3Ac (nd - 11,77) 31,95Aa (13,71 - 42,80) 44,72Aa (21,70 - 55,57)
NSIM 7,56Ab (nd - 13,41) 0,94Ac (nd - 5,62) 28,12Aa (22,44 - 34,82) 37,37Aa (20,29 - 74,35)

PSIM = produtores que possuem inspecdo municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢do municipal; nd = ndo detectado.

Medianas seguidas de letras minasculas distintas na mesma linha, diferem entre si pelo teste Friedman (p<0,05) e medianas seguidas de letras maiusculas
distintas na mesma coluna diferem o grupo de produtores pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05). As medianas foram calculadas considerando os valores
ndo detectados iguais a zero. Alguns aminoacidos livres ndo foram detectados, sendo os limites de quantificacdo: Arginina = 1,39; Asparagina = 052; Glicina =
060; Isoleucina = 1,05; Histidina = 0,92; Leucina = 1,05; Metionina= 1,19 mg/100 g.
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Outros aminodcidos livres também sdo importantes no desenvolvimento do sabor dos
queijos, como a arginina, relacionada ao sabor similar aos componentes gordurosos, enquanto
a prolina, a serina e a asparagina estao relacionadas com o sabor doce (TAVARIA et al., 2003).
Nota-se que no queijo artesanal da Serra Geral, esses amino&cidos apresentam-se em maiores
quantidades a partir de 21 dias de maturacdo. Varios fatores podem interferir no perfil e na
quantidade de aminoacidos livres em queijo, como, tempo de maturacdo e microbiota presente,
bem como, pH e teor de sal sdo caracteristicas intrinsecas e extrinsecas do alimento, que
influenciam diretamente nas reagdes proteicas (DIANA et al., 2014). Segundo Urbach (1995),
deve-se considerar a acdo do coalho, que é responsavel pela formacdo de peptideos, sendo
também capaz de produzir na coalhada do queijo, metionina, histidina, glicina, serina e &cido
glutdmico a niveis quantificaveis.

Do ponto de vista nutricional, aspectos benéficos sdo também descritos para alguns
aminodacidos, sugerindo o seu uso como componentes de alimentos funcionais. GABA é
associado com diversas atividades promotoras da satde a partir de propriedades antioxidantes,
anti-hipertensivas, antidiabetes, anti-inflamatdrias, hepato-protetoras e protecdo do intestino
(NGO e VO, 2019). Dessa forma, 0 aumento de GABA constatado ao longo da maturacéo do
queijo artesanal da Serra Geral-MG, estando o queijo do PSIM com quantidades superiores ao
NSIM no tempo de 21 e 60 dias de maturacédo, se torna opgao interessante como fonte desse
nutriente, naturalmente encontrado no queijo da regido.

Quanto as aminas bioativas no queijo artesanal da Serra Geral, foram detectadas oito,
dentre as 11 pesquisadas (Tabela 111.9). Agmatina, epinefrina, serotonina e triptamina nao
estavam presentes no queijo artesanal da Serra Geral, MG fresco. Espermidina, espermina e
feniletilamina ndo foram encontradas em nenhum tempo de maturacdo dos queijos. Também
foi constatado o efeito da maturacdo sobre todas as aminas (p<0,05), exceto a agmatina no
queijo pertencente ao NSIM e putrescina (PSIM e NSIM) que mantiveram os teores durante o
tempo de 14 dias até 60 dias de maturacao (p>0,05).

Histamina foi a inica amina estudada com quantidade superior no queijo fresco, quando
comparada aos tempos de 14, 21 e 60 dias de maturacdo. Esse fenbmeno, de reducdo nas
concentragdes da histamina ao longo da maturacédo pode ser justificado pela possivel utiliza¢éo
dessa amina, como fonte de nitrogénio, pelas BAL (GLORIA e VIEIRA, 2007). Além disso,
histamina foi a amina mais abundante no leite utilizado como matéria-prima na fabricacdo dos
queijos, e dessa forma, permanecendo com valores medianos que representariam um risco de

consumo, pelas pessoas sensiveis.
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Tabela 111.9. Valores medianos, minimos e maximos das aminas bioativas livres (mg/100 g) em queijos artesanais da Serra Geral-MG ao longo da maturagéo

Variavel Grupo de Tempos de maturacdo (dias)
produtores Fresco 14 21 60
Agmatina PSIM nd ndAb (nd — 3,06) 1,48Ab (nd — 7,60) 5,19Aa (nd — 8,47)
NSIM nd ndAa (nd — 4,73) ndAa (nd — 3,70) ndAa (nd —4,12)
Cadaverina PSIM 0,18Ac (nd — 3,50) 0,46Bb (nd — 1,15) 2,42Ba (nd — 8,01) 3,92Aa (nd — 8,43)
NSIM 0,96Ab (nd — 3,51) 8,58Aa (3,54 — 15,42) 9,49Aa (2,32 — 14,06) 9,73Aa (2,29 - 14,04)
Epinefrina PSIM nd nd 1,33Ab (nd - 7,67) 6,73Aa (nd — 14,32)
NSIM nd nd ndAb (nd — 0,56) 0,78Ba (nd — 4,00)
Histamina PSIM 6,32Aa (5,19 — 9,99) 2,15Abc (nd - 6,20) 4,64Abc (4,19 —5,97) 4,28Ab (nd — 5,92)
NSIM 6,44Aa (4,47 - 17,72) 2,27Ab (nd — 23,95) 3,89Ac (3,14 —5,51) 3,81Ad (nd — 4,82)
Serotonina PSIM nd ndAb (nd — 15,09) 10,48Aa (nd — 20,32) 8,95Aa (nd — 22,93)
NSIM nd 5,52Aa (nd — 11,87) 2,06Ab (nd — 11,07) 1,84Ab(nd — 19,57)
Putrescina PSIM 0,38Aa (nd - 1,57) ndAa (nd - 2,62) ndAa (nd - 3,12) 0,49Aa (nd - 5,90)
NSIM ndAa (nd — 1,29) 0,32Aa (nd - 2,63) 0,25Aa (nd — 1,20) ndAa (nd — 20,57)
Tiramina PSIM nd 0,0Bb (nd —5,92) 3,68Ab (nd — 21,92) 8,97Aa (nd — 48,07)
NSIM nd 12,61Ab (nd — 16,01) 13,53Aab (nd — 15,92) 21,85Aa (nd — 50,28)
Triptamina PSIM ndAb (6,76 — 17,33) 0,0Ab (nd - 10,32) 9,05Aa (nd — 10,62) 8,16Aa (6,54 — 15,95)
NSIM ndAb (nd — 13,29) nd 8,04Aa (5,87 — 9,78) 6,36Aa (3,61 — 11,80)
Total de aminas PSIM 8,74Ad (nd — 1,57) 14,17Ac (0,92 — 21,02) 36,56Ab (18,13 — 73,46) 44,92Aa (18,56 — 95,45)
bioativas NSIM 9,48Ab (4,47 — 21,92) 30,71Aa (10,72 — 54,13) 40,51Aa (18,06 — 52,49) 45,53Aa (12,88 — 118,33)

PSIM = produtores que possuem inspecdo municipal; NSIM = produtores ndo possuem inspe¢cdo municipal; nd = ndo detectado.

Medianas seguidas de letras minasculas distintas na mesma linha, diferem entre si pelo teste Friedman (p<0,05) e letras maiusculas distintas ha mesma coluna
diferem o grupo de produtores pelo teste Wilcoxon Mann-Whitney (p<0,05). As medianas foram calculadas considerando os valores ndo detectados iguais a
zero. Alguns aminas nao foram detectadas, sendo os limites de quantificacdo: Agmatina = 1,04; Serotonina = 1,41; Espermina = 1,88; Espermidina = 1,16;
Tiramina = 1,10 e Triptamina = 1,28 mg/100 g.
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Quanto a cadaverina, pode-se observar que houve uma concentracdo durante a
maturacao, atingindo 0s maiores teores nos queijos do grupo PSIM com 21 e 60 dias, e a partir
de 14 dias de maturagdo no queijo NSIM. Entretanto, ao se comparar os queijos do PSIM e
NSIM com 14 e 21 dias de maturacdo, o teor de cadaverina foi superior no Gltimo grupo,
podendo esses resultados estarem relacionados com a maior quantidade de Escherichia coli (5,0
x 10° UFC/g,) encontradas, especificamente no mesmo tempo de maturacéo. Enterobacteriaceae
apresentam habilidade em descarboxilar a lisina e formar cadaverina. Dessa forma, a presenca
dessa amina em queijo esté relacionada a microbiota indesejavel, a qual sugere contaminagédo
do alimento (MARINO et al., 2000).

Tiramina ndo foi detectada no queijo artesanal da Serra Geral-MG nos primeiros dias
de maturagé@o, comecando a ser formada, significativamente (p<0,05), com 14 dias nos queijos
oriundos de ambos o0s grupos de produtores. Considerando os efeitos adversos a saude humana,
é definido o limite de 600 mg de tiramina por refeicdo em individuos saudaveis, mas para
individuos que utilizam medicamentos inibidores de monoaminoxidase (IMAO), o limite reduz
para 6 mg de tiramina por refeicdo (EFSA, 2011), demonstrando nessa condicao, o risco do
consumo do queijo artesanal da Serra Geral-MG, especificamente, 0s queijos pertencentes ao
grupo NSIM a partir de 14 dias de maturacao e os queijos oriundos do PSIM a partir de 21 dias
de maturacdo. As espécies Lactobacillus brevis e Lactobacillus paracasei, identificadas nos
queijos maturados de ambos os grupos de produtores (PSIM e NSIM) sdo organismos
conhecidos por produzir tiramina a partir da descarboxilagdo de tirosina (CHRISTENSEN et
al., 1999; RUIZ-CAPILLAS e HERRERO, 2019). Perin et al. (2017b), avaliando o perfil de
aminas bioativas associado a sintese por microrganismos, identificaram cinco espécies do
género Lactococcus e sete espécies de Enterococcus como produtores de tiramina. A tiramina
foi a amina biogénica mais abundante em outros queijos artesanais (ONER et al., 2006;
ESPINOSA-PESQUEIRA et al., 2018).

Epinefrina, formada a partir da tirosina, foi detectada a partir de 21 dias de maturagédo
no queijo artesanal da Serra Geral em ambos os grupos de produtores, entretanto, foi superior
no queijo PSIM, com 60 dias de maturacdo. Adrenalina, como popularmente é conhecida a
epinefrina, € um neurotransmissor, envolvido no aumento dos batimentos cardiacos, constri¢éo
dos vasos sanguineos e elevacdo da pressdo arterial que auxiliam o organismo em resposta a
situacdo de bem-estar ou perigo (MAZLOUM-ARDAKANI et al., 2010; PRADHAN et al.,
2014).
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Considerando o total de aminas bioativas, pode-se observar que 0s maiores teores séo
encontrados, conforme esperado, em queijos com 60 dias de maturagéo nos dois grupos (PSIM
e NSIM), j& que ha o efeito adicional de grande parte das aminas com tendéncia de
concentracdo. Entretanto, o queijo artesanal da Serra Geral-MG, pode ser considerado seguro
para pessoas saudaveis. Deve-se considerar que a atividade proteolitica aumenta com o avancar
da maturacédo, contribuindo para o aumento da disponibilidade de aminoécidos livres, reacbes
de descarboxilacdo e eventualmente a formagdo das aminas bioativas (SANLI e SENEL, 2015).

As variacGes de aminodacidos livres e aminas bioativas constatadas nos queijos da Serra
Geral-MG ao longo da maturacdo podem ser justificadas pelas diferencas no processo
produtivo, associado a microbiota e qualidade da matriz alimentar, refletindo diferentes niveis

de proteolise.

3.8 Analise multivariada aplicada aos dados dos queijos

A analise de componentes principais (PCA) foi aplicada aos dados fisico-quimicos,
microbioldgicos, indices de proteolise, perfil de aminoacidos livres e aminas bioativas do queijo
artesanal da Serra Geral, sendo os resultados apresentados na figura 111.5. Os dois primeiros
componentes explicaram 70,6% da variancia total, sendo que o CP1 contribuiu com 43,9% e
CP2 com 26,7%. Pode-se verificar a separacdo das variaveis do queijo de acordo com o tempo
de maturacdo, correlacionando positivamente entre si 0s queijos oriundos do PSIM e NSIM,
contudo, os queijos NSIM com 14 dias de maturacdo, se distanciaram dos demais. O
dendrograma resultante da analise de agrupamento hierarquico, auxiliou na confirmacgédo dos
quatros clusters formados (Figura 111.5), com coeficiente de correlacdo cofenético entre a matriz
de similaridade e a matriz de agrupamento igual a 0,92, evidenciando alta consisténcia dos
grupamentos gerados.

O primeiro componente principal (CP1) teve como variaveis mais importantes, com
altas correlac6es (> 0,80), os aminoacidos (fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, metionina e
ornitina), e as aminas bioativas (putrescina e tiramina), extensao e profundidade da protedlise,
proteina, solidos totais e correlacdo negativa com a umidade (0,97), associados aos queijos
(PSIM e NSIM) maturados com 60 dias (Figura I11.5C). Estes resultados sdo concordantes com
a tendéncia observada a partir da analise univariada, realizada anteriormente. Destaca-se a
influéncia direta da maturacdo nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo, com aumento no

teor de aminodcidos livres e aminas bioativas, provocada pela proteoélise.
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Figura 111.5. (A) Projecdo das caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas, indices de protedlise, perfil de aminoécidos livres e aminas bioativas dos dois
grupos de produtores de queijo artesanal da Serra Geral-MG (PSIM e NSIM), durante 60 dias de maturacéo, obtida pela anélise de componentes principais; (B)
Dendograma obtido pelo método hierarquico, para os dois grupos de produtores de queijo artesanal da Serra Geral-MG (PSIM e NSIM) durante 60 dias de
maturacdo; (C) Loadings de CP1; (D) Loadings de CP2.
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N&o houve relevancia dos dados microbioldgicos para definigdo das caracteristicas dos
queijos PSIM e NSIM com 60 dias de maturacdo, justificado pela redugdo das contagens
microbianas, principalmente de coliformes totais, E. coli, Staphylococcus coagulase positivo e
BAL, ocorrida durante essa etapa. As condi¢des intrinsecas estabelecidas no queijo maturado,
como pH, atividade de &gua, concentracdo salina, producdo de compostos antimicrobianos,
competicdo por nutrientes, promovem a limitagdo da permanéncia e multiplicacdo de alguns
microrganismos (OZOGUL e HAMED, 2018).

O segundo componente principal (CP2), foi explicado principalmente pelos
aminodcidos alanina, asparagina, serina + &cido aspartico, GABA, glicina, pela amina agmatina
e pelos pardmetros microbiolégicos, bolores e leveduras e E. coli, com todas as variaveis
apresentando correlagdes superiores a 0,80. A maior correlagdo negativa foi para a amina
biogénica triptamina (Figura I111.5D). O queijo NSIM com 14 dias de maturagédo teve maior
associagdo com o CP2, diferindo dos outros grupos formados. Essa discriminacdo indica
fortemente a influéncia das caracteristicas microbioldgicas para definir os queijos NSIM, por
apresentar, além de contagens elevadas, auséncia de reducdo ao longo da maturacao.

No queijo artesanal da Serra Geral fresco, pertencente aos produtores PSIM e NSIM, é
observada pouca influéncia do CP1 e CP2, ficando posicionado em lado oposto aos queijos
com 60 dias de maturacdo. No entanto, esse comportamento restrito, avaliado por meio da
analise multivariada associada a determinadas variaveis no queijo recém-processado, nédo
descarta a importancia das caracteristicas para formacdo de substancias precursoras,
responsaveis pela defini¢do do queijo maturado. O posicionamento dos queijos com 21 dias de
maturacao proximo ao eixo central do PC1 justifica o tempo intermediario da etapa, de acordo
com o periodo pesquisado, inferindo sobre as modificacdes ocorrentes, sem acentuar atributos,
como observado nos queijos maturados com 60 dias.

E importante inferir que o tempo de maturac&o é determinante para a manifestacio das
caracteristicas do queijo artesanal da Serra Geral-MG, quanto as propriedades fisico-quimicas,
proteolise, perfil de aminoacidos livres e aminas bioativas, que se intensificam com 60 dias de
maturacdo, levando a diferenciacdo dos clusters composto pelo queijo fresco, com 14 e 21 dias
de maturacdo. Os queijos oriundos do NSIM, maturados com 14 dias, apresentam
caracteristicas definidas pelos dados microbiolédgicos, inferindo sobre as contaminacGes do

alimento.
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4. CONCLUSAO

Queijos artesanais da Serra Geral-MG produzidos em Porteirinha e oriundos de
propriedades sob o servico de inspe¢cdo municipal apresentaram melhor qualidade higiénico-
sanitario quando comparados aos queijos oriundos de propriedades sem inspec¢ao. A maturacao
dos queijos foi eficiente em reduzir as contagens de coliformes totais, Escherichia coli e
Staphylococcus coagulase positivo. O tempo minimo necessario para o queijo artesanal da Serra
Geral-MG atender os padrées microbioldgicos exigidos pela legislacdo seria de 21 dias de
maturacdo para 0s produtores que possuem 0 servico de inspecdo municipal, entretanto, os
queijos provenientes de queijarias sem inspecao, ndo alcancaram os valores microbianos limites
durante os 60 dias de maturacdo. Os queijos da regido a partir de 21 até 60 dias de maturacgéo,
foram classificados como gordo, com baixo teor de umidade, seco e de massa dura.

Os diferentes processos produtivos que originam 0s queijos estudados estabelecem
condigdes para definir uma microbiota acido-latica. Foram isolados Lactobacillus brevis,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactococcus
lactis, Leuconostoc pseudomesenteroides e Pediococcus pentosaceus no queijo fresco e
maturado de propriedades sob inspecdo municipal, ao longo de 60 dias. Em relacdo aos queijos
oriundos das propriedades sem inspecdo, no mesmo periodo, foi identificado um perfil
composto por Lactobacillus brevis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactococcus garvieae, Lactococcus lactis, Pediococcus pentosaceus.

No leite que serviu de matéria-prima para producdo dos queijos artesanais da Serra Geral
foram identificados baixos teores de aminoacidos livres e um perfil de aminas bioativas
representado por histamina, putrescina e tiramina, sendo a primeira, a amina prevalente. O
indice de protedlise, os aminoacidos livres e as aminas bioativas aumentaram ao longo da
maturacdo de 60 dias do queijo, podendo ser considerado seguro para pessoas saudaveis.
Entretanto, considerando as concentrac@es de tiramina e histamina, ha risco de consumo por

individuos sensiveis aos efeitos adversos a essas aminas.
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CAPITULO IV
RECONHECIMENTO DA REGIAO DA SERRA GERAL-MG COMO PRODUTORA
DE QUEIJO ARTESANAL: TRADICAO E DESAFIOS

1. INTRODUCAO

A producdo do queijo artesanal em Minas Gerais constitui um trago marcante da
identidade cultural das regides produtoras. O queijo do estado é um dos mais antigos e
tradicionais, produzidos com atributos Unicos que o diferencia de outros produzidos no pais.
Mesmo tendo essa notoriedade e aumento do numero de regides produtoras de queijos
artesanais mineiros, legalmente reconhecidos, a informalidade na cadeia parece ser recorrente.

Atualmente, apenas 209 queijarias, todas produtoras de queijo Minas artesanal (QMA)
séo cadastradas no ambito estadual (Instituto Mineiro de Agropecuaria - IMA). Ha também 40
propriedades registradas com “Selo Arte” (IMA, 2021b). Tal selo permite a comercializacao
dos queijos artesanais, em todo territdrio nacional, sendo estes submetidos a inspecdo e a
fiscalizacdo prioritariamente de natureza orientadora (BRASIL, 2018). Considerando o
montante de 482 queijarias existentes, somente na regido da Serra Geral-MG, ressalta-se a
disparidade e contraposicdo no cenario (EMATER, 2020).

A atividade queijeira artesanal na regido da Serra Geral-MG é constituida por
propriedades que ndo estdo, em sua maioria, ligadas a 6rgdos de inspec¢do, nem tdo pouco,
obedecem a um processo de producdo padronizado, 0 que resulta em oferta de queijos
diferentes, a partir da origem da matéria-prima, adicdo de pingo, utilizacdo da etapa de
maturacdo, filagem e cozimento da massa. Além disso, 0 queijo ndo apresenta uma receita
centenaria. Em algumas circunstancias, a producao acontecia de forma caseira, para 0 consumo
da propria familia. Porém essa atividade foi adaptada e tornou-se oportunidade de geracédo de
renda. Atualmente, sdo produzidos diariamente na regido, 15.000 pecas de queijos, com
movimentacao financeira em torno de R$ 195.000 (EMATER, 2020).

Diante das adversidades do setor, cabe destacar o importante papel de politicas pablicas
que priorizem a diversidade de queijos existentes, criem alternativas de sobrevivéncia e,
sobretudo, estabelecam melhorias da qualidade e seguranca do leite e do queijo artesanal, com
acOes diligentes, sem adocdo de préticas limitantes e rigidas, favorecendo a expressdo da

singularidade de cada regiéo e, consequentemente, de cada queijo.
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Assim, considerando a importancia econdmica e social, bem como a necessidade de
conhecimento das particularidades locais, objetivou-se identificar as caracteristicas e condices
de producdo do queijo da Serra Geral-MG visando o estabelecimento de medidas de adequacgdes

e desenvolvimento das queijarias artesanais.

2. MATERIAL E METODOS

A coleta de informac0es foi realizada a partir de visitas a 11 queijarias da Serra Geral-
MG, distribuidas no municipio de Porteirinha-MG. Para analisar as condi¢des das unidades de
producdo, foi realizada, por meio de registro visual, a caracterizacdo do espaco fisico e o
processo de elaboracdo dos queijos artesanais.

As visitas as propriedades ocorreram nos meses de margo e abril de 2020, com a
colaboracdo da Universidade Estadual de Montes Claros (UNIMONTES), do agente de
extensdo da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER) e do médico
veterinario responsavel pelo servico de inspecdo do municipio.

Nessa oportunidade, para cada produtor de queijo, foram entregues e discutidos, laudos
individuais constando as caracteristicas da 4gua, pingo, leite, queijo fresco e maturado com 14,
21 e 60 dias (Anexo 1), obtidos a partir de analises realizadas e apresentadas nos Capitulos 11 e
[11). Apos a analise dos dados, foi realizada reunido, para que de forma conjunta, tambem
fossem discutidos os resultados com toda a equipe, incluindo os produtores de queijos
envolvidos na pesquisa.

A andlise dos resultados foi agrupada em topicos envolvendo as instalacdes das

queijarias, 0 processo produtivo e a comercializacdo dos queijos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Instalagdes das queijarias

Foram identificadas queijarias localizadas proximas da casa sede, sem focos de
insalubridade nas adjacéncias, construidas em alvenaria, com piso de cerdmica, paredes
revestidas de azulejos (algumas apenas com revestimentos até a metade) e tetos com coberturas
internas. As queijarias eram dotadas de funil de passagem do leite, acoplados de tecidos

coadores para filtragem da matéria-prima na entrada da sala produtora. Em substituicdo aos
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tanques de recepcédo do leite, foi constatada a utilizagdo de caixas d’agua de polietileno, que
também sdo empregadas na etapa de coagulacdo da massa onde se inicia a fabricacao do queijo.
As mesas utilizadas para enformagem e dessoragem sao de aco inox e ardosia, ndo possuindo
canaleta para o escoamento do pingo. As propriedades que incorporam 0 soro-fermento no
queijo, o recolnem em bandejas de polietileno que s&o posicionadas sob as formas redondas
comuns, teladas no fundo e com furos laterais para dessoragem do queijo.

Baseado no exposto, a maioria das unidades de producdo de queijo da regido da Serra
Geral-MG visitadas apresentavam estruturas basicas de acordo com o que é exigido quanto aos
itens destacados (Figura IV.1). Na legislagdo consta que as instalagdes das queijarias devem
obedecer a preceitos minimos de construcdo, equipamentos e higiene, considerando as boas
praticas de fabricacdo, podendo ser contigua a residéncia, desde que haja delimitacéo fisica e
inexista comunicacdo direta (MINAS GERAIS, 2020). A lei exige ainda, que o material
utilizado para o revestimento da queijaria seja lavavel, de facil limpeza e desinfeccdo. O teto
pode ser revestido com material que impeca o acumulo de sujeira, sendo permitido o
revestimento com forro de policloreto de vinila (PVC). Todos os equipamentos e utensilios
utilizados deverdo ser constituidos de material aprovado pelo IMA, estar em bom estado de
conservacao e de facil higienizacdo.

Porém, foi observado que ainda persistem alguns entraves na producdo do queijo
artesanal da Serra Geral-MG. Considerando que a pratica de maturar o queijo é recente, em
algumas unidades, ndo existe sala especifica que atenda essa etapa, ficando alocadas as
prateleiras de madeira, na sala de producdo (Figura IV.1). Segundo a legislacdo vigente
(MINAS GERAIS, 2020) é necessario um ambiente especifico para essa finalidade, com
delimitacdo das instalacdes, de forma que ndo ocorra o contato indevido da matéria-prima e do
produto durante a elaboracio do queijo (Tabela 1V.1). E importante que o layout da queijaria
siga um fluxo l6gico, sem retrocessos, evitando contaminacao cruzada do produto.

Outro ponto observado foi a falta de barreiras sanitarias, que devem ser posicionadas,
de forma que, realmente, previna a contaminacdo do ambiente pela entrada de pessoas. O
ambiente devera abrigar lavador de botas, pia, escovas, sabdo liquido, sanitizante, toalhas
descartaveis e recipiente coletor de papel. Ainda foi constatada a falta de utilizacdo de
equipamentos de protecdo individual (EPI), por algumas pessoas envolvidas na producdo de
queijo. Todos que trabalham na manipulacdo deverdo usar indumentaria adequada as suas
atividades, como roupa protetora branca, botas brancas, mascara para boca e nariz e touca

protetora, lavaveis ou descartaveis (EMATER, 2009).
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Fonte: Arquivo pessoal

Figura 1V.1 — Caracteristicas das unidade produtoras e do queijo artesanal da Serra Geral-MG. (A)
queijaria proxima a casa sede; (B) Caixa de polietileno para o processamento do queijo; (C) e (D) Mesas
de ardosia utilizadas na etapa de enformagem e dessoragem do queijo; (E) prateleiras de maturacao
alocadas na sala de producéo; (F) queijo fresco, semelhante ao QMA, em etapa inicial da maturagéo.
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Apesar de haver orientacdo técnica e conhecimento da importancia do uso de EPI, é possivel
notar resisténcia e até falta de compromisso, por parte de alguns produtores, quanto a esse
quesito.

Para minimizar os danos que envolvem o processo produtivo e, consequentemente,
melhorar a qualidade do queijo da Serra Geral-MG, é imprescindivel que continuem o0s
acompanhamentos técnicos, assistindo de forma incisiva os produtores e, que de forma

expansiva, possam atingir outros municipios pertencentes a regido.

3.2. Processo produtivo

Constatou-se que o leite utilizado como matéria-prima para a producdo do queijo
artesanal da Serra Geral-MG é um dos grandes desafios a serem enfrentados. Este fato esta
associado a produtores que fazem a compra de leite de diferentes origens para o processamento
do queijo, ndo possuindo rebanho préprio para subsidiar a producéo. Essa situacéo é tradicional
na regido e, conforme constatado em observacao a campo, alguns produtores fazem a aquisi¢édo
de leite de varios fornecedores, chegando a receber o leite de 30 propriedades diferentes, sem
o devido controle sanitario. Essas queijarias precisam se adequar como agroindustria, devendo
o leite ser submetido ao tratamento térmico e o estabelecimento adaptado com caldeiras,
pasteurizadores e cadeia do frio, seguindo todos os protocolos conforme exigéncias legais
(Tabela IV.1).

O alto indice de ndo conformidades dos parametros microbiolégicos no leite utilizado
como matéria-prima para 0 queijo da Serra Geral-MG (Capitulo 11) estd, provavelmente,
associado a essa forma de captacdo, que impossibilita o produtor de queijo, controlar as préaticas
de higiene na ordenha, durante a obtencéo do leite. Mudancas de procedimentos deverdo ser
adotadas, podendo destacar ainda, o controle dos seguintes aspectos: salde da vaca em lactacéo,
qualidade da &gua utilizada na ordenha, desinfeccdo dos tetos antes e ap0s a ordenha, médos
limpas do ordenhador, manutencdo, limpeza e desinfeccdo dos equipamentos de ordenha,
utensilios, latdes e baldes.

Em contrapartida, também foram detectadas queijarias estruturadas, em condicdes
ideais para o processamento que utilizam leite fornecido por um ou dois produtores e que,
inclusive, fazem o pagamento diferenciado por considerar, de forma empirica, ser um produto
de melhor qualidade. A legislacdo mais recente permite que o leite seja fornecido por outra

propriedade, desde que seja constatada a qualidade sanitaria, emitida pela entidade de controle
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competente, que ateste o relacionamento entre o produtor de leite e a queijaria (MINAS
GERAIS, 2020). Dessa forma, o 6rgdo responsavel pela situacdo, provavelmente, devera impor
limite no numero de propriedades fornecedoras de leite, distancia entre as propriedades
(fazenda e queijaria), limite de tempo entre a ordenha até entrega ou recepgdo do leite, limite

de temperatura, entre outros.

Tabela IV.1. Inadequac6es identificadas na producdo artesanal do queijo da Serra Geral-MG
Itens ndo conformes* OrientacOes/Exigéncias**
Maturacdo: etapa do processo de produgdo do
queijo, na qual ocorrem alteracdes fisicas,
quimicas e sensoriais relacionadas ao processo de
amadurecimento, e necessarias para a definicdo
da identidade do produto, sendo necessaria uma
area especifica para essa finalidade.
Local destinado a higienizacdo das méos e botas
Auséncia de barreira sanitaria dos colaboradores devendo estar localizada na
area de acesso ao setor de producao.
Recomenda-se a utilizacdo de roupa protetora
Na&o utilizacao de EPI branca, botas brancas, mascara para boca e nariz
e touca protetora, lavaveis ou descartaveis.
Apesar da legislacdo permitir que o leite utilizado
na fabricacdo do queijo seja fornecido por outra
propriedade, deve ser constatada, a partir de
analises, a qualidade sanitaria da matéria-prima
recebida, além de ser definido limite no nimero
de propriedades fornecedoras, tempo entre
ordenha e producdo do queijo e aferimento de
temperatura.
A legislacdo para queijos artesanais, nao
determina parametros para o pingo, entretanto, o
conhecimento das caracteristicas desse soro-
Utilizacdo do pingo fermento é primordial para a qualidade do queijo.
O produto deve ser obtido apds a etapa da salga e
mantido a temperatura ambiente até 0 momento
da producdo do queijo no dia seguinte.

Auséncia de sala especifica para maturar o queijo

Captacdo do leite de varias propriedades

EPI = equipamento de protecdo individual. *Deve-se destacar que 0s apontamentos realizados na
presente pesquisa, ndo excluem outras necessidades de adequacgdo. Trabalhos futuros deverdo ser
realizados, com intuito de obter observacfes mais abrangentes, em todo o territorio da Serra Geral-MG;
**Decreto Estadual n° 48.024 (MINAS GERAIS, 2020).
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Tendo em vista que o leite utilizado na queijaria deve ser proveniente de rebanho sadio,
oriundo de animais que ndo apresentem sinais clinicos de doencgas infectocontagiosas e cujos
testes oficiais de zoonoses apresentem resultados negativos, um trabalho de conscientizacéo e
orientacdo técnica deve ser desenvolvido e implantado pelos produtores de leite. Vale ressaltar
que consta na lei a obrigatoriedade, de cumprimento do calendario de vacinacao, aplicacdo do
teste da caneca telada para diagnostico da mastite, de forma rotineira, com afastamento da
ordenha, as vacas que apresentarem o teste positivo, respeitando também o tempo de caréncia
dos medicamentos (MINAS GERAIS, 2020).

Sobre o soro-fermento utilizado por parte dos produtores de queijo da Serra Geral-MG,
foi verificada a inexperiéncia na obtengéo e acondicionamento desse insumo. Esse fato se deve,
provavelmente, a pratica recente de utilizacdo do fermento natural na regido, sendo possivel
constatar visualmente produtos com diferentes caracteristicas, variando a coloracéo e fluidez,
além das propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas (Capitulo 11). Segundo Nobrega et al.
(2008), as etapas que antecedem a coleta do pingo influenciam diretamente na sua qualidade.
O produto deve ser obtido apds a adicdo de sal (grosso ou refinado) e mantido a temperatura
ambiente até o momento da producdo do queijo no dia seguinte. Essa forma de obtencéo
favorece a selecdo de bactérias acido-laticas, que irdo desenvolver caracteristicas tipicas do

queijo de cada regido.

3.3 Comercializacao

A maior parte da producdo do queijo artesanal da Serra Geral-MG ¢ destinada para o
estado de Séo Paulo, via atravessadores, que compram o0s queijos diretamente nas propriedades
e os transportam ilegalmente pelas fronteiras municipais e estaduais, em veiculos de carrocerias
fechadas, e em alguns casos, carrocerias isotérmicas. Segundo Santos et al. (2016), os canais
de comercializacdo acessados pelos produtores sdo diversos e emergem de acordo com as
condic@es individuais. Tais estratégias foram construidas ao longo do tempo, consolidando-se
apos sofrerem o estigma da clandestinidade, ou seja, ap6s a publicacdo do RIISPOA no ano de
1950, quando foi instituida a legislacdo que rege os produtos de origem animal, no Brasil
(BRASIL, 1952).

No que se refere ao transporte dos queijos, a legislacdo estabelece que este, seja
realizado em veiculo adequado, ndo havendo meng&o do limite de temperatura, sendo realizado

de forma organizada, de modo a preservar as condigdes tecnoldgicas e higiénicas, evitando
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contaminacéo, deformacdo e quaisquer condicGes que possam comprometer a qualidade do
queijo artesanal (MINAS GERAIS, 2020).

H& muitos relatos de produtores, principalmente de queijos informais, sem inspecéo,
que manifestam o receio de conquistar novos mercados. A falta de fiscalizagdo nas rodovias
promove a comodidade do produtor integrado a esse sistema, que tem como opgdo a
comercializagdo garantida. Ainda, nesse cenario, 0 queijeiro ndo conhece o seu cliente e ndo
estabelece entre si, uma relacdo de fidelidade, ndo sendo a qualidade uma ferramenta de
diferenciacéo e referéncia. Segundo Menezes et al. (2010), a aproximacao entre producéo e
consumo, tem sido pautada como elemento fundamental para a manutencdo de lacos de
confianca entre produtores e consumidores, sendo necessarias, estratégias especificas que

apoiem e capacitem os produtores tambem no setor comercial e econdmico.

4. CONCLUSAO

De forma precursora, essa pesquisa permitiu conhecer a situacdo da Serra Geral-MG,
quanto a producdo do queijo artesanal mineiro. Atualmente, existem 482 queijarias, sendo a
maioria enquadrada na producdo informal, reforcando, dessa forma, a importancia de
investimentos que promovam uma agdo conjunta entre o poder publico, universidades,
sociedade, produtores de leite e queijo, subsidiando toda a cadeia. Espera-se que esses
resultados possam ser utilizados pelos 6rgaos competentes, na criacdo de regulamento
especifico, estimulando e favorecendo a legitimidade da producéo artesanal do queijo da Serra
Geral-MG.

E importante ressaltar, enfatizando a funcéo de extensdo do estudo, que as informacées
geradas, ndo ficaram apenas no ambito académico, foram entregues de forma presencial, a todos
0s produtores participantes da pesquisa, laudos com resultados individuais, constando as
caracteristicas da agua, pingo, leite, queijo fresco e maturado com 14, 21 e 60 dias, além de
orientacdo e auxilio na interpretacdo dos resultados.

Nota-se que, apesar de existirem regies consolidadas, com producdo e caracteristicas
dos queijos definidas e tipicas de uma variedade, 0 queijo oriundo da Serra Geral-MG ndo tem
como tradicdo, apenas um produto. Detectou-se a elaboracdo de derivado lacteo que ndo deve
ser considerado como artesanal, pois apresentam particularidades que contemplam queijos
oriundos de agroindustria, principalmente em funcdo do recebimento de matéria-prima de

varias origens, com distancias consideraveis da queijaria, apresentando, dessa forma, a
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necessidade de controle no recebimento do leite e, consequentemente, pasteurizacdo antes da
fabricacdo do queijo. Entretanto, ha produtores em potencial, com expertises na elaboracéo de
queijos que assemelham ao QMA, além de outros queijos, incluindo de massa filada e requeijao

moreno.
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CONCLUSOES INTEGRADAS

Queijos artesanais da Serra Geral-MG produzidos em Porteirinha e oriundos de
propriedades que possuem o servico de inspecdo municipal apresentaram melhor qualidade
higiénico-sanitaria quando comparados aos queijos de propriedades sem inspecdo salientando
a importancia da atuacdo do 6rgdo orientador e fiscalizador, que favorece a oferta de produtos
de qualidade, presando a seguranga no consumo do queijo.

O tempo minimo necessario para o0 queijo artesanal da Serra Geral-MG atender aos
padrdes microbioldgicos exigidos pela legislacdo seria de 21 dias de maturagao para 0s queijos
cujos produtores possuem o servico de inspecdo municipal, entretanto, os queijos provenientes
de queijarias sem inspecao, ndo alcancaram qualidade microbiana satisfatdria, durante os 60
dias de maturacdo. Os queijos da regido, a partir de 21 dias, foram classificados como gordo,
com baixo teor de umidade, seco e de massa dura.

Os queijos frescos foram enquadrados como gordos e de alta umidade, para ambos 0s
grupos de produtores, contudo, apresentaram risco a saude do consumidor, associado a
qualidade microbiologica deficiente.

A maturacdo foi uma etapa importante para a garantia da qualidade do queijo artesanal
elaborado a partir de leite cru. No entanto, essa pratica ndo deve ser utilizada como alternativa
no controle de condigdes insatisfatorias durante a producdo ou até mesmo de contaminacgdes
oriundas da agua, do pingo e do leite. Reforca-se a importancia da aplicacdo de praticas
higiénico-sanitarias ao longo do processo produtivo, para que seja possivel mitigar os
problemas enfrentados.

A proteolise foi o fenbmeno mais importante durante as transformacdes bioquimicas da
maturacdo. Houve, ao longo de 60 dias dessa etapa, aumento dos indices de extensdo e
profundidade da protedlise e de teores de aminoacidos e aminas bioativas livres.

Lactococcus lactis foi a espécie, das bactérias acido-laticas, mais frequente no queijo
durante a etapa inicial da maturacao.

A producdo do queijo artesanal tem expressiva importancia para a regido da Serra Geral-
MG e sobretudo, potencial para atingir outros mercados brasileiros. Estudos continuados e
articulacbes com instituicdes competentes sdo necessarias para 0 desenvolvimento e

conformidade da producéo artesanal do queijo.
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