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RESUMO

A producédo de queijo Minas artesanal (QMA) € uma atividade tradicional em varios
municipios de Minas Gerais. Preconiza-se a utilizagdo de leite-cru e soro-fermento,
popularmente conhecido como pingo, nas regiGes produtoras. O queijo Minas artesanal
apresenta uma microbiota diversificada influenciada pelas caracteristicas historicas, agro-
ecoldgicas e climaticas de cada regido do estado onde é produzido. Apds a identificacdo legal de
Campo das Vertentes como produtora de queijo Minas artesanal, tem-se visto, na regidao, um
nimero cada vez maior de produtores interessados em obter o cadastramento no Servico de
Inspecdo Estadual. Nesse sentido, caracterizar o queijo Minas artesanal elaborado por
produtores ndo cadastrados na regido de Campo das Vertentes se faz necessario tanto para o
conhecimento do queijo produzido quanto para a legalizacdo destes produtores. O objetivo do
trabalho foi comparar, dos pontos de vista microbioldgico e fisico-quimico, queijos Minas
artesanais frescos elaborados por produtores ndo cadastrados no Instituto Mineiro de
Agropecuaria nos periodos da seca e da chuva. Foram coletadas amostras de agua, leite cru,
soro-fermento e queijo com um dia de producdo de propriedades rurais localizadas na regido de
Campo das Vertentes. Em relacdo as amostras de agua, houve maior contagem de mesofilos
aerdbios, menor pH e menor concentracdo de cloro residual no periodo da chuva (p<0,05). As
médias de CCS e medianas de CBT das amostras de leite foram semelhantes (p>0,05),
independentemente da época do ano. A gordura do leite cru foi superior (p<0,05) no periodo da
chuva. As medianas de NMP de coliformes a 30°C e coliformes a 45°C das amostras de queijo e
leite cru e, no caso do soro-fermento, apenas as medianas de NMP de coliformes a 30°C, foram
superiores (p<0,05) no periodo da chuva. O queijo elaborado no periodo da seca apresentou
maior contagem de bactérias acido-laticas, no meio agar M17, de bolores e leveduras e maior
acidez titulavel (p<0,05). Os queijos apresentaram altos teores de umidade sendo classificados
como queijos de alta umidade e muito alta umidade, na chuva e seca, respectivamente.
Staphylococcus spp. foi encontrado em contagens elevadas, sendo que queijo e soro-fermento
coletados no periodo da chuva apresentaram maior contagem de Staphylococcus coagulase
positivo (p<0,05). Do total de manipuladores de queijo Minas artesanal, 42,86% foram
portadores de Staphylococcus coagulase positivo em suas maos. Salmonella spp. ndo foi isolada
nas amostras de leite cru, soro-fermento e queijo Minas artesanal fresco. Bactérias acido-laticas
foram encontradas em elevadas contagens nas amostras de leite cru, soro-fermento e queijo.
Dentre as amostras identificadas por biologia molecular, Enterococcus faecalis apresentou
frequéncia de isolamento (44%) mais elevada nas amostras de leite, soro-fermento e queijo,
seguida por Lactococcus lactis (20%) e Lactobacillus plantarum (16%). Enterococcus durans,
Enterococcus pseudoavium, Aerococcus viridans e Lactobacillus brevis foram isolados de soro-
fermento utilizado na elaboracéo de queijo Minas artesanal fresco, sem haver descri¢Ges prévias
na literatura pesquisada da presenca desses micro-organismos neste tipo de produto. Os
resultados deste trabalho indicaram, de forma geral, maior contamina¢do do queijo e de suas
matérias-primas no periodo da chuva. A estacdo do ano também influenciou, em menor
intensidade, nos pardmetros fisico-quimicos de agua, leite cru e queijo. Adicionalmente, este
estudo reforcou a necessidade de adequagdes na cadeia de produgdo do QMA, nas propriedades
ndo cadastradas da regido de Campo das Vertentes, para a garantia de um produto seguro,
competitivo e valorizado por suas caracteristicas tradicionais.

Palavras chave: Queijo Minas artesanal fresco, microbiologia, fisico-quimica, qualidade,
inspecéo



ABSTRACT

The production of artisanal Minas cheese is traditional in Minas Gerais. This cheese is
made using raw cow' milk and endogenous culture. The artisanal Minas cheese presents a
diverse microbiota influenced by region of the state where it is produced. There are few data
about the microbiota present in this food. The aim of this study was to determine the
microbiological and physical-chemical characteristics of artisanal Minas cheese produced by
non-registered cheesemakers from Campos das Vertentes region, Minas Gerais, in two different
seasons, rainy and dry seasons. Samples of water, raw milk, endogenous culture and cheese
from rural properties were analyzed. In water, Aerobic Plate Count (APC) was higher (p <0.05)
in the rainy season. However, the pH and residual chlorine was higher (p <0.05) in the dry
season (p <0.05). There were not any differences on the Somatic Cell Counts (SCC) and Total
Bacterial Count (TBC) in samples of milk when seasons were compared. The fat of the raw
milk was higher (p <0.05) in the rainy season. The most probable number of total and
thermotolerant coliforms was significant difference (p <0.05) in samples of raw milk and
cheese. In endogenous culture, the most probable number of thermotolerant coliforms was
higher (p<0.05) in the dry rainy season.The cheese exhibited higher counts of lactic acid
bacteria, in M17 medium, molds and yeasts and higher acidity in the dry season (p <0.05). The
cheeses exhibited high moisture regardless of the season. Staphylococcus spp. was found in high
numbers in cheeses and Staphylococcus coagulase positive were higher (p <0.05) in cheese and
endogenous culture during the rainy season. Fifty percent of artisanal Minas cheese handlers
were carriers of Staphylococcus coagulase positive in their hands. Salmonella spp. were not
detected in any sample inspected. High counts of lactic acid bacteria (LAB) were observed in all
samples. Enterococcus faecalis was the most frequent (44%) species in milk, endogenous
culture and cheese, followed by Lactococcus lactis (20%) and Lactobacillus plantarum (16%).
Enterococcus durans, Enterococcus pseudoavium, Aerococcus viridans and Lactobacillus
brevis were isolated from endogenous culture and it is probably the first description of these
LAB in this product. These results indicated more contamination of samples in the rainy season.
The seasons also influenced the physical and chemical parameters of water, raw milk and
cheese. These results suggest the need of adjustments in the production of artisanal Minas
cheese in order to guarantee a safe and competitive food, aside from being valorized for its
traditional characteristics.

Keywords: Minas artisanal cheese, microbiology, physical-chemical, quality, inspection



1. INTRODUCAO

O queijo Minas artesanal (QMA) apresenta elevada producdo e comercializacdo em Minas
Gerais. A elaboracdo centenaria deste queijo é uma atividade tradicional de varios municipios e,
além de ser a principal fonte de renda de grande parte dos pequenos produtores, estd ligada a
identidade sdcio-cultural da populagdo mineira (Furtado, 1980). Estes queijos sdo produzidos
em pequena escala, basicamente com a mesma tecnologia. Porém, os fatores edafoclimaticos,
socioculturais, aqueles relacionados ao rebanho e a microbiota diversificada de suas matérias-
primas, representativa da regido do estado onde é produzido, conferem a cada queijo
caracteristicas sensoriais diferenciadas e peculiares.

Patrimonio imaterial brasileiro (IPHAN, 2008), o modo de fazer o queijo Minas artesanal
preconiza a utilizacdo de leite cru e de técnicas tradicionais durante a sua elaboragdo, como a
prensagem manual. Por este motivo, o0 QMA pode veicular bactérias potencialmente
patogénicas e/ou toxinas, representando importante questdo de salde publica. Por outro lado, a
presenca de micro-organismos desejaveis neste queijo, representados principalmente pelas
bactérias acido-laticas, aliada a adocdo de medidas higiénico-sanitarias ao longo de toda a sua
cadeia de producdo podem auxiliar na segurancga alimentar do QMA. Dada a importancia de se
garantir a seguranca de consumo desse produto, de forma a contribuir para a sua valorizagéo e
preservacdo, faz-se necessario um estudo minucioso do queijo Minas artesanal de Campo das
Vertentes, foco deste trabalho.

Campo das Vertentes é uma das doze mesorregifes do estado de Minas Gerais e ha indicios de
que possa ter sido o primeiro local no pais onde houve a producdo de queijo. A regido é
responsavel pela producdo de 313,512 mil litros de leite, cerca de 4 % do montante total do
estado, e tem o melhor aproveitamento estadual em relacdo a produtividade por animal, o
correspondente a 2.049 litros por vaca por ano (IBGE, 2010b). Além de uma expressiva aptidao
leiteira, a regido de Campo das Vertentes é também um importante polo turistico, o que
contribui para a manutencgéo local da tradicdo de elaboracdo do queijo Minas artesanal.

Em 2009, a mesorregido de Campos das Vertentes recebeu a identificacdo legal de regido
produtora de queijo Minas artesanal (Minas Gerais, 2009) e possui, até o presente momento,
somente quatro produtores cadastrados no Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA). O
desenvolvimento e o fortalecimento das politicas publicas de apoio ao produtor de QMA na
regido tém atraido um niimero cada vez maior de produtores interessados em obter o cadastro no
Servico de Inspecdo Estadual e, assim, comercializar o seu produto no ambito estadual e
nacional.

Embora esforgos tenham sido feitos por 6rgédos publicos e agéncias de extensdo rural no intuito
de melhorias na elaboracdo deste queijo, pouca informagdo se tem, em termo de pesquisa
cientifica, a respeito do processo de producdo, da microbiota autoctone e das condigdes
microbiolégicas e fisico-quimicas dos queijos produzidos no estado, em especial, por produtores
ndo cadastrados nos Servicos de Inspecdo. Além disso, pouco se sabe sobre a qualidade
microbiolégica e fisico-quimica da &gua, leite cru e soro-fermento utilizados nas queijarias para
a elaboracgdo deste queijo, e que influenciam diretamente na qualidade final do QMA.

Sabendo-se que cada queijo Minas artesanal apresenta caracteristicas peculiares conforme a

tradicdo historica e cultural da regido do estado onde é produzido, torna-se necessaria a
caracterizacdo microbioldgica e fisico-quimica do queijo Minas artesanal em Campo das
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Vertentes, tanto para o direcionamento das adequagdes nos ndcleos produtores, visando a
obtencdo de um alimento seguro ao consumidor, quanto para a inspecao higiénico-sanitaria do
queijo produzido. Adicionalmente, caracterizar a microbiota latica presente na agua, no leite
cru, no soro fermento e nos queijos elaborados nesta regido contribui para o conhecimento a
respeito dos micro-organismos desejaveis ao processo de elaboracdo do QMA, ao mesmo tempo
em que auxilia na consolidacdo e preservacdo de sua identidade. Desta forma, o estudo do
queijo Minas artesanal da mesorregido se faz necessario uma vez que, embora haja legislacao
que o reconheca, as informagdes sobre sua microbiota enddgena e propriedades fisico-quimicas
ainda sdo escassas.

2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo Geral:

Auvaliar a influéncia do periodo do ano, seca e chuva, sobre as caracteristicas microbiol6gicas e
fisico-quimicas de queijo Minas artesanal fresco elaborado em propriedades ndo cadastradas
pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria da regido de Campo das Vertentes, Minas Gerais.

2.2.  Objetivos Especificos:

- Comparar o perfil microbiol6gico (contagem de bactérias acido-laticas, NUmero Mais
Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C, contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positivo, contagem de bolores e leveduras e pesquisa de Salmonella spp.) de queijos
Minas artesanais frescos produzidos nos periodos da chuva e da seca, na mesorregido de Campo
das Vertentes, em propriedades ndo cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria.

- Comparar o perfil microbiolégico (contagem de bactérias &cido-laticas, NUmero Mais
Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C, contagem de Staphylococcus spp. e Staphylococcus
coagulase positivo, contagem de bolores e leveduras e pesquisa de Salmonella spp.) do fermento
enddgeno e leite, matérias-primas para elaboracdo do queijo Minas artesanal fresco de Campo
das Vertentes, nos periodos da chuva e da seca.

- Comparar a contagem bacteriana total, a contagem de células somaticas e a composi¢do
centesimal do leite cru usado na elaboracdo de queijo Minas artesanal fresco de Campo das
Vertentes, nos periodos da chuva e da seca.

- Comparar o perfil microbiol6gico (contagem de bactérias &cido-laticas, NUmero Mais
Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C e contagem de mesofilos aerdbios) da agua utilizada
nas queijarias ndo cadastradas da mesorregido do Campo das Vertentes, nos periodos da chuva e
da seca.

- Comparar o perfil fisico-quimico (pH, acidez titulavel, proteina total, gordura, umidade e
extrato seco total) de queijos Minas artesanais frescos da mesorregidao de Campo das Vertentes,
elaborados nos periodos da chuva e da seca.

- Pesquisar a presenca de manipuladores de queijo Minas artesanais frescos portadores de
Staphylococcus coagulase positivo.
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- Avaliar a conformidade dos queijos Minas artesanais elaborados nos periodos das chuva e da
seca, bem como do leite cru e da 4gua empregados nas queijarias, em relacdo aos parametros
microbiolégicos e fisico-quimicos estabelecidos pelas legislacbes estadual e federal.

- Relacionar a microbiota presente na agua, no leite cru e no soro fermento com as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do queijo Minas artesanal fresco de Campo das
Vertentes, tanto no periodo das aguas quanto no periodo da seca.

- Enumerar e identificar, ao nivel de espécie, bactérias acido-laticas da agua, do leite cru, do
soro-fermento e do queijo Minas artesanal fresco de Campo das Vertentes, na seca e na chuva,
avaliando suas diversidades ecoldgicas.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.  Queijo

O queijo é um dos alimentos processados mais antigos registrados pela histéria da humanidade.
Acredita-se que tenha sido originado na regido entre os rios Tigre e Eufrates, no lIraque, ha
aproximadamente 8.000 anos (Fox e Mcsweeney, 2004).

A arte de elaboracdo do queijo remete a tempos pré-histéricos, antes mesmo de o homem
dominar a leitura ou a escrita. O seu aparecimento esta ligado ao periodo de domesticacdo e
criacdo de animais, principalmente cabras e ovelhas, e ao aproveitamento de seus produtos pelo
homem, como forma de garantir sua sobrevivéncia.

Lendas a parte, a origem do queijo, e de outros derivados lacteos, é associada a uma
combinacdo, ao acaso, da acdo de enzimas gastricas de pequenos ruminantes no leite
armazenado, sob sol quente e movimentos, intencionais ou nao. Este arranjo teria proporcionado
a separacdo efetiva do soro do leite e, consequente, formacdo de uma massa branca, o queijo
(SEBRAE, 2008).

A difusdo da arte do ‘saber fazer’ 0 queijo se deu de forma rapida em todo mundo, sobretudo,
através da expansdo do Império Romano, que disseminou para o0 continente europeu o0s segredos
e as técnicas de producdo de diversos gqueijos da Grécia. Ainda, na Europa, sob acdo da Igreja
Catolica, durante a ldade Média, os queijos ganharam em qualidade e padrdo, devido a
producdo de queijos finos restringidos aos monastérios. Mais tarde, com a descoberta da
pasteurizacdo e o advento da Revolugdo Industrial, sua producdo obteve grandes avangos e
atingiu mercados mais distantes. Hoje, com a globalizacdo, o queijo esti presente em todo o
mundo, podendo ser apreciado até mesmo por povos em que a cultura de consumo do queijo
pouco existia ou era ausente, como os africanos e os asiaticos (Dalby, 2009).

Segundo a legislacdo brasileira, o queijo é o produto fresco ou maturado que se obtém por
separagdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente
desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas
ou de outro fator coagulante, todos de qualidade apta para uso alimentar (Brasil, 1996).

Embora os Estados Unidos ocupem, hoje, o primeiro lugar na producdo de queijos do mundo,

produzindo quase 30% da produgdo mundial, foram na Franga, na Suica e na Italia que os
queijos assumiram papel de destague no cenario gastrondmico, como alimentos diferenciados e
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de apre¢o incalculavel. O Brasil produziu, em 2011, cerca de 45 mil toneladas, segundo as
estatisticas internacionais (FAO, 2013). Dados locais revelaram que esta producéo alcangou, no
mesmo ano, 867 mil toneladas, cerca de 9,4% a mais que em 2010 (Associagdo..., 2012). A
tendéncia, para os proximos anos, é de que a producdo de queijos no Brasil aumente, pois a
demanda, impulsionada pelo aumento no poder aquisitivo, por um alimento rico nutricional e
sensorialmente, € notavel. Este fato se comprova com o aumento do consumo do queijo. De
acordo com dados da Associacdo Brasileira das Industria de Queijo (ABIQ), o consumo de
queijo passou de 3,5 quilos per capita em 2008 para quase 5 quilos, no ano de 2014
(Associagéo..., 2014).

3.2.  Queijos artesanais no Brasil

No Brasil, a producédo de queijos artesanais iniciou-se no periodo colonial por portugueses que
traziam consigo rebanhos bovinos. Parte da producgdo leiteira dos animais era destinada a
elaboracdo de um queijo fresco, semelhante aquele da Serra da Estrela, de Portugal. A diferenca
entre 0 queijo portugués e aquele produzido no Brasil se deu basicamente pelo tipo de material
usado para coagulacdo do leite. Em Portugal, eram utilizados extratos de flores e brotos de
cardo silvestre (Cynara cardunculus L.), que, no Brasil, foram substituidos por estbmago seco e
salgado de moco, bezerro ou cabrito (Ribeiro, 1959).

A forma artesanal de produzir o queijo se tornou uma alternativa segura de renda e de
sobrevivéncia de pequenos produtores e contribui, assim, para o desenvolvimento das
civilizagcbes. Ao longo dos anos, a confeccdo dos queijos artesanais se estabeleceu com
variacGes em todo o territorio brasileiro, devido as condi¢bes edafoclimaticas, econémicas e
sdcio-culturais particulares de cada regido. Desde entdo, foi passada de geracdo a geracdo,
representando uma importante heranga cultural da nagéo.

S&o conhecidos como artesanais o queijo de Coalho e o0 queijo de Manteiga, produzidos na
Regido Nordeste; o queijo Serrano e o queijo Colonial, produzidos na Regido Sul; o queijo
Caipira, produzido no estado do Mato Grosso do Sul; e o queijo Minas artesanal, meia-cura,
cabacinha e o requeijdo artesanal no estado de Minas Gerais (Pereira 2007; Minas Gerais,
2012).

Os queijos artesanais brasileiros, embora apresentem caracteristicas comuns, como a producdo
em pequena escala, familiar, muitas vezes sazonal e com limitado grau de tecnificacdo,
exprimem praticas de elaboracdo e caracteristicas sensoriais completamente distintas. 1sso
porgue 0s queijos artesanais sdo resultantes do desenvolvimento do modo de fazer préprio na
manipulacdo do leite, cru ou pasteurizado, dos coalhos, das massas, das formas de prensagem,
da cura, e da tradicdo comercial. A esse modo de fazer acrescentam-se o tipo de alimentacao
fornecida aos animais, o grau de sangue do rebanho, a vegetagdo e tipo de relevo local, as
condigdes climaticas e, por fim, a diversidade microbioldgica presente no leite e no ambiente
que irdo conferir caracteristicas peculiares a cada tipo de queijo, de acordo com a regido onde é
produzido (Meneses, 2006; Dores e Ferreira, 2012).

Sob o ponto de vista econdmico, a produgdo de queijo artesanal é importante para dinamizar a
economia em municipios de pequeno porte, constituindo em renda principal ou na
complementacdo da renda das familias, por contribuir para a circulagdo de dinheiro no préprio
municipio e desacelerar o éxodo rural (Menezes, 2011). As unidades de producgdo de queijos
artesanais se configuram como o principal mercado consumidor de leite do pequeno produtor,
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proporcionando sustentabilidade e competitividade do sistema agroindustrial do leite da regido
onde é produzido (Nogueira Filho et al ., 2006). Em mercados especializados, um queijo
artesanal de qualidade € altamente apreciado e pode atingir valor diferenciado.

3.2.1. Queijo Minas artesanal

Minas Gerais é o estado brasileiro que mais produz leite, cerca de 8,7 bilhdes de litros,
representando 27,1% da producdo nacional (IBGE, 2011). E também o maior produtor de
queijos do Brasil, processando, em 2001, 215 mil toneladas por ano, 0 que era equivalente a
50% da producao total do pais (Martins, 2001).

Um dos mais antigos e tradicionais queijos do estado é o queijo Minas artesanal (QMA), sendo
produzidas cerca de 29 mil toneladas/ano e mantendo na atividade mais de 25 mil produtores. A
producdo desse queijo estd presente em mais de 600 dos 853 municipios do Estado e exerce
grande importancia para a economia e identidade socio-cultural de Minas Gerais (Dores e
Ferreira, 2012).

3.2.1.1. Historico

A histéria do queijo mineiro remonta a chegada dos portugueses a Minas Gerais, no século
XVIII, logo apés a descoberta do ouro. Como os homens precisavam de um alimento que
apresentasse periodo de conservacdo maior que o do leite, pelos longos trajetos percorridos,
garimpeiros locais tentaram elaborar um queijo artesanal aos moldes do queijo Serra da Estrela,
de Portugal (Pinto, 1979; Albuquerque, 1986). As condicOes climaticas serranas, bem como
ingredientes adaptados da regido, como o tipo de coalho e fermento utilizados, conferiram
caracteristicas diferenciadas e peculiares ao queijo produzido em Minas Gerais. A medida que
estes exploradores percorriam novas areas, a producdo do queijo artesanal se espalhava por toda
a extensao do estado (Martins, 2006).

Jean-Baptiste Debret, artista francés, chegou ao Brasil em 1816, para ser o pintor da familia
real. Realizou inimeras expedicdes, em todo territdrio nacional, no qual aproveitava para pintar
a paisagem, a populacdo e elementos da cultura brasileira. Em um de seus relatos, descreveu,
precocemente, o queijo Minas artesanal, como um produto diferenciado servido a mesa do
brasileiro apos as refeicdes (Debret, 1976). Outro viajante, Auguste de Saint-Hilaire, naturalista
francés, em passagem pelo Brasil, citou a producdo de queijo Minas, no comeco do século XIX,
relatando a utilizacdo de técnicas tradicionais até hoje presentes, como 0 uso de formas de
madeira e de leite cru durante a elabora¢do do queijo e a prensagem manual e salga seca da
massa (Saint-Hilaire, 1975).

Com a decadéncia da producédo aurifera no estado, a agricultura e a pecuaria passaram a ocupar
lugares de destaque no cenario econdmico e, desta forma, o queijo mineiro se estabeleceu como
produto diferenciado que garantiu recursos para a regido. Desde entdo, esse queijo se tornou
parte da cultura de um povo, passada de geracao para geracdo e um patrimonio a ser preservado,
como um testemunho do passado e de uma maneira de viver (Furtado, 1980).
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3.2.1.2. Aspectos legais de producao e comercializacao

A seguranga do queijo Minas artesanal (QMA) ¢ atestada, sobretudo, por meio da inspecdo e
fiscalizacdo higiénico-sanitaria de toda sua cadeia produtiva pelos 6rgdos competentes, que
devem assegurar o cumprimento das exigéncias das legislagdes vigentes.

A regulamentagdo sobre os queijos artesanais (QA) ocorreu em 2000, por meio da resolucdo N°
7 do MAPA (Brasil, 2000). Este documento ratificou o0 exposto no Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA) de que a comercializagdo de
queijo elaborado a partir de leite cru seria permitida e regularizada pelo Servico de Inspecéo
Federal (SIF) no queijo submetido a um tempo minimo de 60 dias de maturacdo (Brasil, 1952).
Esta medida levou a grande insatisfacdo por parte dos produtores, que alegavam que este
periodo de maturacdo ocasionaria perda das caracteristicas sensoriais tradicionais do queijo,
além de aumentar os custos com a estocagem do produto. No intuito de resguardar a producédo
artesanal do queijo Minas e garantir a seguranca dos consumidores, 0 governo estadual de
Minas Gerais, elaborou e publicou a Lei n°14.185, de 31 de janeiro de 2002, pioneira no
assunto, que dispde sobre o processo de producdo do queijo Minas artesanal (QMA) (Minas
Gerais, 2002b). Essa lei, regulamentada pelo Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas
Gerais, 2002a) definiu normas de fabricacdo, de embalagem e de transporte do QMA,
estabelecendo-se ainda a obrigatoriedade de certificacdo de qualidade dos produtores e o
cadastramento oficial das queijarias pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA).

Em Dezembro de 2006, foi langada a portaria n°® 818 que prop6s um Regulamento Técnico para
producdo do queijo Minas artesanal e estabeleceu punicdes para aqueles que descumprirem-na
(Minas Gerais, 2006). Mais tarde, o Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais,
2008) alterou alguns parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do QMA ja existentes. A
partir desse decreto, 0 QMA deixou de ser enquadrado como um queijo de alta umidade pela
legislacdo federal e passou a ter padrbes idénticos aos queijos de média umidade (entre 36 e
45,9%) (Brasil, 1996).

Apesar de todas estas leis representarem uma melhoria na producdo do queijo Minas artesanal,
0s 60 dias de maturacdo e o impedimento da comercializacdo em outros estados brasileiros
foram mantidos, fazendo com que alguns produtores mineiros continuassem a comercializar sua
producdo na clandestinidade (Dores e Ferreira, 2012). A grande evolucdo para a ampliagdo de
mercado do QMA veio mais tarde com a publicacdo da Instrucdo Normativa n°® 57 em 16 de
dezembro de 2011 pelo MAPA (Brasil, 2011) que permitiu a comercializacdo de queijos
artesanais com periodo de maturagéo inferior a 60 dias, contrariando a determinagdo anterior
dada pelo RIISPOA (Brasil, 1952). Contudo, a producdo ficava restrita a queijarias situadas em
regibes certificadas ou tradicionalmente reconhecidas e na unidade produtora de leite cru.

Sob alegacdo da dificuldade dos produtores em se adaptarem aos padrdes de producéo e de
qualidade estabelecidos para o registro sanitario do produto, em 18 de Dezembro de 2012, foi
publicada a lei estadual 20.549 que revoga a Lei n° 14.185, de 2002. Esta lei dispde sobre a
producdo e a comercializagao dos queijos artesanais de Minas Gerais e, entre as novas medidas,
destacam-se o0 reconhecimento de novas variedades de queijos artesanais de leite cru, como o
meia-cura, o cabacinha e o requeijdo artesanal e a proposta de um termo de compromisso para
adequacao sanitaria do produtor. Também sdo abordados, o reconhecimento e a regulamentacédo
dos queijeiros na atuacdo no mercado e a autorizagdo do poder publico de subsidiar os exames
de tuberculose e brucelose das matrizes leiteiras, bem como a reposicdo de vacas sacrificadas
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por serem portadoras dessas doencas. Determinou-se, ainda, a necessidade de realizacdo de
estudos técnico-sanitarios em queijarias no estado para a regulamentacdo, para cada variedade
de queijo, dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos, dos prazos de validade e de
maturacdo, quando couber, das caracteristicas técnicas das instalacdes, dos equipamentos e dos
utensilios e das boas praticas de fabricacdo e higiene operacional (Minas Gerais, 2012).

Apo6s o reconhecimento da equivaléncia do Servico de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
do IMA, para adesdo ao Sistema Brasileiro de Inspe¢édo de Produtos de Origem Animal (SISBI-
POA), através da publicacdo da portaria de n° 366 pelo MAPA (Brasil, 2012a), os esforcos do
estado intensificaram para modificar a situacdo dos queijos artesanais, uma vez que esta portaria
criou condicbes para que os produtos com o selo de Servico de Inspecdo Estadual,
inspecionados pelo IMA, pudessem ser comercializados em todo o territério nacional com
equivaléncia ao selo do Servico de Inspecdo Federal (SIF). Nesse sentido, em 30 de abril de
2013, entrou em vigor a portaria estadual de n° 1305 que determina tempos minimos de
maturacdo para o queijo Minas artesanal produzido a partir de leite cru e com a utilizagdo de
pingo (Minas Gerais, 2013a). Quatro meses depois, atendendo a demanda da opinido publica, o
governo federal publicou a Instrugdo Normativa n° 30, que revogou a Instrugdo Normativa
n°57. Por esta nova normativa, 0s queijos artesanais elaborados a partir de leite cru podem ser
maturados por um periodo inferior a 60 (sessenta) dias em queijaria situada em regido de
indicacdo geografica registrada ou tradicionalmente reconhecida e em propriedade certificada
como livre de tuberculose e brucelose, de acordo com o disposto no Programa Nacional de
Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose Animal (PNCEBT), ou controladas para
brucelose e tuberculose pelo Orgao Estadual de Defesa Sanitaria Animal (Brasil, 2013).

O programa Queijo Minas Artesanal, promovido pelo IMA, regulariza a situacdo dos queijos
tradicionais no estado. Ao IMA, cabe a funcdo de certificar as condigdes higiénico-sanitarias
necessarias para a producdo do queijo Minas artesanal, observando a higiene pessoal, 0 processo
da ordenha, a elaboracdo do queijo Minas Artesanal, a armazenagem e 0 transporte para
comercializacdo, bem como a sanidade do rebanho. Atencéo especial deve ser dada ao controle
de mastite, com a realizacdo de exames periddicos para detec¢do da doenga clinica e subclinica,
além de andlise do leite em laboratério da Rede Brasileira de Qualidade do Leite. Para
cadastramento, o responsavel ainda deve apresentar os seguintes documentos: exame médico e
teste de tuberculose dos trabalhadores, comprovante de vacinacdo do rebanho contra raiva,
brucelose e febre aftosa, copia do cartdo de controle sanitario, atestado negativo de teste contra
brucelose e tuberculose do rebanho, analise microbiolédgica e fisico-quimica da agua e do
queijo, planta baixa da propriedade, formulario de compromisso preenchido e modelo do rétulo
do queijo (Minas Gerais, 2012).

A partir de outubro de 2013, com a publicacdo da Portaria 1356, todos os estabelecimentos a
serem registrados no servigo de inspecdo do IMA serdo inseridos no (SISBI/POA). Para os
produtores anteriormente registrados, fica facultativa a adesdo ao SISBI/POA, desde que
cumpram os pré-requisitos basicos para tal (Minas Gerais, 2013b).

O IMA reconhece, até o presente momento, sete regides tradicionalmente produtoras de queijo
Minas artesanal, sendo elas: Serro, Cerrado, Araxa, Serra da Canastra, Campo das Vertentes e
mais, recentemente, o Tridngulo Mineiro e Serra do Salitre (figura 1) (Minas Gerais, 2002f;
Minas Gerais, 2003a; Minas Gerais, 2003b; Minas Gerais, 2004; Minas Gerais, 2009; Minas
Gerais, 2014a; Minas Gerais, 2014b).
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Legenda

[:] Araxa - Queijo Minas Artesanal

:I Campo das Vertentes - Queijo Minas Artesanal
- Canastra - Queijo Minas Artesanal
- Cerrado - Queijo Minas Artesanal

|:] Serra do Salitre - Queijo Minas Artesanal
|:’ Serro - Queijo Minas Artesanal

- Triangulo - Queijo Minas Artesanal
- Vale do Jequitinhonha - Queijo Cabacinha
- Vale do Suacui - Queijo Parmeséo Artesanal Goids
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Figura 1. Mapa dos queijos artesanais de Minas Gerais.

3.2.1.3. Caracterizacao e forma de producéo

Com pequenas diferengas, tratadas como “segredos bem guardados”, cada fazenda produtora de
queijo Minas artesanal busca dar uma especificidade ao seu produto (Meneses, 2006). Apesar
destes gueijos serem elaborados basicamente com a mesma tecnologia, cada queijo apresenta
caracteristicas fisicas e sensoriais distintas e peculiares conforme a tradi¢do histdrica e cultural
da regido do Estado onde foi produzido (Resende, 2010). Simbolo da identidade mineira e
brasileira, em 15 de Maio de 2008, o modo artesanal de fazer o queijo Minas artesanal foi
aclamado como patriménio imaterial brasileiro pelo Conselho Consultivo do Instituto do
Patrimoénio Historico e Artistico Nacional (IPHAN, 2008).

O queijo Minas artesanal deve ser elaborado em propriedade leiteira, a partir do leite cru,
integral, recém-ordenhado de vaca, obtido de um rebanho sadio e que atenda aos padrbes de
qualidade exigidos pela legislacdo estadual vigente. Sdo utilizadas, em sua producdo, técnicas
tradicionais, ficando proibida a utilizacdo de técnicas industriais, como ultrafiltracdo do leite,
prensagem mecanica, emprego de leite concentrado ou em p6 e proteinas laticas. Deve ainda ser
elaborado no interior de queijarias artesanais situadas em propriedade rural, destinadas
exclusivamente & producdo deste queijo (Minas Gerais, 2012).

As queijarias devem possuir areas para recepc¢ao e armazenagem do leite, &rea de fabricacéo, de
maturacgdo e de embalagem e expedicéo e disporem de agua para limpeza e higienizacéo de suas
instalagbes Devem ainda estar localizadas distante de pocilgas e galinheiros, possuirem
impedimento, por meio de cerca, do acesso de animais e de pessoas estranhas a producao e

! Figura cedida pela Empresa de Assiténcia Técnica e Extensio Rural- Minas Gerais, no ano de 2014, via e-mail.
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serem construidas em alvenaria, segundo normas teécnicas a serem estabelecidas em
regulamento. Quando instalada junto ao estdbulo ou local de ordenha, as queijarias devem
possuir instalagbes, como torneiras higiénicas, independentes das usadas nos animais
(Empresa..., 2009; Minas Gerais, 2012).

No processo de elaboracdo do queijo, além do leite cru como ingrediente obrigatério, sao
utilizados o sal e culturas laticas naturais ou fermento endégeno, popularmente conhecido como
“pingo”. O “pingo” ¢ a fragdo do soro fermentado salgado originado do dessoramento de
queijos produzidos no dia anterior, que é coletada e utilizada como fermento no queijo
produzido na préxima batelada.

A producdo do QMA deve ser iniciada, no maximo, noventa minutos ap6s o0 comeco da ordenha
e é desenvolvida com a observancia das seguintes fases: filtracdo do leite, adicdo de cultura
lactica e coalho, coagulacdo, corte da coalhada, mexedura, dessoragem, enformagem,
prensagem manual, salga seca e maturagdo (figura 2) (Minas Gerais, 2012). Nesse processo, 0
leite cru, recém obtido por ordenha mecénica ou manual, ¢ filtrado e encaminhado para o
interior da sala de processamento da queijaria, onde, entdo, é acondicionado em tanques para 0
inicio da producdo. O coalho e fermento enddgeno sdo adicionados ao leite e, ap6s sua
coagulacdo, gue acontece em cerca de 30 a 40 minutos, inicia-se, o corte da coalhada com o
auxilio de uma p4, régua ou lira rastica. A mexedura cuidadosa da massa, em seguida, acelera o
processo de dessoragem. Esta massa €, entdo, colocada em formas plasticas e, com o auxilio ou
ndo de pano, é pressionada manualmente pelo queijeiro, para eliminacdo do soro residual e
modelamento da forma final do queijo. A massa, ainda enformada, recebe a primeira salga, de
sal fino ou grosso, em uma das superficies. O queijo, apds cerca de 12 horas, € virado e a outra
superficie recebe uma camada de sal. Nesse periodo, o pingo é coletado. Com 24 horas, 0 queijo
é retirado da forma, o excesso de sal é descartado, e 0 produto segue para as prateleiras, em sala
anexa, onde deve permanecer para maturacdo (Costa Junior et al ., 2009; Minas Gerais, 2012;
Moreno, 2013; Oliveira 2014).
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Figura 2. Fluxograma de producdo de queijo Minas artesanal.

3.2.1.4. Campo das Vertentes como regido produtora

De acordo com a divisdo territorial proposta pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Estado de Minas Gerais divide-se em 12 mesorregides e 66 microrregides (IBGE,
2010a) (figura 3). Campo das Vertentes é uma destas doze mesorregides e, em funcdo do
Programa de Queijo Minas Artesanal, a regido passou a ser considerada como microrregido
produtora deste queijo, por meio da publicacdo da Portaria n® 1.022, em 2009 pelo IMA (Minas
Gerais, 2009). A regido possui, até o presente momento, apenas quatro produtores cadastrados
neste programa do IMA e, em contrapartida, um niimero cada vez maior de produtores em busca
do cadastramento e certificacdo de suas queijarias.
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De acordo com estudos histéricos, agroecoldgicos e de condicdes de solo e clima, dos 35
municipios de Campo das Vertentes, distribuidos em trés microrregides, Sdo Jodo del-Rei,
Barbacena e Lavras, quinze sdo autorizados a produzir o QMA, sendo eles: Barroso, Conceigéo
da Barra de Minas, Coronel Xavier Chaves, Carrancas, Lagoa Dourada, Madre de Deus de
Minas, Nazareno, Prados, Piedade do Rio Grande, Resende Costa, Ritapolis, Santa Cruz de
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Minas, Sdo Jodo del-Rei, Santiago e Tiradentes (tabela 1).
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Figura 3. Mapa com as mesorregides de Minas Gerais.

Tabela 1. Microrregides da mesorregido de Campo das Vertentes, seus municipios e municipios
autorizados pelo programa queijo Minas artesanal

Microrregido

Municipios

Municipios autorizados

Sao Jodo del-Rei

Barbacena

Lavras

Conceicdo da Barra de Minas,
Coronel Xavier Chaves, Dores
de Campos, Lagoa Dourada,
Madre de Deus de Minas,
Nazareno, Piedade do Rio
Grande, Prados, Resende Costa,
Ritapolis, Santa Cruz de Minas,
Santana do Garambéu, Sdo Jodo
del-Rei, Sao Tiago, Tiradentes
Alfredo Vasconcelos, Antodnio
Carlos, Barbacena, Barroso,
Capela Nova, Carandai, Desterro
do Melo, Ibertioga, Ressaquinha,
Santa Barbara do Tugdrio,
Senhora dos Remédios
Carrancas, ljaci, Ingai, Itumirim,

Itutinga, Lavras, Luminérias,
Nepomuceno, Ribeirdo
Vermelho

Conceigdo da Barra de Minas,
Coronel Xavier Chaves, Lagoa
Dourada, Madre de Deus de
Minas, Nazareno, Prados,
Piedade do Rio Grande, Resende
Costa, Ritapolis, Santa Cruz de
Minas, Sdo Jodo del-Rei, Séo
Tiago, Tiradentes

Barroso

Carrancas

Fonte: IBGE, 2010a; Minas Gerais, 2009
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Campo das Vertentes se destacou precocemente como regido produtora de leite e queijos, ainda
no seculo XVIII. Ap6s o declinio da exploracdo do ouro, a agricultura e pecuéria ganharam
espaco no cenario econdmico, como principais atividades geradoras de recursos para a
capitania. Com um ambiente rico para a producdo de QMA, caracterizado por solo fértil,
grandes rebanhos leiteiros e numerosos cursos dagua, além do fato de sua localizacdo
geografica ser um facilitador de transagcBes comerciais, Campo das Vertentes assumiu,
rapidamente, o papel de grande centro comercial da capitania, no qual o queijo se tornou o
principal alimento de compra e venda (Saint-Hilaire, 1974, Lemos, 2009).

A regido é responsavel pela producdo de 313,512 mil litros de leite, cerca de 4 % do montante
total do estado, e tem a melhor produtividade estadual por animal, correspondente a 2.049 litros
por vaca por ano, revelando o grande potencial desta mesorregido (IBGE, 2010b). Dentre os dez
produtos com maior frequéncia de producdo na regido, seis sdo queijos (Dusi e Assis, 2011).

Além de uma expressiva aptiddao leiteira, a regido de Campo das Vertentes é também um
importante polo turistico, o que contribui para a manutencéo local da tradicdo de elaboracdo do
queijo Minas artesanal. Apesar desta importancia histérica e cultural do QMA na regido, ha uma
escassez de dados, na literatura, relacionados a qualidade microbioldgica e fisico-quimica do
queijo elaborado em Campo das Vertentes, em especial, dos elaborados por produtores ndo
cadastrados no Servico de Inspecao Estadual que almejam o cadastramento e a comercializacdo
de seus produtos no mercado nacional.

3.2.15. Influéncia da maturacéo e periodo do ano

Uma das formas de melhorar a qualidade microbioldgica de um queijo é a maturacdo, uma vez
que ela favorece a combinacdo de fatores fisicos, quimicos e microbioldgicos considerados
fundamentais para a estabilidade e seguranca do queijo (Beresford et al ., 2001). Essas
transformacdes se processam tanto na periferia como no interior da massa, sob a acdo de
enzimas lipoliticas e proteoliticas, a maior parte de origem microbiana, sendo um fenémeno
bastante complexo que determinara, de acordo com a sua duracao, as caracteristicas sensoriais e
fisicas de cada tipo de queijo (Santos, 2010; Perry, 2004).

Na literatura internacional, varias sdo as publicacdes sobre queijos artesanais e o papel da
maturacdo na seguranca desses queijos (Kongo et al ., 2009; Bertolino et al ., 2011).
Entretando, no Brasil, poucas sdo as pesquisas sobre o assunto.

Estudos em queijos frescais revelam uma alta contagem de micro-organismos potencialmente
patogénicos, principalmente Staphylococcus aureus, em valores muito proximos dos requeridos
para a producdo de enterotoxinas capazes de causar danos a salde do consumidor (Almeida
Filho e Nader Filho, 2000; Loguercio e Aleixo, 2001; Salotti et al ., 2006; Senger e Bizani,
2011). Por outro lado, estudos em queijos Minas artesanais (QMA) demonstram que esses
mesmos micro-organismos, potencialmente patogénicos, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, podem ser controlados pelo processo de maturagdo, apresentando contagens
baixas no queijo maturado por 60 dias, proximas a 10t UFC/g (Martins, 2006; Dores, 2007).

Uma grande variedade de micro-organismos participa do processo de maturacdo dos queijos: as
bactérias acido-laticas (BAL), representantes do grupo de micro-organismos iniciadores da
fermentacéo do leite, e as BAL ndo iniciadoras, como as espécies mesofilicas Pediococcus spp.
e Lactobacillus spp. e outros micro-organismos como Micrococcus spp., Brevibacterium spp.,
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bactérias propidnicas, corineformes, bolores e leveduras, representantes da microbiota
secundaria do queijo (N6brega, 2007). Estes micro-organimos sdo desejaveis ao processo de
elaboracdo do QMA, pois além de alguns fermentarem a lactose e produzirem acido latico,
inibindo o crescimento de micro-organismos indesejaveis, sdo também responsaveis pela
protedlise e lipdlise da massa, gerando compostos quimicos que influenciam no flavor, na
textura e na cor do QMA. Entre os principais componentes resultantes do processo de
maturacgdo estdo os aminoacidos, aminas, acidos, tiois, tioésteres de proteinas; acidos graxos,
metilcetonas, lactonas e ésteres de lipideos; &cidos organicos, como latico, acético e propibnico;
dioxido de carbono, ésteres e alcodis da lactose (Pinto, 2004; Dores, 2007; Santos, 2010).

Durante a maturacdo, muitos sdo os fatores que limitam o crescimento de micro-organismos
indesejaveis no queijo, como temperatura, potencial redox, atividade de agua, pH e a atividade
antimicrobiana de bactérias laticas (Vasconcelos e Melo Filho, 2010). Estudos demonstram uma
grande importancia da temperatura de maturagdo no direcionamento de uma fermentacdo
desejavel no queijo Minas artesanal. Seus resultados revelam que a maturacdo sob temperatura
de refrigeracdo ndo € suficiente para reduzir a microbiota patogénica a limites legais inferiores,
gerando queijos com 64 dias de maturagdo de baixa qualidade microbioldgica e
descaracterizados sensorialmente (Martins, 2006; Dores, 2007). A manutencdo desses micro-
organismos indesejaveis no queijo decorre, principalmente, da inibicdo de bactérias acido-
laticas e de suas reacOes enzimaticas quando este é submetido precocemente a temperatura de
refrigeracdo. De forma oposta, a maturacdo a temperatura ambiente favorece a fermentagao
latica que resulta na inibicdo de micro-organismos contaminantes no queijo (Dores e Ferreira,
2012). E, dessa forma, decisiva para o atendimento aos aspectos microbioldgicos indicados pela
legislacdo brasileira e indispensavel para a seguranca alimentar desse queijo.

O periodo minimo de maturacdo do QMA capaz de torna-lo seguro ao consumidor ndo é bem
definido. Segundo a legislagdo mineira, estudos técnico-sanitarios devem ser realizados em
queijarias no estado, garantida a participacdo de representantes de produtores de queijos
artesanais e, entdo, submetidos a apreciacdo em camara especifica do Conselho Estadual de
Politica Agricola, CEPA (Minas Gerais, 2012). O objetivo é subsidiar, para cada variedade de
queijo, a regulamentacdo para a determinacdo do prazo ideal de maturacdo. Martins (2006) e
Dores (2007) acompanharam o processo de maturacdo dos QMA das regifes do Serro e da Serra
da Canastra, respectivamente. Aos 22 dias de maturacdo, a temperatura ambiente, 0 queijo da
Serra da Canastra atingiu os limites de seguranca microbiol6gica, ao passo que na regido do
Serro esses limites foram atingidos mais precocemente, nas mesmas condicdes de temperatura,
aos 17 dias, sendo esta maturacdo decisiva para eliminacdo da Salmonella spp. aos 15 dias. Os
autores destes trabalhos sugerem que essa diferenca no tempo ideal de maturacdo entre as
regies da Canastra e Serro, além de ser atribuida as caracteristicas fisico naturais distintas entre
as duas regides, resulta do processo de prensagem manual da massa. No Serro, essa prensagem é
realizada sem auxilio de tecido o que favorece a reducdo de umidade, maior concentracdo de
lactose no queijo e, portanto, maior producdo de &cido pelas bactérias acido-laticas, o que
desfavorece o desenvolvimento de patdégenos (Dores e Ferreira, 2012).

O periodo do ano é determinante na qualidade no queijo Minas artesanal. Isto se deve,
principalmente, as diferencas observadas quanto as temperaturas médias e umidade relativa do
ar entre o periodo chuvoso e seco. Sabe-se, por exemplo, que o queijo produzido no periodo
seco, por ser elaborado e maturado a baixa temperatura e baixa umidade, desfavorece o
crescimento de micro-organismos deteriorantes e/fou patogénicos. Resultados confirmando
menores contagens em maturagdo no periodo da seca foram observados em queijo Minas
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artesanal do Serro (Martins, 2006). Contrariamente, queijos elaborados durante o periodo
chuvoso, devido as altas temperatura e umidade do ar, também elevada, apresentam maiores
contagem microbioldgicas, como mostram os resultados encontrados em queijo Minas artesanal
da Serra da Canastra e de Campo das Vertentes (Dores et al ., 2013; Oliveira, 2014).

A influéncia do periodo do ano na qualidade do QMA também advém de variagdes observadas
na qualidade do leite e da &gua empregados na elaboracdo do queijo, que também sdo
comumente mais contaminados durante o periodo chuvoso. Sob o ponto de vista fisico-quimico,
a composicdo do queijo é fortemente influenciada pela composicédo do leite, em especial o teor
de gordura, proteina, lactose e contagem de células somaticas. Durante a época das aguas, ha
um aumento de casos de mastite no rebanho, com elevagdo de CCS e, consequente reducdo de
lactose no leite (Bueno, 2005). Neste mesmo periodo, devido ao maior aporte forrageiro aos
animais, tem-se uma elevacao nos teores de gordura e proteina no leite e, consequentemente, no
queijo (Larsen et al ., 2010).

3.2.1.6. Boas Praticas de Fabricagdo e Boas Praticas Agropecuarias

As Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) sdo um conjunto de normas adotadas pelos
estabelecimentos elaboradores de alimentos a fim de garantir a qualidade sanitaria e a
conformidade dos produtos alimenticios com a legislagdo vigente (Brasil, 1997a; Brasil, 1997b).
Essas recomendagdes abordam os procedimentos realizados quanto a higienizacdo de
instalacBes, equipamentos e utensilios, controle de pragas e vetores, seguranca da agua, saide e
habitos higiénicos dos colaboradores e prevencdo da contaminacdo cruzada (Pinto et al .,
2009).

Para producdo do queijo Minas artesanal (QMA), as BPF sdo abordadas em trés portarias
promulgadas pelo IMA: Portaria n° 517, de 14 de junho de 2002, que estabelece normas de
defesa sanitaria para rebanhos fornecedores de leite para a producdo de QMA (Minas Gerais,
2002c); Portaria n° 518, de 14 de junho de 2002, que dispde sobre requisitos basicos das
instalacBGes, materiais e equipamentos para a fabricacdo do QMA (Minas Gerais, 2002d) e
Portaria n° 523, de 3 de julho de 2002, que estabelece normas sobre as condi¢bes higiénico-
sanitarias e as boas préaticas de manipulacéo e fabricacdo do QMA (Minas Gerais, 2002¢).

Complementares as boas praticas adotadas durante a elaboracdo do produto, as Boas Préticas
Agropecuarias (BPA) buscam o estabelecimento de procedimentos, processos, controles e
precaucdes com o intuito de atingir um determinado padrdo de identidade e qualidade da
mateéria-prima (Empresa...2009). Esses procedimentos sdo capazes de reduzir a contaminagdo
microbiana e/ou fisica e/ou quimica do leite. Quanto a contaminacdo microbiana, as BPA
fundamentam-se na exclusdo, remogdo, eliminagdo e inibicdo da multiplicagdo de micro-
organismos indesejaveis e/ou corpos estranhos e que devem ser implantadas em toda a cadeia
produtiva (Fonseca, 2004).

A adocdo conjunta das BPF e BPA, por todos os elos envolvidos na cadeia produtiva do queijo
Minas artesanal, garante, desta forma, produtos de qualidade mais elevada. Diagndsticos das
regibes produtoras de QMA (Aradjo, 2004; Pinto et al ., 2009) indicaram a necessidade de
adequaces estruturais das propriedades e das BPF para melhoria da qualidade dos queijos
produzidos nestas regides. Os autores constataram ndo-conformidade e contaminacdo
microbiana no leite cru em um grande namero de propriedades rurais, assim como no queijo
recem produzido e na agua de consumo. IntervencOes nesses aspectos foram consideradas
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prioritarias para propiciar um queijo maturado com qualidade dentro dos prazos definidos. Por
outro lado, quando Azevedo et al . (2004) analisaram queijos Minas artesanais produzidos por
nove produtores do Alto Paranaiba-MG, que eram cadastrados no Servigo de Inspecdo e
assistidos pela EMATER, foi constatado que todas (100%) apresentaram contagens dentro dos
padrdes legais para coliformes termotolerantes. Esses produtores faziam parte de um programa
estadual, pelo qual eram educados e assistidos em todas as etapas de producdo, desde manejo
sanitario dos animais e higiene na ordenha até instalagbes e boas praticas de producdo. Os
autores concluiram que queijos elaborados com leite cru, quando produzidos com matéria prima
proveniente de animais sadios e com préaticas de higiene adequadas, ndo representam perigo a
salde puablica.

3.3.  Qualidade microbioldgica e fisico-quimica da agua

Segundo Amaral et al. (2007), a qualidade da agua utilizada na producdo e manipulacdo de
alimentos é constantemente negligenciada. Porém, a agua de ma qualidade microbioldgica pode
ser uma fonte de micro-organismos que tanto podem promover a deterioracdo dos alimentos
como causar enfermidades na populagdo consumidora. Na regido de Campo das Vertentes,
pouca informagdo se tem a respeito da qualidade microbioldgica e fisico-quimica da agua
utilizada nas queijarias artesanais, sobretudo, em propriedades cujos produtores ndo séo
cadastrados no Servigo de Inspegdo Estadual.

Segundo a legislacdo estadual, a agua utilizada na elaboracdo do queijo artesanal deve ser
potavel e podera provir de nascente, de cisterna revestida e protegida do meio exterior ou de
poco artesiano. Deve ainda ser canalizada desde a fonte até a caixa d’agua da queijaria e tratada
por sistema de filtracdo e cloracdo. A queijaria deve dispor de agua para a limpeza e a
higienizagdo de suas instalacBes na proporcao de cinco litros para cada litro de leite processado,
sendo necessaria a realizacdo periodica das analises fisico-quimicas e bacterioldgicas desta agua
(Minas Gerais, 2012).

Entre os micro-organismos veiculados pela agua que contribuem para a contaminacao do leite e,
consequentemente, do queijo, destacam-se além dos coliformes como Escherichia coli, 0s
patogénicos como Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes, Salmonella spp.,
Staphylococcus enterotoxigénicos, entre outros. Por outro lado, a agua também pode ser veiculo
de bactérias acido-laticas para 0 QMA, sendo assim, fonte de micro-organismos desejaveis ao
produto (Ortalini, 2009).

Os parametros microbiologicos de avaliacdo da qualidade de 4gua encontram-se na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros microbiol6gicos estabelecidos para inspecdo de agua utilizada na produgdo de
gueijo Minas artesanal

Parametros microbiol6gicos Critério de inspecao
Pesquisa de coliformes 30° (NMP/100mL) Auséncia
Pesquisa de coliformes 45° (NMP/100mL) Auséncia

Contagem padrdo em placas (UFC/mL) <500

Fonte: Minas Gerais, 2002b; Minas Gerais, 2008; Brasil, 2012b
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A qualidade de 4gua de queijarias de produtores cadastrados na regido de Campo das Vertentes
— MG foi estudada por Oliveira (2014), em duas estacdes do ano. A contagem média de
coliformes a 30°C, tanto na chuva quanto na seca, foi de 3,6 NMP/100mL. Para coliformes a
45°C, a contagem média foi, também para os dois periodos, igual a < 3NMP/100mL. J& para
mesofilos aerdbios, foram encontradas contagens médias iguais a <1 UFC/mL no periodo seca e
a 2,7x10% UFC/mL no periodo chuvoso. Ainda neste trabalho, pesquisou-se a presenca de BAL
na &gua das queijarias. No meio MRS, as contagens foram de <1 UFC/mL e 5 UFC/mL na seca
e na chuva, respectivamente, enquanto que no meio M17 foram de 4 UFC/mL e <10 UFC/mL.

Santos (2010) ao avaliar a qualidade da agua usada da elaboragdo de queijo Minas artesanal do
Serro encontrou que 100% amostras de agua estavam dentro dos padrdes exigidos pela
legislacdo para Escherichia coli e fora dos padrdes para coliformes a 30°C, com contagens entre
10t UFC/mL e 1,2x102 UFC/mL. Em outro estudo na mesma regido, as contagens de coliformes
totais em amostras de agua utilizadas nas queijarias artesanais variaram de <1 UFC/mL a 5
UFC/mL no, periodo da seca, e de <1 UFC/mL a 44 UFC/mL, no periodo das aguas. Para
coliformes termotolerantes, os resultados ficaram entre < 1 e 3 UFC/mL e < 1 e 14 UFC/mL nos
mesmos periodos, respectivamente (Martins, 2006).

Borelli et al . (2006a) analisaram a qualidade microbioldgica da agua utilizada na fabricacdo do
queijo Minas artesanal da regido da Canastra e encontraram contagens iguais ou superiores a 16
NMP/100mL de coliformes a 30°C e contagens entre 2,2 NMP/100mL e >16 NMP/100mL de
Escherichia coli. Em Araxd, as contagens de coliformes 30°C e Escherichia coli em amostras
de &gua de abastecimento de queijarias artesanais variaram de 0 UFC/mL a 5,4x103 UFC/mL e
0 a 5x10* UFC/mL, respectivamente (Aradjo, 2004).

As caracteristicas fisico-quimicas da agua, como a dureza e pH, sdo também de suma
importancia na producdo do QMA, uma vez que afetam a limpeza e desinfeccdo dos
equipamentos e utensilios usados tanto na ordenha do animal quanto dentro da queijaria,
impactando na eficiéncia destes processos, além de diminuir a vida Util dos equipamentos. A
deficiéncia nos processos de desinfeccdo e limpeza, por sua vez, pode levar a formacdo de
incrustacBes nas instalacBes e perda da qualidade do produto final com a formacéo de biofilmes,
pelo crescimento de bactérias, que podem levar, até mesmo, a producdo de toxinas que serdo
incorporadas ao produto final (Kamiyama, 2012).

Os parametros fisico-quimicos para avaliacdo da qualidade de 4gua encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos estabelecidos para inspec¢do de agua utilizada na producéo de queijo
Minas artesanal

Par&metros fisico-quimicos Critério de inspecao
Dureza (mg/L) <300
pH 6,0a29,5
Cloro Residual (ppm) 2a3

Fonte: Minas Gerais, 2002b; Minas Gerais, 2008, Brasil, 2012b
Em estudo realizado em queijarias artesanais da regido de Araxa, os valores de pH

encontrados na agua de abastecimento variaram entre 4,91 e 7,8, sendo a média igual a 6,62
(Araujo, 2004).
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3.4.  Qualidade microbioldgica do soro-fermento

Uma caracteristica peculiar na producdo de queijo Minas artesanal (QMA) é que ndo sdo
utilizadas culturas iniciadoras comerciais. Este papel é desempenhado principalmente pelas
bactérias acido-laticas (BAL), provenientes do ambiente, do leite cru e do soro-fermento,
tradicionalmente conhecido como pingo, nas regides produtoras desse queijo.

O soro-fermento é responsavel pelas caracteristicas sensoriais tradicionais e peculiares ao queijo
Minas artesanal. Sua microbiota é diversificada, representativa da regido na qual o produto é
elaborado (Dores e Ferreira, 2012). Em geral, este soro-fermento apresenta uma elevada
populacdo de bactérias laticas, sendo atribuido a este fato, o controle de patégenos como
Listeria monocytogenes e Salmonella spp. em queijos Minas artesanais (Santos, 2010). Como a
quantidade de fermento adicionado ao leite pode variar de fazenda para fazenda, diferentes
concentragBes de bactérias acido-laticas sdo encontradas na massa do queijo, causando
variagdes nos efeitos desejaveis desses micro-organismos (Machado et al ., 2004). Néo ha, na
legislacdo atual, padrdes de qualidade para essa matéria-prima.

Por outro lado, o soro-fermento também pode ser fonte de micro-organismos indesejaveis ao
queijo. Martins (2006) ao analisar a qualidade microbiolégica do pingo utilizado na producédo de
queijo Minas artesanal do Serro encontrou altas contagens de coliformes totais, Escherichia coli
e Staphylococcus spp. Estes valores foram de 1,2x103 UFC/mL, 1,5x102 UFC/mL e 2,9x102
UFC/mL , respectivamente, para o periodo da seca e de 2,3x10% UFC/mL 1,7x102 UFC/mL e
2,6x102 UFC/mL, para o periodo das aguas. Nao houve diferenca (p>0,05) entre os periodos
estudados.

Leite et al . (1995), em estudo sobre culturas laticas provenientes do soro-femento resultante da
elaboracdo de queijo-de-Minas curado da regido do Serro, identificaram por métodos
bioguimicos bactérias pertencentes aos géneros Lactococcus spp. e Streptococcus spp., sendo as
espécies predominantes: Lactococcus lactis subs. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Streptococcus mileri e Streptococcus faecalis. Em outra pesquisa realizada com o soro-fermento
usado na elaboracdo de queijo Minas artesanal da mesma regido foram observadas altas
contagens de mesofilos, cujos valores variaram entre 4x10* UFC/mL e 1,5x10® UFC/mL. Por
outro lado, também foram observadas contagens elevadas de bactérias cido-laticas (BAL),
entre 6,5 x10° UFC/mL e 3,3x10" UFC/mL, ficando evidente que esse grupo compde a
microbiota dominante do soro-femento desta regido (Santos, 2010).

Em trabalho realizado com soro-fermento da regido da Serra da Canastra, Borelli et al . (2006a)
encontraram contagens de coliformes a 30°C variando de 93 a >1100 NMP/mL, enguanto que
para coliformes fecais esta variacdo foi de 9 a 1000 NMP/mL. Ainda neste estudo, foram
relatadas contagens altas para Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp., em valores de 102
UFC/mL a 1,6x10° UFC/mL e de 1,6x10% UFC/mL a 6,3x10° UFC/mL, respectivamente. Na
mesma regido, contagens inferiores de Staphylococcus aureus foram descritas no soro-fermento
avaliado em dois periodos do ano. No periodo chuvoso, a contagem média de Staphylococcus
aureus de 8,9x10t UFC/mL foi igual (p>0,05) a média de 5x10* UFC/mL encontrada no periodo
seco (Dores et al ., 2013).

Em estudo realizado em soro fermento usado na elaboracdo de queijo Minas artesanal de

propriedades ndo cadastradas, localizadas na regido da Serra da Canastra, a contagem média de
bactérias acido-laticas foi de 3,0x10” UFC/mL no &gar MRS e de 1,0x10° UFC/mL no M17.
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Lactococcus foi 0 género de BAL mais frequentemente isolado nestas amostras e Lactobacillus
plantarum a espécie mais frequente (Resende, 2010). Resultado semelhante foi reportado por
Borelli et al . (2006a), em amostras de soro-fermento usado no processo de elaboracdo de queijo
Minas curado da mesma regido. J& soro-fermento do queijo Minas artesanal Canastra em
Medeiros MG apresentou-se rico em Enterococcus avium e Enteroccoccus faecium (Aradujo,
2008).

Em pesquisa avaliando a contagem de bactérias acido-laticas em soro-fermento de queijo Minas
artesanal da Serra da Canastra foram encontradas medianas de 3,5x10° UFC/mL e 1,2x10’
UFC/mL nos periodos de seca e chuvas, respectivamente. No mesmo trabalho, contagens de
bolores e leveduras variaram entre 1,5x10* UFC/mL e 1,7x10° UFC/mL. Ambos 0s parametros
estudados nao apresentaram diferenca (p > 0,05) entre os dois periodos de producdo analisados
(Ndbrega, 2007).

Em soro-fermento para producdo de queijo Minas artesanal da Serra do Salitre, contagens de
bolores e leveduras apresentaram valores minimos e méaximos de 3x10t UFC/mL e 2,7x10°
UFC/mL (Lima et al ., 2009). Em Campo das Vertentes, Oliveira (2014), ao analisar o soro-
fermento usado na elaboracdo de queijo Minas artesanal, relatou contagens médias de 4,6x10°
UFC/mL de bolores e leveduras, no periodo da seca, e 1,1 x 10° UFC/mL no periodo das aguas,
nao havendo diferenca (p>0,05) entre os dois periodos avaliados. Ainda, neste estudo, ndo
foram observadas diferencas entre periodos quando se avaliou a contagem de Staphylococcus
coagulase positivo e bactérias acido-laticas. Nas chuvas, a contagem média de Staphylococcus
coagulase positivo foi de <1x10* UFC/mL e na seca de 7,3x10* UFC/mL. Em relacdo as
bactérias acido-laticas, no periodo da seca, as médias de contagens no meio agar M17 e MRS,
respectivamente, foram de 2,1x10” UFC/mL e 2,3 x 10° UFC/mL e, no periodo chuvoso, de 5,5
x 10" UFC/mL e 1,8x10" UFC/mL.

3.5.  Qualidade microbioldgica do leite cru

Entende-se por leite o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicdes de
higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (Brasil, 1952). Para atender a essas
exigéncias e, dessa forma, garantir a seguranca do queijo elaborado a partir de leite cru, é
indispensavel que se realizem atividades de controle da qualidade do leite e da sanidade do
animal. A legislacdo estadual reforca essa importancia ao afirmar que a qualidade e a
inocuidade do queijo artesanal e sua adequacdo para 0 consumo sdo asseguradas por meio da
utilizacdo em sua elaboracdo de leite proveniente de rebanho sadio, que ndo apresente sinais
clinicos de doencas infecto-contagiosas e cujos testes oficiais de zoonoses, tais como brucelose
e tuberculose, apresentem resultados negativos (Minas Gerais, 2012).

O Programa de Controle de Mastite, com a realizagdo de exames para deteccdo de mastite
clinica e subclinica, é obrigatério para as propriedades rurais que produzam o queijo Minas
artesanal. Este programa inclui a realizagcdo de uma anélise mensal do leite da propriedade em
laboratorio da Rede Brasileira da Qualidade do Leite (RBQL) para composi¢do centesimal,
contagem de células somaticas e contagem bacteriana total (Brasil, 2011). Esse controle, aliado
as boas praticas de ordenha e ao manejo adequado dos animais e do ambiente, é indispensavel
para obtencdo de uma matéria-prima desejavel e segura para a producdo do QMA (Winck et al .,
2010). .
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A tabela 4 indica os parametros microbioldgicos para leite cru usado na elaboracdo de QMA
(Minas Gerais, 2002b).

Tabela 4. Parametros microbioldgicos estabelecidos para inspegdo de leite cru destinado a producédo de
gueijo Minas artesanal

Parametros microbiol6gicos Critério de inspecao

Contagem Bacteriana Total (UFC/mL) <100.000

Contagem de Células Somaticas (Células/mL) <400.000
Staphylococcus aureus (UFC/mL) <100
Escherichia coli (UFC/mL) <100

Pesquisa de Salmonella spp./25mL Auséncia

Streptococcus B-hemoliticos (Lancefield A, B, C, G e Auséncia

L)/0,2mL

Fonte: Minas Gerais, 2002b

O leite a ser utilizado na elaboracdo do queijo Minas artesanal (QMA) é desprovido de
tratamento térmico. Alguns autores argumentam que o queijo, além de perder propriedades
sensoriais durante a pasteurizacdo, apresenta menores contagens de bactérias acido-laticas, que
sdo favoraveis a qualidade do produto (Grappin e Beuvier, 1997). Entretanto, se este queijo for
feito a partir de leite cru com baixas contagens bacterianas e livre de patdgenos e suas toxinas,
ele ndo oferece risco aos consumidores, podendo ser dispensado o processo de pasteurizacao
(Vargas et al ., 1998). De fato, o leite cru representa uma importante fonte de bactérias
desejaveis para a producdo de queijo artesanal (Feutry et al ., 2012). Por outro lado, também
pode contaminar 0 queijo com micro-organismos patogénicos e ou deteriorantes, levando a
problemas como estufamento precoce, falta de uniformidade do produto final e a presenca de
toxinas, o que pode trazer risco a salde de quem o consome (Gonzalez et al ., 2003; Law e
Tamime, 2010). Na regido de Campo das Vertentes, hd uma escassez de pesquisas sobre a
presenca de micro-organismos desejaveis e indesejaveis no leite cru de queijarias artesanais, em
especial de produtores ndo cadastrados no Servico de Inspecdo Estadual.

3.5.1. Contagem de Células Soméaticas e Contagem Bacteriana Total

A salde do Ubere de vacas € uma preocupacdo dos produtores de leite porque determina
diretamente a qualidade do leite produzido (Costa e Reinemann, 2002). A presenca de bactérias
patogénicas na glandula mamaria resulta em resposta inflamatéria, com o aumento da Contagem
de Células Somaticas (CCS), que também pode ser influenciada pelo estado nutricional, estagio
de lactagdo, idade, estresse, além do tipo de patdgeno envolvido (Kitchen, 1981).

As células somaticas sdo constituidas principalmente pelos leucdcitos e seu aumento no leite,
indicando a presenca de mastite, afetam negativamente sua composicdo, produtividade e
qualidade de seus derivados. Os principais problemas relacionados ao uso deste leite na
elaboracéo do queijo sdo o baixo rendimento, uma vez que alguns patégenos produzem lipases e
proteases que degradam as proteinas e gordura do leite, e defeitos sensoriais, como sabores
rangosos ou amargos no produto final (Hayes e Boor, 2001).
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A Contagem Bacteriana Total (CBT) é a contagem do nimero de micro-organismos presentes
em uma dada amostra de leite e, por isso, um importante indicador da qualidade do leite cru e,
consequentemente, do queijo produzido a partir dele (Jayarao e Wolfgang, 2003). E
influenciada pela satde da glandula mamaria, pela higiene de ordenha e do ambiente em que o
animal é alojado, pelos procedimentos de limpeza do equipamento de ordenha, pela qualidade
da &gua utilizada e pelos processos de conservacao do leite, pos-ordenha (Santos e Fonseca,
2007). Altas contagens bacterianas no leite usado na elaboracdo do queijo além de exercer
influéncia sobre as caracteristicas sensoriais e tempo de prateleira do produto, ainda elevam a
probabilidade de veiculacdo de doencas (Machado, 2008).

Oliveira (2014) encontrou valores de contagem de células sométicas e contagem bacteriana total
acima daqueles permitidos pela legislacdo no leite cru usado na elaboracdo de queijo Minas
artesanal de Campo das Vertentes, sem que houvesse diferenca (p>0,05) entre os periodos
avaliados. As médias foram, respectivamente, de 3,9 x 10° CCS/mL, no periodo seco e 8,9 x 10°
CCS/mL, no periodo chuvoso e de 7,7 x 10° UFC/mL, no periodo seco, e 4,3 x 10° UFC/mL no
periodo chuvoso. De forma semelhante, ndo foi observada diferenca (p>0,05) na CBT média de
leite cru utilizado na elaboracdo de queijo Serrano, que foi de 1,2 x 10° UFC/mL no verdo e de
5x10° UFC/mL no inverno (Souza et al ., 2003).

Em propriedades rurais produtoras de queijo Minas artesanal, localizadas na regido da Serra da
Canastra (Minas Gerais) ndo houve diferenga significativa entre as médias dos resultados da
CBT e CCS das amostras de leite coletadas, considerando o nivel de cadastramento das
propriedades. As médias nas propriedades cadastradas foram 4,8x10° CCS/mL e 1,2x10°
UFC/mL para CCS e CBT, respectivamente e 2,5x10° CCS/mL e 1,8x10° UFC/mL nas
propriedades ndo cadastradas (Resende, 2010).

Leite cru usado na elaboracdo de queijo artesanal, em Vermont, Estados Unidos, apresentou
contagem bacteriana total média de 4,9x10* UFC/mL. No mesmo estudo, a contagem de células
somaticas foi de 2,2x10° CCS/mL (D’amico e Donnelly, 2010). Valores semelhantes foram
encontrados em trabalho realizado no nordeste da Italia, em que leite cru usado da elaboracdo do
gueijo Montasio, um queijo artesanal de denominacdo de origem protegida, a contagem de
células somaticas foi de 1,9x10° CCS/mL, enquanto que a de contagem bacteriana foi de
2,5x10* UFC/mL (Innocente e Biasutti, 2013).

Durante e ap6s a ordenha, nas fases de estocagem e transporte até a queijaria, micro-organismos
indesejaveis podem contaminar o leite através de fontes ambientais, manipuladores e dos
préprios animais. Mastites também sdo importantes fontes de contaminacdo durante a producao,
principalmente por Staphylococcus aureus. Por fim, a agua e as fezes também podem
contaminar todo o ambiente de ordenha e o leite com micro-organismos como Salmonella spp. e
Escherichia coli (Mendes, 2006).

3.5.2. Coliformes totais e termotolerantes

As bactérias do grupo coliformes sdo consideradas micro-organismos indicadores no leite, pois,
guando presentes, podem fornecer informacdes sobre a ocorréncia de contaminacéo fecal, sobre
a provavel presenca de patdgenos ou a deterioracdo potencial do alimento, além de poder
indicar condicdes sanitarias inadequadas durante o processamento, producéo ou armazenamento
(Franco e Landcraf, 2003).
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Amostras de leite cru utilizado para a produgdo de QMA foram coletadas por Pereira et al .
(2008) em fazendas na regido da Serra de Canastra e avaliadas quanto a presenca de coliformes.
Das amostras de leite avaliadas, 25% apresentaram contagens elevadas para coliformes totais e
termotolerantes em contagens de até 2,4x10° UFC/mL para ambos os parametros
microbiolégicos. Valores elevados, também, foram encontrados para contagem de coliformes a
30°C, com média de 764 NMP/mL no periodo seco e 1.100 NMP/mL no periodo chuvoso, na
regido Campo das Vertentes, ndo sendo as médias de contagens entre periodos diferentes
(p>0,05) (Oliveira, 2014).

Em pesquisa realizada em leite cru utilizado na elaboragdo do QMA do Serro, as contagens
médias de coliformes totais foram de 8,1x10* UFC/mL nas &guas e de 1,1x10* UFC/mL nas
secas. Para Escherichia coli, as contagens foram de 6x10" UFC/mL nas &guas e de 3,2x10t
UFC/mL nas secas. Nao houve diferenca entre os periodos estudados (p>0,05) (Martins, 2006).
Resultados semelhantes foram observados em leite cru utilizado na elaboracdo de queijo
Serrano, em que ndo houve diferenca entre as estacfes avaliadas. No verdo, foram encontradas
contagens médias de 1,2x10* UFC/mL e 1,3x10% UFC/mL para coliformes totais e fecais,
respectivamente. No inverno, as contagens médias de coliformes totais e fecais foram de
3,5x10% UFC/mL e 5,6x10* UFC/mL, respectivamente. (Souza et al ., 2003).

Em estudo realizado no leite cru usado na producdo do queijo artesanal Corrientes, na
Argentina, a contagem de coliformes totais foi de 2,3x103 UFC/mL e a de Escherichia coli de
1,7x102 UFC/mL (Vasek et al ., 2013). Em estudo com leite cru usado na elaboracdo de QMA
de Araxa as contagens de coliformes a 30°C e Escherichia coli variaram de 0 a 5x103 UFC/mL e
0 a 3,2x10" UFC/mL, respectivamente (Aradjo, 2004).

3.5.3. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. constitui 0 mais comum agente etiolégico da mastite bovina contagiosa
causando reducdo na qualidade do leite e do queijo a partir dele produzido. Assim, como no
caso dos coliformes a 30°C e a 45°C, ndo existem padr@es para a contagem de Staphylococcus
spp. no leite cru. Porém, a presenca de um numero elevado dessas bactérias indica perigo
potencial para a satde publica, principalmente devido a producdo de enterotoxina estafilococica,
que é termorresistente (Guido et al ., 2010). Carmo et al . (2002) mostraram a producdo de
toxinas em contagens de Staphylococcus spp. de 2,4x103 UFC/mL no leite cru, o que ratifica o
risco de intoxicacao causado pela ingestdo desse tipo de alimento e de seus derivados.

Staphylococcus aureus foram pesquisados em leite cru utilizado para elaboracdo do queijo
Minas Artesanal do Serro, em diferentes estagdes do ano. Em todas as esta¢fes foi observada a
contaminacgdo por Staphylococcus aureus acima dos padrfes microbiologicos exigidos pela
legislagdo, sendo observadas maiores médias (p<0,05) no outono (5,1x10® UFC/mL) e menores
médias na primavera (8,7x102 UFC/mL) (Santos, 2010). Contagens altas de Staphylococcus
aureus também foram verificadas em leite cru usado na elaboracdo de QMA de Araxa com
minimo de 10t UFC/mL e maximo de 3,6 x 103 UFC/mL (Aradjo, 2004).

Em leite cru usado na elaboracdo de QMA do Serro, Staphylococcus aureus foi encontrado em
altas contagens nos periodos seco e chuvoso, sem diferenca (p>0,05) entre os periodos
avaliados. No periodo chuvoso, a contagem média encontrada foi de 2,8 x 103 UFC/mL e no
seco de 2,7 x 10* UFC/mL (Martins, 2006). Em leite cru da regido de Campo das Vertentes
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Staphylococcus coagulase positivo ndo foi detectado em nenhum dos periodos (seca e chuvas)
avaliados (Oliveira, 2014).

Borges et al . (2008) encontraram contagens de 3,3x10* UFC/mL a 1,5x10" UFC/mL de
Staphylococcus spp. em leite cru usado na elaboragéo de queijo coalho e de 8,0x10% UFC/mL
até 5,0x10° UFC/mL de Staphylococcus coagulase positivo. Neste mesmo trabalho, foi
detectada a presenca de enterotoxinas classicas, A, B, C, D e E em 20% das amostras de leite
cru analisadas.

A contagem de Staphylococcus aureus no leite cru utilizado na elaboracdo de queijo artesanal
na Irlanda variou de <1 a 9 x102 UFC/mL. Das 51 amostras de leite analisadas, 78% foram
positivas para Staphylococcus aureus, embora a maioria das amostras tivesse baixa contagem,
inferior a 2x102 UFC/mL (Hunt et al ., 2012). Ainda neste estudo, alguns isolados foram
caracterizados como produtores de enterotoxina C. Resultados semelhantes foram encontrados
em pesquisa de Staphylococcus aureus em queijo noruegués feito a partir de leite cru, em que as
contagens variaram de 1,3 UFC/mL a 102 UFC/mL (Jakobsen et al ., 2011).

3.5.4. Salmonella spp.

Os bovinos leiteiros sdo susceptiveis a infeccdo por Salmonella spp. Este micro-organismo, que
pode ser agente causador de mastite subclinica no rebanho, é comumente eliminado no leite e
nas fezes dos animais infectados (Langoni et al ., 1991). Por este motivo, a obtencdo higiénica
do leite e o controle de mastite no rebanho sdo importantes medidas na prevencdo da
contaminacdo de Salmonella spp. no leite cru e, consequentemente, do queijo produzido a partir
desta matéria-prima (Generoso e Langoni, 2011).

Em pesquisa em propriedades leiteiras na Pensilvania, Salmonella spp. foi isolada em 6% das
amostras de leite cru (Jayarao et al ., 2006). Em leite cru produzido nas microrregifes do
tridangulo mineiro, MG, a frequéncia de isolamento de bactérias do género Salmonella foi de
1,8% das amostras analisadas (Okura et al ., 2005). Por outro lado, em leite cru usado na
elaboracdo de gqueijo Minas artesanal de propriedades cadastradas no IMA na regido de Campo
das Vertentes ndo houve o isolamento de Salmonella spp. nos periodos (chuva e seca)
analisados (Oliveira, 2014). Da mesma forma, em leite cru usado na elaboracdo de queijo
Coalho ndo foi detectada Salmonella spp. (Freitas et al ., 2013).

3.5.5. Bactérias acido-laticas

A microbiota predominante no leite cru geralmente inclui géneros de bactérias acido-laticas,
como Lactococcus spp., Lactobacillus spp. Leuconostoc spp., Enterococcus spp. e
Streptococcus spp. (Tebaldi et al ., 2008; Melo et al ., 2010). A presenca destas bactérias em
leite cru é desejada, uma vez que elevam diretamente a contagem de BAL no queijo Minas
artesanal.

Bactérias acido-laticas foram encontradas em concentracfes de 103 a 10* UFC/mL em 44,4%
das amostras de leite cru usado na elaboracdo de queijo artesanal da regido de Vigosa, MG
(Ortalini, 2009). Resultado semelhante foi encontrado no leite cru usado na elaboracdo do
gueijo Minas artesanal da Serra do Salitre, que apresentou contagem média de 4,3x102 UFC/mL
(Lima et al ., 2009).
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A contagem de bactérias &cido-laticas em leite cru usado na elaboracdo de queijo Minas
artesanal, de propriedades ndo cadastradas localizadas na regido da Serra da Canastra foi de
2,1x10° UFC/mL no agar MRS, e 1,4x10° UFC/mL no M17. Enterococcus foi 0 género de BAL
mais frequentemente isolado nestas amostras (Resende et al ., 2011). De forma semelhante, a
maioria das cepas bacterianas do leite de vaca cru usado na elaboracdo de queijo coalho
regional foi caracterizada como Enterococcus faecium, além da presenca confirmada
de Lactococcus lactis ssp. lactis e Lactococcus lactis ssp.cremoris (Cavalcante et al ., 2007).

Em pesquisa de leite cru usado na elaboracdo do queijo Zlatar, um queijo artesanal da
Eslovaquia, contagem de bactérias &cido-laticas apresentou valores de 3,2 x 10° UFC/mL, no
meio MRS, e 7x10° UFC/mL, no meio M17 (Veljovic et al ., 2007).

As contagens de bactérias &cido-laticas em leite cru usado na elaboragdo do queijo artesanal
Castelmagno PDO, da regido do Vale de Grana, noroeste da ltalia, variaram de 3,2x10°
UFC/mL a 6,3x10° UFC/mL, sendo Lactocococcus spp., Lactobacillus spp. e Streptoccocus
spp. 0s géneros mais prevalentes (Dolci et al ., 2010).

Enterococcus faecium, Lactobacillus brevis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e subsp. lactis,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc lactis, Enterococcus
durans, Enterococcus faecalis, Enterococcus hirae e Lactobacillus paracasei foram isolados de
leite cru usado na elaboracdo de queijo Ossau-Iraty, um queijo artesanal produzido no sudoeste
da Franca. A contagem média de Enterococcus spp. foi 3,3x10® UFC/mL, sendo a maior
contagem encontrada. Por outro lado, Lactobacillus spp. apresentou a menor contagem,
variando de 10t UFC/mL a 7,9x10t UFC/mL (Feutry et al ., 2012).

3.5.6. Bolores e leveduras

Bolores e leveduras, mesmo que em quantidades minimas, sdo, frequentemente, encontrados em
leite. Uma vez presentes no leite podem contaminar o queijo, ocasionando tanto a deterioracdo
do produto quanto a possivel producdo de micotoxinas, compostos lesivos ao homem. Falhas
nas condi¢cBes higiénico-sanitarias da obtencdo do leite e nos procedimentos de conservacdo
contribuem para a elevacao de suas contagens no alimento (Melville et al ., 2006). Em pesquisa
de leite cru usado na elaboracdo do queijo artesanal Sardo, na Sardenha, Itdlia, a contagem de
bolores e leveduras foi de 4,4x102 + 10 UFC/mL (Fadda et al ., 2004).

Leite cru usado na elaboracdo do queijo da Serra do Salitre apresentou contagens médias de
bolores e leveduras de 1,1x102 UFC/mL (Lima et al ., 2009). Resultados semelhantes foram
encontrados na pesquisa de leite cru usado na producgdo do queijo Minas artesanal da Serra da
Canastra em que foram encontrados valores entre 102 UFC/mL e 4x102 UFC/mL (Boreli et al .,
2006b).

Leite cru utilizado na elaboracdo de queijo Serrano apresentou, no verdo, contagens médias de
7,9x102 UFC/mL e 1,1x10%® UFC/mL para bolores e leveduras, respectivamente, e no inverno
estas contagens foram de 2,4x10t UFC/mL e 2,3x10® UFC/mL. Néo houve diferenca (p>0,05)
entre as estacdes (Souza et al ., 2003) . De forma oposta, em trabalho realizado em queijarias da
regido de Campo das Vertentes, ndo houve a deteccdo de bolores e leveduras no leite cru usado
na elaboracdo do QMA, no periodo seco e chuvoso (Oliveira, 2014).
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3.6.  Qualidade fisico-quimica do leite cru

Sob o ponto de vista quimico, a composicdo média do leite é de 87,4% de agua e 12,6% de
solidos totais, sendo 3,9% de gordura, 3,2% de proteina, 4,6% de lactose e 0,90% de minerais
(Harding, 1995). A composi¢cdo do leite, principalmente de gordura e proteina, pode variar
devido a varios fatores como a sazonalidade, a genética, a nutricdo e a idade do animal.

A tabela 5 indica os pardametros fisico-quimicos determinados para leite cru destinados a
producéo de queijo Minas artesanal (Minas Gerais, 2002b).

Tabela 5. Parametros fisico-quimicos estabelecidos para inspecédo de leite cru destinado a producédo de
queijo Minas artesanal

Parametros fisico-quimicos Critério de inspecao
Teor de gordura (%) >3
Lactose (%) >43
Extrato seco desengordurado (ESD) (%) >8,5
Sélidos totais (%) >11,5

Fonte: Minas Gerais, 2002b

Em leite cru usado na elaboracdo de queijos artesanais em Montes Claros foram encontrados,
em média, 4,1% de gordura, 3,5% de proteina, 4,7% de lactose e 13,2% de solidos totais
(Almeida et al ., 2012). Em pesquisa de leite cru para a producdo de queijo da Serra da Canastra
os valores médios de gordura, proteina, lactose e extrato seco total relatados foram de 3,51%,
3,15%, 4,54% e 12,22%, respectivamente (Ornelas, 2005). De forma semelhante, em trabalho
realizado no nordeste da Itélia, leite cru usado da elaboracdo do queijo Montasio apresentou
valores de 4,98% de lactose, 3,82% de gordura e 3,28% de proteina (Innocente e Biasultti,
2013).

Em leite utilizado para a producdo de queijo Saint-Nectaire, francés, os teores médios de
gordura e proteina foram, respectivamente, 3,7% e 3,19% no verdo, e 4,37% e 3,32% no
inverno, havendo diferenca significativa nas porcentagens de gordura e proteina guando
comparados os periodos de producdo (Leriche e Fayolle, 2012). O mesmo nao foi observado em
estudo realizado em queijarias cadastradas na regido de Campo das Vertentes. As amostras de
leite cru analisadas apresentaram médias de gordura (4,31%) e proteina (3,38%), no periodo
seco, semelhantes (p>0,05) as médias de gordura (4,66%) e proteina (3,66%) obtidas no periodo
chuvoso (Oliveira, 2014).

A busca pela gqualidade do leite cru requer, além da melhoria dos parametros microbioldgicos,
controle sob o aspecto quimico, visando os residuos de antimicrobianos, micotoxinas, pesticidas
e metais pesados e aspetos fisicos, representados por materiais estranhos gque possam vir a
causar algum dano a saude do consumidor (Dores, 2007). Nesse sentido, um dos poucos
trabalhos realizados em queijarias artesanais revelou a presenca de aflatoxina B1 em amostras
de leite cru e QMA. Os autores apontaram o consumo de racGes contaminadas com essa
aflatoxina como a causa para a presenga do seu residuo no leite e consequentemente, no queijo
(Prado et al ., 2000).
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3.7. Qualidade microbioldgica de queijos artesanais

A seguranca microbiolégica visa a ampla distribuicdo de alimentos livres de micro-organismos
que possam disseminar doengas transmitidas por alimentos (DTA), com o objetivo de garantir a
salide da populacdo (Ortega e Borges, 2012).

Os derivados de leite, e principalmente os queijos, sdo alimentos altamente nutritivos, ideais
para 0 crescimento de micro-organismos patogénicos como também para os deteriorantes
(Dores, 2007). Salmonella spp., Escherichia coli, Campylobacter spp., Listeria spp., Bacillus
cereus, Brucella spp. e Staphylococcus aureus sdo alguns exemplos de micro-organismos
patogénicos associados a surtos de infecces e intoxicagdes alimentares nos quais produtos
lacteos, em especial, os queijos, estdo frequentemente envolvidos (Jay, 2005).

Algumas etapas da producdo do QMA, como a prensagem manual, 0 processo de salga, viragem
e lavagem do queijo o caracterizam como um produto altamente manipulado e, por este motivo,
passivel de contaminacdo, especialmente de origem microbioldgica (Pinto et al ., 2009).
Entretanto, esse produto apenas representa um risco em potencial a saude publica se ndo forem
seguidos, com rigor, cuidados higiénicos sanitarios no manejo dos animais e higiénicos no
ambiente e equipamentos de ordenha e na produgdo e comercializacdo desse queijo (Volkman et
al ., 2002).

Ha um conjunto de caracteristicas do QMA e do seu processo de elaboracdo, que desempenham
papéis de destaque no controle da microbiota indesejavel, sendo assim, importantes para a
seguranca de consumo desses queijos. Entre essas caracteristicas destacam-se: a qualidade da
matéria-prima, a temperatura e tempo de maturacdo, a aplicacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF), a presenca de uma microbiota endégena rica em bactérias laticas e a adicao
de cloreto de sédio durante o processo de elaboragdo (Pinto et al ., 2009; Dores e Ferreira,
2012).

O grande desafio na producdo de queijos Minas artesanais, hoje, é o controle de possiveis
patégenos no produto, como Staphylococcus aureus, Listeria spp., Salmonella spp., Brucella
spp., Mycobacterium spp., esporos de Clostridium spp. e outros. Tais micro-organismos, além
de competidores com a microbiota normal, sdo causadores de doencas em humanos (Bertoni et
al ., 2001; Fernandes, 2009). Ao mesmo tempo, a microbiota nativa formada principalmente por
bactérias laticas presentes no ambiente, no leite e no pingo, conferem, além das caracteristicas
sensoriais ao produto final, esta protecdo microbioldgica esperada no queijo Minas artesanal
(Lima et al ., 2009).

As andlises requeridas por legislagdo estadual vigente para micro-organismos ndo desejaveis
sdo: contagem de coliformes totais e termotolerantes, Staphylococcus coagulase positivo,
pesquisa de Salmonella spp. e de Listeria spp., que estdo apresentadas na tabela 6 (Brasil, 1996;
Minas Gerais, 2008). Trabalhos cientificos avaliando queijos Minas artesanais tém
demonstrado a presenca frequente destes micro-organismos no produto final (Aradjo, 2004;
Nobrega, 2007; Pereira et al ., 2008).
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Tabela 6. Parametros microbiologicos estabelecidos para inspecdo de queijo Minas artesanal, segundo
legislacéo estadual e federal vigentes.

Critério de inspecao

Estadual Federal t
(Decreto (Portaria 146/1996)
44.864/2008)
Parametros microbiol6gicos*
Pesquisa de coliformes 30°C (UFC/g) n=>5;c=2; m=1.000; M=5.000
Pesquisa de coliformes 45°C (UFC/q) n=5;c=2; m=100; M =500
Contagem de Staphylococcus coagulase positivo (UFC/g) n=>5;c=2;m=100; M=1.000
Pesquisa de Salmonella spp./25g n=5c¢c=0,m=0
Pesquisa de Listeria spp./25¢g n=5c¢=0,m=0

* Plano de amostragem (n; ¢; m; M),segundo Brasil, 2001. Para amostra indicativa, limite maximo é o valor representado por M

TPardmetros microbioldgicos para queijos industrializados de média umidade (36% a 45,9%)
Fontes: Brasil, 1996; Minas Gerais, 2008

3.7.1. Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes totais sdo bactérias da familia Enterobacteriaceae capazes de fermentar a lactose
com producdo de gas e 4cido latico quando incubados a 35-37°C, por 24 a 48 horas. Sao
bastonetes Gram-negativo, ndo formadores de esporos, aerébios ou anaerdbios facultativos
(Franco e Landgraf, 2003). O grupo de coliformes totais, também conhecidos como coliformes
a 30°C, é composto por cerca de 20 espécies, dentre 0s quais se encontram 0s géneros
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella (Jay et al ., 2005).

Coliformes termotolerantes, fecais ou coliformes a 45°C sdo bactérias pertencentes ao grupo dos
coliformes totais que fermentam a lactose quando incubadas a temperaturas de 44-45°C, por 24
a 48 horas, tendo como principal espécie representante, Escherichia coli (Franco e Landgraf,
2003).

Por colonizarem o trato intestinal de animais de sangue quente, incluindo os humanos, bactérias
do grupo coliforme tém sido empregadas como indicadores de qualidade higiénica (Loguercio e
Aleixo, 2001). A presenga de coliformes no queijo indica, portanto, falhas na obtencdo
higiénica do leite, nos procedimentos de limpeza dos equipamentos de ordenha e utensilios e no
processamento, manipulacéo e estocagem do produto.

Trinta e duas amostras (80%) apresentaram coliformes a 35°C acima do permitido na legislagao
em queijo Minas artesanal do Serro. Neste mesmo estudo, vinte e quatro amostras (60%)
apresentaram coliformes a 45°C acima de 5x10® UFC/g (Brant et al ., 2007). Altas contagens
também foram vistas em queijos coloniais, com e sem inspecdo, da microrregido de Francisco
Beltrdo- PR, no qual foram encontradas contagens entre <3 a >11.000 NMP/g para coliformes
totais e termotolerantes (Silva e Silva, 2013).

Em QMA da Canastra, maturado a temperatura ambiente por oito dias, as contagens de
coliformes totais foram de 5,6x103 UFC/g nas aguas e de 6,0x10% UFC/g, nas secas. Para
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Escherichia coli, as contagens foram de 2,2x10% UFC/g e 2,0x10% UFC/g nas &guas e secas,
respectivamente. Ndo houve diferenca entre os periodos avaliados (Dores, 2007). De forma
semelhante, QMA maturado do Serro, também, por 8 dias, a temperatura ambiente, apresentou
contagem de coliformes a 30°C de 1,7x10% UFC/g, nas aguas, igual, estatisticamente, a de
2,9x10% UFC/g, na secas. O mesmo ndo foi obervado para contagem Escherichia coli, neste
mesmo trabalho, em que a contagem de 3,2x102 UFC/g, nas aguas, foi superior a de 9,3x10!
UFC/g, na secas (Martins, 2006).

Em queijos artesanais comercializados em feiras livres de Uberlandia/MG as contagens de
coliformes totais variaram de 5x10* NMP/g a 1,6 x10° NMP/g, enquanto que as de coliformes
termotolerantes ficaram entre 2x10* NMP/g a 1,6 x10* NMP/g (Rezende et al ., 2010).
Resultados semelhantes foram encontrados em queijos artesanais Corrientes que apresentaram
contagem média de 4,3x10° UFC/g para coliformes a 30°C e 2,5x10* UFC/g para Escherichia
coli (Vasek et al ., 2013).

As médias dos NMP de coliformes a 30°C e coliformes a 45°C encontradas em QMA
produzidos em queijarias ndo cadastradas na regido da Serra da Canastra foram maiores
(p>0,05) que as médias dos NMP desses micro-organismos em queijarias cadastradas. Nas
propriedades cadastradas, as médias foram de 627 NMP/mL e 136 NMP/mL para coliformes a
30°C e coliformes a 45°C, respectivamente, enquanto que nas propriedades ndo cadastradas
foram de 1202 NMP/mL e 1104 NMP/mL (Resende, 2010).

Em QMA de Arax4, as contagens de coliformes a 30°C e Escherichia coli variaram de 0 UFC/g
a 3,2x10° UFC/g, com média de 1,5x10* UFC/g, e de 0 UFC/g a 1,7x10° UFC/g, com média de
103 UFC/g, respectivamente (Araujo, 2004). Valores inferiores de contagens foram encontrados
em queijo do Serro, em que coliformes a 30° C apresentaram contagens médias de 4,4x103
UFC/g e Escherichia coli de 1,7x102 UFC/g (Santos, 2010).

As contagens de coliformes totais e fecais em queijo Serrano, no verdo, de 5,8x10° UFC/g e de
3,9x10° UFC/g, respectivamente, foram superiores as contagens encontradas no inverno de
9,5x10* UFC/g e de 8,3x103 UFC/g, aos 7 dias de maturacdo (Souza et al ., 2003). Tendéncia
semelhante foi relatada em trabalho realizado em QMA de Campo das Vertentes em que as
contagens médias de coliformes a 30°C e a 45°C, na época das chuvas, de 6407 NMP/g e 5545
NMP/g, respectivamente, foram superiores as contagens encontradas na seca, de 889 NMP/mL
e 513 NMP/mL (Oliveira, 2014).

Com relacdo aos niveis de contaminacdo por coliformes totais em 127 amostras de queijo
coalho analisados, 56 (44,1%) ndo apresentaram crescimento deste micro-organismo, 15
(11,8%) apresentaram contagem entre 10t UFC/g e 5x102 UFC/g e 56 (44,1%) tinham mais de
5x102 UFC/g. Destas amostras analisadas, 44,1% ainda se encontravam acima do limite
aceitavel de 5,0x102 UFC/g de coliformes termotolerantes (Duarte et al ., 2005).

Em estudo realizado em queijo artesanal Feta, grego, as contagens de coliformes totais variaram
de 1,5 UFC/g a 1,8x10° UFC/g, ao longo de 60 dias de maturacio. Ja as contagens de
Escherichia coli variaram de 4,2 UFC/g a 8x10* UFC/g (Manolopoulou et al ., 2003). Valores
altos também foram reportados por Alegria et al . (2009) ao analisarem queijos Casin, no qual
as contagens médias de coliformes variaram de 3,5x10° UFC/g a 2,9x10° UFC/g, em queijos
maturados por 30 dias. Por outro lado, de 108 amostras de queijos Serrano analisadas, 37
(34,26%) e 39 (36,11%) apresentaram contagens acima de 103 UFC/g para coliformes totais e
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Escherichia coli, respectivamente, sendo que houve uma diminuicdo significativa na populacao
de E. coli ap6s 30 dias de maturacdo (Melo et al ., 2013).

3.7.2. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. pertencem a familia Micrococcaceae, sdo cocos Gram e catalase positivo,
imdveis, ndo-esporulados e, geralmente, ndo-encapsulados (Jay et al ., 2005). A presenca de
Staphylococcus spp. no QMA pode estar associada a condi¢des precarias de higiene durante a
elaboracdo do produto, utilizacdo de temperaturas improprias para a sua conservagao, periodo
de maturacgdo inadequado do queijo, bem como a presenca de vacas com mastite no rebanho,
determinando uma ma qualidade da matéria prima. Estima-se que cerca de 30 a 50% da
populacdo humana seja portadora assintomatica de Staphylococcus spp., sendo as fossas nasais,
a cavidade oral, pele e pélo, os locais de predilecdo do micro-organismo no homem. Por esta
razao, a manipulacdo inadequada do QMA é uma importante fonte de contaminagdo do produto
final (Stamford et al ., 2006).

Bactérias do género Staphylococcus estdo entre os patdgenos mais relacionados a surtos de
intoxicacdo alimentar, sendo o leite e os derivados lacteos, principalmente os queijos, 0s
alimentos mais associados a ocorréncia de casos de intoxicacao alimentar estafilococica (Borges
etal ., 2008).

A intoxicagdo alimentar estafilocdcica se manifesta no homem na forma de gastroenterite
aguda, com nausea, vomitos e diarreia. E resultante da ingestdo de toxinas produzidas e
liberadas por algumas cepas de Staphylococcus spp. quando presentes em populagfes elevadas
(10°-10° UFC/mL ou UFC/g) e sob condi¢des adequadas (temperatura, pH, atividade de agua e
0,), durante o seu desenvolvimento e a multiplicagdo no alimento contaminado. Estas toxinas
sdo resistentes a acdo de enzimas gastricas e jejunais, mantendo sua atividade no trato digestivo
apos ingestdo, além de serem estaveis ao aguecimento (Le Loir et al., 2003).

Staphylococcus spp. sdo tradicionalmente agrupados em duas categorias, de acordo com a
capacidade de coagular o plasma, um importante fator de viruléncia do micro-organismo:
coagulase positivo e coagulase negativo (Trabulsi e Alterthum, 2005). Entre as espécies
coagulase positivo, Staphylococcus aureus é a mais freqlientemente associada a casos e surtos
de intoxicacdo alimentar em queijos (Borges et al ., 2008). Embora a legislacdo determine
apenas a pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo, ja foram relatados alguns surtos de
intoxicacdo estafilocdcica associados as espécies coagulase negativo (Carmo et al ., 2002).

Trinta e trés amostras (82,5%) de queijos Minas artesanais da regido do Serro apresentaram
contagens de Staphylococcus coagulase positivo acima de 10° UFC/g, estando improprias ao
consumo humano. Este micro-organismo foi o contaminante mais frequente, com contagem
média de 1,2x10° UFC/g, sendo que 21 amostras (53%) apresentaram contagens acima de 10°
UFC/g. Neste caso, o risco de producdo de enterotoxinas é existente (Nicolau et al ., 2001).
Ainda neste estudo, o queijo recém elaborado apresentou contagem média de 2,5x10° UFC/g.
Com a maturagdo por 30 dias do queijo, houve reducgdo (p<0,01) desta contagem para cerca de
1,3x10" UFC/g (Brant et al ., 2007). Os resultados deste experimento sdo similares aos
relatados por Lubeck et al . (2001) que verificaram 100% das amostras de queijos coloniais da
regido do Parana contaminadas com elevadas contagens de Staphylococcus aureus, sendo a
contagem média encontrada de 5,9x10° UFC/g.
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A contagem média de Staphylococcus spp. em QMA da Serra da Canastra, maturado a
temperatura ambiente, foi de 1,9x10* UFC/g, na chuva, e de 3,2x10% UFC/g, na seca, sendo as
médias iguais (p<0,05) (Dores et al ., 2013). O oposto foi descrito em QMA de Campo das
Vertentes que apresentou contagens médias de Staphylococcus coagulase positivo de 1,1x10°
UFC/g, na chuva superior (p<0,05) a contagem de 2,6x10* UFC/g encontrada na seca. Da
mesma forma, contagem de Staphylococcus aureus em QMA do Serro, aos 8 dias de maturagéo,
de 2,5x10% UFC/g nas aguas foi superior a contagem encontrada de 1,1x102 UFC/g na seca
(Martins, 2006).

Em trabalho realizado em queijo Minas artesanal elaborado na regido da Serra da Canastra, ndo
houve diferenca (p>0,05) entre as médias dos resultados da contagem de Staphylococcus spp.,
considerando o nivel de cadastramento das propriedades. A média nas propriedades cadastradas
foi 1,2x10®° UFC/g, e nas propriedades ndo cadastradas 2,1x10° UFC/g (Resende, 2010).
Contagens semelhantes foram descritas em trabalho realizado em queijo Serra da Estrela, em
que as contagens médias de Staphylococcus spp. variaram de 9,8x10° UFC/g a 5x10’ UFC/g, ao
longo de 180 dias de maturagdo, quando o leite usado na producdo nao havia sido refrigerado
(Dahl et al ., 2000).

Trinta e seis das 108 (33,33%) amostras analisadas de queijo Serrano exibiram contagens de
Staphylococcus aureus acima de 102 UFC/g, valor estabelecido como maximo pela legislacdo
vigente para Staphylococcus coagulase positivo. Foi observada uma diminuicdo na contagem
deste micro-organismo dos 15 aos 45 dias e, ap6s este periodo, houve um aumento na sua
populacdo (Melo et al ., 2013).

Staphylococcus aureus foi encontrado em contagens médias de 1,1x10% UFC/g em QMA do
Serro (Santos, 2010). Contagens superiores deste micro-organismo foram relatadas em QMA de
Araxé, em que os valores se encontraram dentro da faixa de 0 UFC/g a 9,3x10" UFC/g, com
média de 6,2x10* UFC/g (Arajo, 2004).

Staphylococcus coagulase positivo foi observado em 72,7% das amostras de gqueijo de coalho e
84,7% das amostras de queijo de manteiga, com contagens variando de 7,0x10* UFC/g a 1,3x10°
UFC/g e 2,4x10° UFC/g a 8,6x10° UFC/g, respectivamente, no Rio Grande do Norte (Feitosa et
al ., 2003). Contagens inferiores foram descritas por Borges et al . (2008) ao avaliarem uma
linha de producdo de queijo coalho. Neste estudo, Staphylococcus spp. apresentou contagens de
<10t UFC/g até 2,6x10° UFC/g e Staphylococcus coagulase positivo de <10t UFC/ga 2,0 x 102
UFC/g. Baixas contagens de Staphylococcus coagulase positivo também foram encontradas em
pesquisa realizada em queijos coloniais com e sem inspe¢do, da microrregido de Francisco
Beltrdo-PR, no qual todas as amostras apresentaram valor inferior a 1x10t UFC/g (Silva e Silva,
2013).

3.7.3. Salmonella spp.
O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, sendo um bastonete Gram
negativo, ndo esporulado, anaerébio facultativo e geralmente moével, com presenca de flagelos.
E um dos principais agentes responsaveis por casos de toxinfecgdes alimentares, associada ao
consumo de queijos.

Normalmente, encontrada no trato intestinal de animais domésticos e selvagens, especialmente
aves e repteis, Salmonella spp. tem como principais veiculos de disseminacdo alimentos e a
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agua (Jay et al ., 2005). A contaminacdo do queijo por Salmonela spp. pode ocorrer devido ao
controle inadequado de temperatura, manipulacdo incorreta ou contaminacao cruzada (Forsythe,
2002). Estudos em queijos contaminados por Salmonella spp. demonstram a capacidade destas
bactérias de se manterem viaveis por longo periodo de tempo (Borges et al ., 1990; Modi et al .,
2001), o que ressalta a importancia do controle de qualidade microbioldgica do produto, visto
que a legislacdo brasileira estabelece auséncia desta bactéria em alimentos.

Em estudo com queijo maturado, sob refrigeragdo, do Serro, uma de oito amostras, no periodo
das aguas, apresentou Salmonella spp. aos 8 e 15 dias de maturacdo. Aos 22 dias, Salmonella
spp. ndo foi mais isolada (Martins, 2006). De forma semelhante, Salmonella sp. foi verificada
em uma das 20 amostras de queijos Minas frescais comercializado na cidade de Uberlandia —
MG (Grandi e Rossi, 2006).

Sousa et al . (2006) encontraram 30% das amostras positivas para Salmonella spp. em queijos
Minas meia cura informais vendidos na cidade de Jacarei-SP. Em trabalho semelhante, no
mesmo tipo de queijo, ndo foi encontrada Salmonella spp. em 161 amostras analisadas na
cidade de Séo Paulo (Pedrosa, 2010).

Salmonella spp. foi detectada em 9% das amostras de queijo de coalho e em 15% das de queijo
de manteiga produzidos no estado do Rio Grande do Norte (Feitosa et al ., 2003). Em estudo
realizado em queijos de coalho, produzidos e comercializados no estado de Pernambuco, 5,5%
das 127 amostras analisadas foram positivas para Salmonella spp. (Duarte et al ., 2005).

Nenhuma amostra de queijo apresentou contaminacdo por Salmonella spp. em anélise de QMA
do Serro (Brant et al ., 2007), QMA de Araxa (Araljo, 2004), QMA de Campo das Vertentes
(Oliveira, 2014) e QMA comercializado em feiras livres (Rezende et al ., 2010). Da mesma
forma, ndo foi detectada Salmonella spp. em queijos artesanais comercializados nos EUA
(Brooks et al ., 2012), em queijos coloniais com e sem inspe¢do, da microrregido de Francisco
Beltrdo- PR (Silva e Silva, 2013) e em queijo Serrano (Melo et al ., 2013).

3.7.4. Bactérias acido-laticas

O grupo das BAL compreende os géneros de bactérias Gram positivo que sdo classificadas
morfologicamente como bastonetes ou cocos ndo esporulados. Esses micro-organismos podem
ser aerobios, microaerdfilos ou anaerdbios facultativos e utilizam preferencialmente a lactose
como fonte de carbono. A fermentacdo pode ser do tipo homofermentativa, quando ha producéo
de intensa quantidade de acido latico, ou heterofermentativa, quando outras substancias, além
do &cido latico, como o 4cido acético, diéxido de carbono e etanol, sdo também produzidas
durante a fermentacédo da lactose (Poffo e Silva, 2011).

O grupo das BAL compreende bactérias Gram positivo dos géneros Aerococcus,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Zhang e Cai, 2014). As
bactérias acido-laticas estdo amplamente distribuidas na natureza, particularmente no leite e no
caso do QMA, no soro-fermento. Elas sdo também habitantes dos tratos digestivo, respiratério
superior e urogenital inferior dos animais (Hove et al., 1999).

As BAL constituem importante exemplo de micro-organismos desejaveis presentes nos QMA,
pois desempenham um papel importante na inocuidade alimentar desse produto, além de
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contribuir para seu sabor caracteristico. Ao fermentar a lactose presente no queijo, produzem
acidos organicos, evitando assim que esse carboidrato seja utilizado como substrato para
fermentacOes indesejaveis (Bruno e Carvalho, 2009). Esta fermentacdo reduz o pH do meio,
inibindo o crescimento de certos micro-organismos patogénicos. Além do efeito desejavel de
acidificacdo, as BAL produzem substancias antagonistas aos micro-organismos indesejaveis,
entre elas as bacteriocinas (Riley e Wertz, 2002).

As bacteriocinas sdo peptideos ou proteinas sintetizados no ribossomo e liberados no meio
extracelular que apresentam acéo bactericida ou bacteriostatica sobre bactérias Gram positivo,
dentre elas importantes patdégenos de veiculagdo alimentar, como Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus (Alexandre et al ., 2002;
Guedes Neto et al ., 2005; Martins et al ., 2006).

Costa (2010) e Andrade (2012) avaliaram a atividade antagonista in vitro de bactérias &cido-
laticas isoladas de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra frente a bactérias de referéncia,
entre elas Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli, e
verificaram elevada capacidade de inibicdo principalmente pelos microrganismos do género
Lactobacillus. Mais recentemente, foi atribuida as bactérias acido-laticas a capacidade de
minimizar o potencial toxigénico de Staphylococcus spp. quando presentes em uma mesma
microbiota (Seridan et al ., 2012). Além de controlar o crescimento de microbiota indesejavel,
as BAL podem ainda exercer efeitos benéficos a salide do hospedeiro. Ainda que, muitas vezes
seja preciso testa-las in vivo, tais micro-organismos apresentam potencial probiético (Pisano et
al ., 2008; Andrade, 2012; Acurcio, et al ., 2014;).

A identificacdo das BAL isoladas a partir de alimentos pode ser realizada por métodos que
envolvem o cultivo do micro-organismo, métodos fenotipicos-bioquimicos e, por fim, métodos
moleculares. A identificacdo de espécies de bactérias acido-laticas usando apenas os primeiros
dois métodos citados apresenta limitagdes, sobretudo em relacéo a sensibilidade do método, no
qual, muitas vezes ndo permite a distincdo clara entre espécies ou cepas. Os métodos
moleculares, por sua vez, apresentam como caracteristicas a reprodutibilidade, automacao e
rapidez, sendo, muitas vezes, independentes de cultivo (Kalliopi et al ., 2004).

Diversos métodos moleculares tém sido desenvolvidos como alternativa segura para
identificacdo e classificacdo das bactérias acido-laticas em queijos Minas artesanais. Em sua
grande maioria, baseiam na amplificacdo de genes especificos pela reacdo de polimerizacdo em
cadeia (Polymerase Chain Reaction - PCR) (Randazzo et al ., 2009).

A identificacdo de BAL envolvidas na producdo e maturagdo de queijos artesanais tem sido
objeto de estudo em varias regides do mundo (Ouadghiri et al ., 2005; Dolci et al ., 2008). No
QMA, as BAL predominantes foram as pertencentes aos géneros Lactococcus, Streptococcus,
Lactobacillus e Enterococcus (Leite, 1993; Borelli et al ., 2006a; N6brega, 2007; Resende et al
., 2011).

Em queijo artesanal produzido na regido da Serra do Salitre, Minas Gerais, a contagem média
de BAL foi de 1,4 x10° UFC/g, sendo as espécies de bactérias laticas mais frequentes:
Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis e Streptococcus agalactiae, sendo esta Gltima espécie
comumente associada a mastite nas vacas. Apenas as populacBes de Enterococcus spp.,
Enterococcus faecalis e Leuconostoc mesenteroides apresentaram aumento significativo durante
a maturacdo do queijo (Lima et al ., 2009). Contagens altas foram também relatadas em
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pesquisa de BAL em QMA do Serro maturado por uma semana, a temperatura ambiente, em
que a média encontrada foi de 7,9x10" UFC/g (Santos, 2010).

A contagem de bactérias acido-laticas em queijo Minas artesanal de propriedades ndo
cadastradas localizadas na regido da Serra da Canastra foi de 3,0x10" UFC/g no meio MRS, e de
10® UFC/g no meio M17. Lactobacillus foi 0 género de BAL mais frequentemente isolado,
sendo Lactobacillus rhamnosus a espécie mais frequente dentro deste género, seguido por
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus hilgardii e Lactobacillus
paraplantarum (Resende et al ., 2011).

Em estudo realizado com QMA de Campo das Vertentes as contagens médias de BAL no
periodo seco de 8,3x10° UFC/g no meio MRS e de 9,5x10° UFC/g no meio M17 foram
superiores as contagens encontradas no periodo chuvoso de 1,6x10® UFC/g e 1,7x10® UFC/g,
nos meios MRS e M17, respectivamente (Oliveira, 2014).

No queijo portugués Serra Estrela, Dahl et al . (2000) observaram que as bactérias laticas foram
dominantes durante todo o periodo de maturacdo, variando de 10" UFC/g a 10° UFC/g. Neste
trabalho, os principais géneros encontrados foram: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc e
Enterococcus. Resultados semelhantes foram encontrados por Borelli (2002), que encontrou alta
contagem populacional de bactérias laticas, entre 10° e 10° UFC/g no queijo da Serra da
Canastra.

Estepar et al . (1999), ao avaliarem a microbiota latica do queijo artesanal Pefiamellera feito a
partir de leite cru, no norte da Espanha, verificaram a predominancia dos géneros Lactococcus e
Leuconostoc em contagens que variaram de 10°a 10° UFC/g. Lactobacillus spp. foram
encontrados em niveis subdominantes com contagens médias de 5,0 x 10" UFC/g.

Queijos artesanais Roncal e ldiazabal elaborados artesanalmente na Regido autdbnoma de
Navarra, Espanha, apresentaram contagens médias de 1,4x10°> UFC/g de Enterococcus spp.,
sendo as espécies mais encontradas Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus
durans e Enterococcus avium (Arizcum et al ., 1997). Resultados semelhantes foram
encontrados em pesquisa realizada em queijos artesanais Asiago, Montasio, Monte Veronese e
Fontina produzidos na Italia. Dos 124 isolados de Enterococcus spp, 82 foram identificados
como Enterococcus faecalis, 27 como E. faecium, nove como E. durans, quatro como E.
gallinarum e dois como E. hirae (Andrighetto et al ., 2001).

Elevadas contagens de BAL (>10° UFC/g) foram encontradas em queijos Cebreiro, um queijo
fresco pouco maturado elaborado a partir de leite cru no nordeste da Espanha. De um total de
126 isolados de bactérias acido-laticas, 59 foram identificadas como Enterococcus spp. (38
como Enterococcus faecalis), 30 como Lactococcus spp. (24 como Lactococcus lactis subsp.
lactis), 25 como Leuconostoc spp. (14 como Leuconostoc mesenteroides) e seis foram
identificadas como lactobacilus mesofilicos. Micrococcus ocorreu em baixas contagens (<10°
UFC/g) (Centeno et al ., 1996).

Em queijos artesanais da lIrlanda, Lactococcus foi o género mais isolado seguido de
Lactobacillus. Ao longo da maturagdo do queijo houve aumento significativo na prevaléncia de
Lactobacillus spp. (Quigley et al ., 2012). Resultado semelhante foi visto em queijo pecorino,
na Toscana, Italia, no qual Lactococcus lactis foi a espécie de bactéria Acido-latica mais
frequente (Turchi et al ., 2013).
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Lactococcus lactis, Lactobacillus paracasei, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, e Leuconostoc mesenteroides foram as espécies mais prevalentes em
queijo Ossau-Iraty, um queijo artesanal produzido no sudoeste da Franca a partir de leite cru de
ovelha. Lactococcus spp. atingiu as maiores contagens no queijo (5x10 a 1,6x10° UFC/g),
seguido de Leuconostoc spp. (1,9x102 a 6,3x10" UFC/g) e de Enterococcus spp. (1,6x102 a
3,2x10° UFC/g). Ao longo da maturagdo de 120 dias, Lactobacillus foi o género que mais
apresentou crescimento na sua contagem, saindo de uma contagem de 10t UFC/g para 1,3x10’
UFC/g (Feutry et al ., 2012).

Em estudo realizado em queijo artesanal Feta, grego, a contagem média de BAL variou de
4x10* UFC/g, no dia da producdo, a 2,1x10® UFC/g, com 120 dias de maturacéo. Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus pentosus e Lactobacillus paraplantarum foram os micro-organismos
mais encontrados durante a maturacdo do queijo. Streptococcus thermophilus e Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus foram detectados em niveis elevados até 20 dias de maturacéo, e
entdo, gradualmente, reduzidos aos 120 dias de maturacdo. Enterococcus faecium foi
encontrado em todas as etapas de fabricacdo e de maturagdo do queijo (Manolopoulou et al .,
2003). Contagem alta de BAL também foi encontrada em queijo artesanal Corrientes, argentino,
com média de 5,3x108 UFC/g (Vasek et al ., 2013).

Em estudo realizado em queijo artesanal Castelmagno PDO da regido do Vale de Grana,
noroeste da Itdlia, bactérias acido-laticas foram identificadas e quantificadas em altas
proporc¢des pela utilizacdo de métodos dependentes e independentes de cultivo celular. Métodos
dependentes de cultura destacaram o dominio inicial de uma populagdo estreptocdcica, com a
predominancia das espécies Streptococcus thermophilus e S. agalactiae. Lactococcus spp.
ocorreu entre os isolados durante a elaboracdo e no primeiro més de maturagdo do queijo, com
médias de 1,26x10° a 3,9x10° UFC/g, sendo Lactococcus lactis a espécie mais frequente.
Lactobacillus spp. apresentaram contagens médias entre 1,26x10° a 1,3x10° UFC/g, durante os
150 dias de maturacdo, sendo Lactobacillus plantarum e Lactobacillus casei as espécies
prevalentes, ao longo deste periodo. Andlises independentes de cultura salientaram o papel
inegavel de Lactococcus lactis, ativamente, envolvido no processo de elaboracdo e maturacdo
do queijo Castelmagno PDO. Lactobacillus helveticus, embora ndo tenha sido identificado em
meios seletivos de cultura, foi detectado em amostras de queijos curados, por método
independente de cultivo. Por outro lado, Lactobacillus plantarum que foi amplamente isolado a
partir das placas, entre os Lactobacillus presentes, ndo foi detectado por andlise direta.
Enterococcus spp. desenvolveram com uma tendéncia semelhante a Lactococcus spp. e
Lactobacillus spp., porém, com menores contagens médias, apresentando no maximo 3,2x10°
UFC/g no queijo recém produzido (Dolci et al ., 2010). Resultados semelhantes, usando a
mesma tecnologia, foram descritos por Alegria et al . (2009) ao analisarem queijos Casin,
espanhol, com a excec¢do da identificacdo de Leuconostoc spp. em contagens que variaram de
1,6x10% a 1,7x10° UFC/g, ao longo de 30 dias de maturacdo do queijo.

3.7.5. Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras sdo micro-organismos significativos no processo de maturacdo do queijo
(Ferreira e Viljoen 2003; Fadda et al ., 2004). Quando presentes no queijo podem contribuir
positivamente para o desenvolvimento do sabor durante a fase de maturacgdo, devido a producéo
de etanol, acetaldeido, etilacetato e etil butirato, resultantes da fermentacdo da lactose
(Welthagen e Viljoen, 1999). Em contraste, podem também levar a deterioracdo do produto,
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como a producdo de gas, descoloragdes, mudancas na textura e no sabor dos queijos (Borelli et
al ., 2006b).

Borelli et al. (2006b) ao analisarem queijo da Serra da Canastra encontraram contagens entre
2,5x10% UFC/g a 7,9x10” UFC/g de bolores e leveduras. Em queijos Minas artesanais da Serra
do Salitre as contagens médias de bolores e leveduras foram de 1,8x10* UFC/g, variando de
5,6x102 a 10° UFC/g (Lima et al .,2009). Em amostras de queijos coloniais, com e sem inspecéo,
da microrregido de Francisco Beltrdo- PR foram encontradas contagens entre 2 x10* a 2,4x10°
UFC/g (Silva e Silva, 2013)

A contagem de bolores e leveduras variou de 1,9x10* a 4,8x10® UFC/g nas amostras queijo de
coalho e de 1,5x10* a 2,8x10® UFC/g nas amostras de queijo de manteiga, produzidos no Rio
Grande no Norte (Feitosa et al ., 2003). Alta contagem também foi relatada na avaliacdo de
bolores e leveduras em QMA elaborado em queijarias ndo cadastradas na regido da Canastra,
em que a média foi de 1,2x10° UFC/g (Resende, 2010).

As contagens de bolores e leveduras em queijo Serrano, aos 7 dias de maturacdo no verdo foram
de 5x10° UFC/g e 1,1x10° UFC/g, respectivamente. Estes valores foram superiores aos
encontrados no inverno, de 3,3x102 UFC/g e 3,2x10° UFC/g, respectivamente. Esta diferenca
entre as estacGes nao foi observada no queijo maturado por 14 dias, que apresentou contagem de
bolores e leveduras de 4,7x103 UFC/g e 6,5x10* UFC/g, respectivamente, no verdo, e de 4,4x102
UFC/g e 3,9x10* UFC/g, no inverno (Souza et al ., 2003). De forma semelhante, ndo foram
observadas diferencas nas contagens de bolores e leveduras em QMA de Campo das Vertentes
entre o periodo seco, que apresentou contagens médias de 10° UFC/g e o periodo chuvoso, com
contagem média de 2,2x10° UFC/g (Oliveira, 2014).

Em estudo realizado em queijo Pecorino Crotonese, produzido no sul da Italia, foi reportada alta
contagem de leveduras, em média de 10° UFC/g. Esta contagem se manteve alta durante todo o
periodo de maturacao analisado (60 dias) (Gardini et al ., 2006). Da mesma forma, em pesquisa
realizada em queijo artesanal Feta, grego, a contagem de leveduras variou de 3,8x102 UFC/g a
1,6x10° UFC/g, ao longo de 120 dias de maturacdo (Manolopoulou et al ., 2003).

Em trabalho realizado em queijo Serra da Estrela, Portugal, as contagens médias de bolores
cairam de 2,1x10" UFC/g aos 60 dias de maturacdo, para 1,6x10* UFC/g, aos 150 dias de
maturacdo. Ao final de 180 dias de maturagdo, ndo houve mais a contagem de bolores no queijo
(Dahl et al ., 2000). Resultado semelhante foi observado em queijos artesanais Sardo, italianos,
que apresentaram contagens médias de bolores de 4x10% UFC/qg, apds 48hs de fabricacao, e
reducdo, significativa, das contagens para 4,5 UFC/g apds 9 meses de maturacdo (Fadda et al .,
2004).

Em estudo realizado em queijo artesanal Castelmagno PDO, leveduras atingiram os maiores
valores, correspondentes a 7,9x10* UFC/g e 3,2x10° UFC/g, no nicleo e na camada sob a casca,
respectivamente, em queijos curados por 30 dias. Houve reducgdo gradativa destas contagens
para cerca de 102 UFC/g no queijo curado por 150 dias (Dolci et al ., 2010). Resultados
semelhantes foram descritos por Alegria et al . (2009) ao analisarem queijos Casin, espanhol, no
qual as contagens médias de bolores e leveduras variaram de 2,4x103 a 10" UFC/g, em queijos
maturados por 30 dias.
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Em diferentes queijos elaborados a partir de leite cru coletados de varias fontes nos EUA, 24
das 41 amostras apresentaram contagens entre 10t e 10 UFC/g de bolores e leveduras (Brooks
etal ., 2012).

3.8.  Qualidade fisico-quimica de queijos artesanais

As caracteristicas fisico-quimicas de um queijo sdo determinadas, inicialmente, pela
composicdo das matérias-primas utilizadas, pela técnica de fabricagdo empregada, pela condi¢do
ambiental, como umidade do ar, temperatura e ventilacdo, a que esse queijo é submetido e pelo
tipo de cultura de BAL presentes tanto em seu inicio quanto em sua fase final de maturagdo.
Diferencas nos resultados dos parametros fisico-quimicos entre queijos Minas artesanais
também podem ser justificadas pela grande variacdo na quantidade do fermento endégeno e do
coalho adicionados ao leite e no tempo de coagulagio da massa, durante sua produgéo (Borelli,
2002; Ornelas, 2005; Silva, 2007).

3.8.1. Extrato seco total

O extrato seco total (EST) esta relacionado com as quantidades de nutrientes totais presentes no
queijo. E representado pelo teor de gordura, lactose, proteina e minerais no produto final
(Melicio et al ., 2005). Em queijo Minas artesanal, a legislacdo determina um valor minimo de
54,1% (Minas Gerais, 2008).

Queijos Minas artesanais produzidos na microrregido do Serro apresentaram EST de 52,18 %,
enquanto que na Serra da Canastra e no Cerrado estes valores foram de 52,80% e 51,77%,
respectivamente (Oliveira et al ., 2013).

A porcentagem de EST em queijos Minas artesanais da Serra da Canastra foi avaliada por Silva
et al . (2011) em duas estacbes do ano. No verdo, o EST foi de 55,07% e no inverno, de 57,47%.
N&do houve diferenca (p>0,05) entre os periodos avaliados. Costa Junior et al . (2009) ao
avaliarem este mesmo queijo da Serra da Canastra, por meio de analise estatistica descritiva,
encontraram EST de 61,2 % no periodo verdo e 48% no periodo inverno. Em propriedades ndo
cadastradas, localizadas ainda na regido da Serra da Canastra, 0 EST de QMA foi de 56,51%
(Resende, 2010).

Queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes apresentou EST de 67,4 % no periodo chuvoso
e 61% no periodo seco (Moreno, 2013). Resultados semelhantes foram descritos por Oliveira
(2014) ao avaliar este mesmo queijo na regido, no qual os valores de EST para o periodo
chuvoso e de seca foram de 63,17% e 60,55%, respectivamente. Em ambos os trabalhos, ndo
houve diferenca (p>0,05) de EST nos queijos entre os periodos avaliados.

3.8.2. Umidade

A determinacdo de umidade no queijo é uma das medidas mais importantes na sua avaliagdo
fisico-quimica, uma vez que esti relacionada com a qualidade, composi¢cdo dos queijos e,
sobretudo, com a seguranga de consumo deste produto, podendo afetar o tempo de estocagem,
embalagem e processamento. Sabe-se gque a quantidade de dgua no queijo pode determinar a
microbiota presente no produto e, assim, permitir maiores ou menores contagens de patdgenos
(Zottola e Smith, 1991).
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O teor de umidade em um queijo é determinado por uma série de fatores como o tamanho do
grdo obtido no corte da coalhada, velocidade, tempo e temperatura de mexedura da massa,
temperatura e umidade relativa do ar, o teor de sal presente e 0 tempo de maturagdo do queijo.
A legislagdo quanto a umidade em queijo Minas artesanal determina méaximo de 45,9% de
umidade do produto. Desta forma, ele pode ser classificado como um queijo de média umidade
pela legislacéo federal vigente (Brasil, 1996; Minas Gerais, 2008).

Queijos Minas artesanais das microrregides do Serro, Serra da Canastra e Cerrado apresentaram
umidade média de 47,83%, 44,90% e 46,50%, respectivamente. (Oliveira et al ., 2013). Pinto
(2004) ao avaliar o QMA do Serro encontrou umidade media de 48,22%, enquanto Machado et
al . (2004) encontraram valor médio de umidade de 50,84% em queijos da mesma regiao.

A umidade média de queijo Minas artesanal de propriedades localizadas na regido de Araxa foi
de 45,05%, variando de 39% a 49,45% (Araujo, 2004). Em trabalho semelhante, com
propriedades ndo cadastradas na regido da Serra da Canastra (Minas Gerais), a umidade média
dos QMA foi de 43,49% (Resende, 2010). Em outro estudo, na mesma regido, a umidade de
QMA foi de 44,93% no verdo e 42,52% no inverno (Silva et al ., 2011). Resultados diferentes
foram descritos por Costa Junior et al . (2009) que encontraram umidade de 38,8% no verdo e
52% no inverno, Nno mesmo queijo mencionado.

Em trabalho realizado na regido de Campo das Vertentes, a umidade média dos QMA
analisados foi de 32,6%, no periodo chuvoso, e de 39%, no periodo seco (Moreno, 2013).
Oliveira (2014), em pesquisa com QMA da mesma regido, encontrou valores de 36,83% e
39,45%, nos periodos de chuvas e seca, respectivamente. Em ambos os estudos, ndo houve
diferenca (p>0,05) entre os periodos avaliados. Valor superior de umidade foi relatado em QMA
de S&do Jodo del-Rei, municipio de Campo das Vertentes, em que a porcentagem de umidade
presente nos queijos foi em meédia de 58,3% (Oliveira, 2010).

A umidade média de queijos artesanais produzidos em diferentes regides dentro e fora de Minas
Gerais é bastante variavel. Em feiras livres da cidade de Uberlandia-MG, a umidade média de
QMA foi de 40,87%, enquanto que os produzidos em Montes Claros foi de 48,05% (Rezende et
al ., 2010; Lempk et al ., 2013). Em queijos artesanais da regido de Londrina-PR, a umidade
variou de 34,66% a 68,96% (Ricardo et al ., 2011). Em queijo coalho artesanal produzido em
Calcado, Pernambuco, o valor médio de umidade dos queijos estudados foi de 55,40% (Freitas
Filhoetal ., 2012).

Em queijo de coalho processado a partir de leite cru, a semelhanca do QMA, no sertdo
alagoano, a porcentagem média de umidade foi de 45,50% (Silva et al ., 2010). A semelhanca
deste trabalho, a umidade média de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, aos oito dias de
maturagdo a temperatura ambiente, foi de 45,42% nas aguas e de 44,79% nas secas. Nao houve
diferenca (p>0,05) nas umidades médias avaliadas (Dores, 2007).

3.8.3. Gordura

A gordura é um dos principais componentes responsaveis pela caracteristica sensorial do QMA.
Ao longo da maturacdo, a lipolise representa uma importante reacdo bioquimica para o
aparecimento do aroma e textura desejados ao produto final. No queijo, as lipases podem provir
do leite, do coagulante e das bactérias iniciais, sobretudo, os bolores, que sdo os micro-
organismos mais lipoliticos presentes (Choisy et al ., 1987).
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A composic¢do de gordura no queijo varia conforme a composicdo do leite do qual € obtido, que
pode apresentar diferencas significativas no seu teor de gordura conforme o periodo do ano e
periodo do dia em que foi coletado, grau de sangue do rebanho e fase de lactagdo dos animais
(Costa et al ., 1992). Esta variagdo é mais fortemente observada no QMA, devido ao fato de ser
produzido com o teor de gordura original do leite cru, ou seja, a partir de leite ndo padronizado.
Além disso, diferentes periodos de maturacdo do QMA determinam diferengas no processo de
evaporacdo, que determinam queijos com maiores ou menores concentracdes de gordura no
produto final (Costa Junior et al ., 2009).

Queijos Minas artesanais da regido da Serra da Canastra, Serro e Cerrado apresentaram
porcentagem média de gordura de 23,62%, 28% e 27,62%, respectivamente. O queijo da Serra
da Canastra apresentou teor de gordura inferior (p<0,05) ao encontrado nos queijos das demais
regides (Oliveira et al ., 2013).

Em queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, a porcentagem de gordura presente nos queijos
foi de 27,6%, no verdo, e de 21,8%, no inverno (Costa janior et al ., 2009). Silva et al . (2011)
ao avaliar este mesmo queijo, nos dois periodos do ano, encontrou valores de 27,59% de
gordura no verdo e de 28,51% no inverno.

A porcentagem de gordura de queijo Minas artesanal de propriedades ndo cadastradas,
localizadas na regido da Serra da Canastra, foi de 27,58%. Ja em trabalho realizado na mesma
regido em queijo da Serra da Canastra, aos 8 dias de maturacdo a temperatura ambiente, foi
encontrado um valor médio de 26,88%, nas aguas, e 30,19%, na seca (Dores, 2007). Nao houve
diferenca (p>0,05) entre os periodos avaliados.

Queijo Minas artesanal de Araxa apresentou porcentagem de gordura média de 28,29%, com
minimo de 23% e maximo de 35,5% (Aradjo, 2004). Resultados semelhantes foram descritos
em pesquisa realizada no QMA do Serro em que a porcentagem de gordura presente nos queijos
foi de 28,21%, em um trabalho, e de 29,22%, em outro (Pinto, 2004, Machado et al ., 2004).

Em pesquisa realizada em Campo das Vertentes, a porcentagem de gordura nos queijos foi
34,1%, no periodo chuvoso, e de 33,4%, no periodo seco, em queijos de até 30 dias de
maturacdo (Moreno, 2013). Em trabalho semelhante na mesma regido, os valores reportados em
queijos de até 60 dias de maturacdo foram de 38,51%, nas chuvas, e de 32,82%, nas secas. Em
ambos trabalhos, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os periodos estudados (Oliveira, 2014).

Queijos artesanais da regido de Londrina-PR apresentaram teor de gordura entre 26,81% e
56,18% (Ricardo et al ., 2011), enquanto os comercializados na microrregido de Montes Claros
apresentaram em média 26,34% de gordura (Lempk et al ., 2013). Queijo de coalho processado
no sertdo alagoano, a partir de leite cru, apresentou porcentagem de gordura média de 48,16%
(Silva et al ., 2010).

384.  pH

O Potencial Hidrogeniénico (pH) consiste num indice que indica a acidez, neutralidade ou
alcalinidade de um meio qualquer (Scott, 2002). Os valores de pH em queijos Minas artesanais
sdo bastante variaveis, devido as variagdes observadas no processo de elaboragdo deste queijo.
Neste sentido, a quantidade de coalho adicionado ao leite, a qualidade do leite cru, o tipo de
bactéria acido-latica e de outros micro-organismos presente no leite e no pingo e o
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tempo/temperatura de maturagao estdo diretamente relacionados ao valor de pH encontrado no
QMA.

A determinacdo do pH no QMA indica o grau de deterioracdo do queijo (Cecchi, 2003), fator
importante na determinacdo da sua vida Util, além de ser importante indicador da seguranca de
consumo deste produto. A reducdo do pH do queijo, para valores entre 4,5 e 5,5, principalmente
ocasionada pela producdo de 4&cido latico pelas BAL presentes no leite, pingo e,
consequentemente, no queijo, contribui para a prevencdo do crescimento de bactérias
patogénicas e da maioria dos micro-organismos deteriorantes do queijo (Noronha, 2014).

O pH encontrado em queijo Minas artesanal, de propriedades ndo cadastradas localizadas na
regido da Serra da Canastra foi de 5,34 (Resende, 2010). Aos oito dias de maturacdo, este
mesmo queijo quando maturado a temperatura ambiente, apresentou pH de 5,03, nas aguas, e de
5, no periodo seco (Dores, 2007). Em trabalho semelhante, Silva et al . (2011) encontraram, no
verdo, pH médio dos queijos de 5,14 e, no inverno, de 5,36.

QMA de Campo das Vertentes, maturado por 30 dias, apresentou pH de 5,3, no periodo
chuvoso, e 5, no periodo seco (Moreno, 2013). Valores semelhantes foram descritos por Costa
Junior et al ., (2014) em pesquisa realizada na mesma regido, em que o pH do queijos no
periodo chuvoso variou de 5,1 a 5,5 e no periodo seco de 5 a 5,1. Em trabalho realizado em Séo
Jodo del-Rei, municipio pertencente a regido de Campo das Vertentes, o pH médio encontrado
nos queijos foi de 6,04, o maior valor até entdo relatado na regido (Oliveira, 2010).

Em trabalhos realizados na regido do Serro, no mesmo ano, os valores de pH encontrados nos
QMA recém elaborados (6 a 8 dias) foram de 4,75 e 4,98 (Pinto, 2004, Machado et al ., 2004).
Em pesquisa semelhante na regido de Araxa, o valor médio de pH relatado nos queijos foi de
4,85, variando de 4,39 a 5,23 (Aradjo, 2004).

3.8.5. Acidez titulavel

A acidez titulavel em queijos se refere a quantidade de 4cido latico presente em uma amostra
(Cecchi, 2003). Ela pode variar conforme o cultivo latico presente no queijo e no pingo, a
quantidade de sal adicionada ao processo, tempo e temperatura durante a prensagem do queijo,
tamanho do grdo obtido no corte da coalhada, entre outros fatores que variam ao longo de sua
producéo (Scott, 2002).

As bactérias acido-laticas presentes no queijo sdo capazes de fermentar lactose, como substrato
para suas funcdes vitais, levando a formacdo de grande quantidade de &cido latico durante as
fases iniciais de producdo do QMA e ao longo de todo o seu processo de maturagdo. O aumento
da concentragdo de &cido latico no queijo leva a diminuigdo do pH. Entretanto, ndo existe uma
correlagdo entre os valores de acidez e pH encontrados, uma vez que este mede a quantidade de
fons hidrogénio no meio (Scott, 2002) e a acidez a quantidade de acido que esta disponivel para
reagir com uma base (Cecchi, 2003).

Queijos Minas artesanais da regido da Serra da Canastra, Serro e Cerrado apresentaram médias

de acidez de 0,48%, 0,46% e 0,40%, respectivamente. N&o houve diferenca (p>0,05) entre as
regibes avaliadas (Oliveira et al ., 2013).
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Na Serra da Canastra, a acidez relatada em QMA obtidos de propriedades ndo cadastradas foi de
0,65% (Resende, 2010). Aos oito dias de maturacéo, a acidez relatada neste mesmo queijo foi
de 0,76%, no periodo das aguas, e de 0,67%, no periodo da seca (Dores, 2007). Em trabalho
avaliando-se também os dois periodos do ano foi relatado 1,11% de acidez nos queijos
produzidos no verdo e 1,29% nos produzidos no inverno (Silva et al ., 2011).

No Serro, trabalhos revelaram a porcentagem média de acidez titulavel em QMA recém
elaborados (6 a 8 dias) de 0,28% e 0,97% (Machado et al ., 2004; Pinto, 2004). Em Araxa,
QMA apresentaram variagdes de 0,51% a 1,19% de acido latico (Aradjo, 2004).

3.8.6. Proteina total

As diferencas no percentual de proteinas no QMA podem ser decorrentes das etapas de
elaboracdo do queijo, entre elas, perdas protéicas durante o processo de dessora, ocasionando
diminuicdo do rendimento da massa, tempo de maturacdo variavel e a quantidade de coalho
adicionada a massa, que, quando em excesso, pode ocasionar maior protetlise, implicando na
reducdo do teor de proteinas (Spreer, 1991; Scott, 2002). Como resultado de contaminacado
ambiental, a presenca de psicrotréficos no QMA pode contribuir para essa degradacao protéica,
pela acdo de enzimas protedliticas termorresistentes (Wolfschoon-Pombo, 1983).

Queijos Minas Artesanal produzidos nas microrregides do Serro, da Serra da Canastra e do
Cerrado apresentaram 14,08%, 18,51% e 14,55% de proteina, respectivamente (Oliveira et al .,
2013). No Serro, outros dois trabalhos relataram a presenca de 17,06% e 22,40% de proteina nas
amostras analisadas (Machado et al ., 2004; Pinto, 2004).

Na regido da Serra da Canastra, a proteina total de queijo Minas artesanal, de propriedades nao
cadastradas, foi de 23,18%. Aos oito dias de maturacdo, estes queijos apresentaram 24,75% de
proteina, nas aguas, e 24,64%, nas secas (Dores, 2007). Em outros dois trabalhos semelhantes
na regido, Silva et al . (2011) encontraram porcentagens medias de proteina iguais a 24,81% e
23,07%, e Costa Junior et al . (2009) encontraram valores de 22,3% e 19%, no verdo e inverno,
respectivamente, em queijos maturados por até 60 dias. Em nenhum dos trabalhos houve
diferenca significativa entre os periodos estudados.

Em estudo realizado na regido de Campo das Vertentes, a porcentagem média de proteina no
QMA maturado por até 60 dias foi 18% (Oliveira, 2010). Moreno (2013) ao avaliar este mesmo
queijo, ao longo de 30 dias de maturacdo, encontrou valores de 24,1% de proteina, no queijo
produzido no periodo chuvoso, e de 22,57% do queijo produzido no inverno. Resultados
semelhantes foram vistos nos QMA elaborados na regido de Araxa, em que os valores de
proteina nos queijos variaram de 21,83% a 29,86% (Araujo, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1.  Amostragem e aquisicdo de queijo Minas artesanal fresco, 4gua, leite
cru e soro-fermento

Por meio de reunido com técnicos da EMATER, foram relacionados os Unicos seis produtores
de queijo Minas artesanal ndo cadastrados no IMA, na mesorregido de Campo das Vertentes,
que utilizavam soro-fermento. As propriedades rurais estavam distribuidas entres 0s municipios
de S&o Jodo del-Rei, Tiradentes, Prados e Carrancas.

A coleta das amostras, no periodo da chuva, foi efetuada no més de dezembro de 2013, em duas
propriedades, e no més de abril de 2014, quando as outras quatro propriedades passaram a ter
interesse no cadastramento de suas queijarias. A coleta das amostras, no periodo seco, foi
efetuada no més de julho de 2014, nas seis propriedades. Foram recolhidos queijos com um dia
de producéo, tendo em vista que alguns produtores elaboravam apenas um queijo por dia, leite
utilizado para a producdo do queijo, soro-fermento originado do queijo coletado e agua da
queijaria.

A coleta dos queijos foi realizada com papel aluminio estéril, sendo que estes eram retirados
diretamente das prateleiras da queijaria. O leite cru, o soro-fermento e a agua, esta Ultima
coletada diretamente da torneira da queijaria, foram coletados em frascos de vidro esterilizados.
Para o leite, ainda foram coletadas amostras em frascos contendo o conservante azidiol, para
contagem bacteriana, e 0 conservante bronopol, para contagem de ceélulas somaéticas e
composi¢do centesimal.

As amostras de agua, leite cru, soro-fermento e queijo, este Ultimo embalado em saco plastico
de primeiro uso, foram, apos a realizacdo das coletas, acondicionadas em caixas isotérmicas
com gelo reciclavel, sendo enviadas, em um prazo maximo de 24 horas, para os laboratérios do
Departamento de Tecnologia e Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (DTIPOA/EV/UFMG). Nos laboratérios
de Microbiologia de Alimentos e Fisico Quimica | foram realizadas as pesquisas
microbioldgicas e fisico-quimicas, respectivamente, e no Laboratério de Andlise de Qualidade
do Leite (LabUFMG), credenciado ao MAPA, a Contagem Bacteriana Total, a Contagem de
Células Somaticas e a composi¢do centesimal do leite.

4.2. Perfil das propriedades amostradas e queijarias produtoras de queijo
Minas artesanal fresco

Durante as visitas as propriedades no periodo da seca, aplicou-se um questionario (anexo 1)
para conhecimento geral do estabelecimento, focando-se na caracterizagdo do rebanho/sistema
de produgdo e procedimentos adotados ao longo da elaboragdo do QMA. Também, durante a
visita, foram exibidos e discutidos os resultados das analises do periodo da chuva, tendo em
vista a legislacdo pertinente a0 QMA e as implicagBes do consumo do queijo ali produzido.
Orienta¢Oes quanto a aplicacao de boas préaticas agropecuarias e de fabricacdo foram dadas, com
destaque, a cada um dos proprietarios. Houve retorno as propriedades estudadas, ao fim do
experimento, com os dados finais jA computados, no qual os resultados do periodo de seca
foram comparados com os do periodo de chuva, pontuando as melhorias obtidas nas etapas de
producdo do QMA.
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4.3. Andlises laboratoriais

Os materiais coletados foram submetidos as analises microbiol6gicas, segundo a Instrucdo
Normativa n° 62 de 2003 do MAPA (Brasil, 2003). Aliquotas de 1mL de agua, leite e soro-
fermento foram adicionadas em tubos contendo 9mL de salina peptonada 0,1% para a formacao
da diluicdo 10 Para as analises dos queijos, foram pesados 25g da amostra, coletados de
diferentes por¢es e profundidades, e adicionados em 225mL do mesmo diluente, também, para
composicdo da diluicdo 10™. Apés homogeneizacdo, seguiram-se diluicdes seriadas em salina
peptonada 0,1%, até atingirem a concentracdo desejada para analises microbioldgicas.

4.3.1. Qualidade microbiolégica e fisico-quimica de agua

Foram pesquisados em &agua 0s parametros microbiolégicos NUmero Mais Provavel de
coliformes a 30°C e a 45°C, contagem de mesoéfilos aerdbios e bactérias acido-laticas. Os
parametros fisico-quimicos, dureza, pH e cloro residual, foram realizados em triplicata
conforme metodologia proposta por Macédo (2005).

Os resultados obtidos foram comparados aos parametros microbiol6gicos e fisico-quimicos
determinados pelas legislacdes estaduais e legislacdo federal (Minas Gerais, 2002b; Minas
Gerais, 2008; Brasil, 2012b) presentes nas tabelas 2 e 3 (item 3.3), respectivamente.

4.3.2. Qualidade microbioldgica de soro-fermento

Os parametros microbioldgicos de qualidade de soro-fermento analisados foram NUmero Mais
Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C; contagens de Staphylococcus coagulase positivo,
bactérias acido-laticas (BAL), bolores e leveduras e presenca de Salmonella spp..

4.3.3. Qualidade microbioldgica e fisico-quimica de leite cru

Em leite cru utilizado para elaboracdo de queijo Minas artesanal, os parametros de qualidade
microbioldgica pesquisados foram: NMP de coliformes a 30°C e a 45°C; contagens de
Staphylococcus coagulase positivo, bactérias acido-laticas (BAL) e bolores e leveduras e
presenca de Salmonella spp.

As amostras de leite contendo o bronopol foram encaminhadas ao LabUFMG para determinacéo
dos teores percentuais de gordura, de proteina, de lactose e de extrato seco total, em
equipamento eletrénico Bentley CombiSystem 2300® da Bentley Instruments Incorporated®
(Bentley..., 1998), segundo o método de absor¢do de comprimento de onda na regido do
infravermelho (International..., 2000). Ainda, no equipamento eletrénico Bentley CombiSystem
2300®(Bentley Instruments Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos) (Bentley...,
1998), pelo método de citometria de fluxo (International..., 1995), foi realizada a contagem de
células sométicas no leite. As amostras de leite adicionadas do conservante azidiol foram
avaliadas quanto & Contagem Bacteriana Total pela metodologia de citometria de fluxo (Suhren
e Walte, 2000) em equipamento eletrénico IBC BactoCount IBC (Bentley Instruments
Incorporated®, Chaska, Minnesota, Estados Unidos) (Bentley..., 2002).

Os resultados obtidos foram comparados aos parametros microbiolégicos e fisico- quimicos

determinados pela legislagdo estadual (Minas Gerais, 2002b) presentes nas tabelas 4 (item 3.5) e
5 (item 3.6), respectivamente.

55



4.3.4. Qualidade microbiolégica de queijo Minas artesanal fresco

Os parametros microbioldgicos de qualidade de queijo Minas artesanal do Campo das Vertentes
foram NMP de coliformes a 30°C e a 45°C; contagens de Staphylococcus coagulase positivo,
bactérias &cido-laticas (BAL) e bolores e leveduras e presenga de Salmonella spp.

Os resultados obtidos foram comparados aos pardmetros microbioldgicos determinados pela
legislacdo estadual (Minas Gerais, 2008) presentes na tabela 6 (item 3.7). Embora a legislacdo
estadual ndo seja especifica para queijo Minas artesanal fresco, ela é a Unica que estabelece
parametros de inspecdo para um produto elaborado a partir de leite cru e soro-fermento. Da
mesma forma, foi também utilizada como parametro de comparacdo para os resultados médios
de umidade dos queijos analisados.

4.3.5. Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo nos manipuladores de
gueijo Minas artesanal fresco

Amostras da mdo direita, mdo esquerda, orofaringe e narinas dos manipuladores de queijo
Minas artesanal fresco foram submetidas a pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo.

4.4, Metodologias  utilizadas nas avaliagbes de  parametros
microbiologicos de qualidade

4.4.1. Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo nos manipuladores de
gueijo Minas artesanal fresco

A coleta das amostras biologicas foi autorizada por todos os manipuladores de QMA das seis
propriedades. Em uma queijaria, duas pessoas alternavam na produc¢do do queijo. Desta forma, a
coleta de amostras para analise foi realizada nos dois individuos, totalizando sete manipuladores
de alimentos.

Usando um swab estéril, embebido em solucdo de cloreto de sddio 0,9%, coletaram-se amostras
das narinas, orofaringe e das duas médos de cada manipulador. Os swabs foram acondicionados
em meios de transporte especiais individuais (Stuart, ABSORVE/Citotest Labware
Manufacturing CO) e mantidos em caixas isotérmicas com gelo reciclavel, sendo enviados, em
um prazo maximo de 24 horas, para o laboratério de Microbiologia de Alimentos do DTIPOA
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais.

Cada swab foi estriado, por esgotamento, em uma placa de Petri contendo agar Baird-Parker
(BD, Flanklin Lanes, Estados Unidos), enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito de
potassio (Himedia) e outra placa contendo agar sal manitol (Himedia, Mumbai, india), ambas
incubadas a 36°C por 48 horas. Ap6s crescimento, col6nias tipicas e atipicas das placas de agar
Baird Parker e coldnias amarelas das placas de &gar sal manitol, sugestivas de Staphylococcus
coagulase positivo, foram inoculadas em tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) (BD)
incubados por 24 horas a 36°C (Brasil, 2003). Aqueles tubos que apresentaram turvacdo do
meio tiveram seu conteldo semeado, por esgotamento, em placas de agar sal manitol e agar
Baird Parker, incubadas por mais 24 horas a 36 °C. As colénias crescidas foram submetidas as
seguintes provas morfoldgicas e bioquimicas de identificacdo de Staphylococcus spp.:

56



1) Coloracdo de Gram: foi realizada de acordo com Stinghen et al . (2002). Foi considerado
resultado positivo a observacao de bactérias cocos Gram positivo, agrupados em forma de cacho
compativel com a morfologia de bactérias do género Staphylococcus spp.

2) Prova da catalase, feita em lamina como descrita por Pilonetto e Pilonetto (1998). Foi
realizada com coldnias que mostraram resultado positivo na coloracdo de Gram. Nesta prova,
uma colbnia do meio de cultura, com o auxilio de uma alga descartavel estéril, foi transferida
para uma lamina. Sobre essa col6nia foi adicionada uma gota de peréxido de hidrogénio (H,0,)
a 3% e observada a producdo de gas (resultado positivo) ou ndo (resultado negativo).

3) Prova da coagulase: foi realizada em tubo, no qual 300 uL da suspensdo em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) (BD) recém-incubado foram adicionados lentamente, em tubo estéril, a
mesma quantidade de plasma de coelho reconstituido (Laborclin, Vargem Grande dos Pinhais,
Brasil). Ap6s incubacdo por 24 horas a 37°C, foi avaliada a presenca ou auséncia de material
coagulado no interior do tubo (Brasil, 2003).

4.4.2. Pesquisa de coliformes a 30°C e a 45°C

A técnica do Numero Mais Provavel (NMP) foi utilizada para pesquisa dos coliformes totais (a
30°C) e coliformes termotolerantes (a 45°C) (Brasil, 2003).

Para o teste presuntivo, 1mL das amostras de leite, soro-fermento e queijo, em diluicdes 107,
102 e 10°e 10™, foi inoculado em série de trés tubos contendo 9mL de caldo lauril sulfato de
sodio simples (Himedia) e tubos de Durham invertidos. Para o mesmo teste, 10 mL das
amostras de agua foram inoculados em 10 mL de caldo lauril sulfato de sédio de concentracao
dupla (Himedia), na diluicdo de 10°e 1mL em caldo lauril sulfato de sodio simples, nas duas
diluicBes seguintes (Himedia). Esses tubos também continham tubos de Durham invertidos.
Todos foram incubados em estufa a 36°C por 48 horas.

Os tubos considerados positivos no teste presuntivo foram aqueles que apresentaram formacéo
de gas nos tubos de Durhan (minimo 1/10 do volume total) ou efervescéncia quando agitado,
gentilmente. Assim, com auxilio de uma alca esterilizada, estes tubos foram repicados para
tubos contendo caldo verde brilhante bile lactose 2% (BD) e tubo de Durham invertidos,
incubados em estufa a 36°C por 48 horas, para confirmacdo de coliformes totais. Para
confirmacdo de coliformes termotolerantes, 0s mesmos tubos positivos no teste presuntivo
foram repicados, com o auxilio de uma alga esterilizada, em tubos com caldo EC (Himedia) e
tubos de Durham, e incubados em banho-maria a 45°C por 48 horas. Foram considerados
positivos, nas provas confirmatérias, os tubos que apresentaram efervescéncia e formacdo de
gés no interior dos tubos de Durham, a semelhanca da prova presuntiva. Esses resultados foram
comparados com os dados presentes na tabela de McGrady para calculo final do NMP (Brasil,
2003).

4.4.3. Pesquisa de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo

Aliquotas de 0,1mL das diluicBes 10? 10® 10* e 10” das amostras de leite, soro-fermento e
queijo foram inoculadas, com o auxilio da alca de Drigalski, em agar Baird-Parker (BD)
enriquecido com emulsdo de gema de ovo e telurito de potassio (Himedia). As placas foram
incubadas a 37°C, por 48 horas. Apds crescimento, as coldnias totais foram contadas para a
pesquisa de Staphylococcus spp., e caracterizadas em tipicas ou atipicas, para pesquisa de
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Staphylococcus coagulase positivo. Em placas contendo apenas um tipo de colbnia, foram
selecionadas cinco colénias e inoculadas, separadamente, em tubos contendo caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (BD). Naquelas placas em que os dois tipos de coldnias estavam presentes, trés
de cada tipo foram selecionadas e inoculadas, também, separadamente, em caldo BHI (BD).
Apo6s 24 horas a 37°C, 300uL da suspensdo eram adicionados lentamente, em tubo estéril, a
mesma quantidade de plasma de coelho reconstituido (Laborclin, Vargem Grande dos Pinhais,
Brasil). Por fim, apds incubagdo a 24 horas, a 37°C, era conferido a presenca ou auséncia de
material coagulado no interior do tubo (Brasil, 2003).

4.4.4. Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi feita em leite, soro-fermento e queijo. Para leite e soro-
fermento, 25mL foram inoculados em frascos contendo 225mL de salina peptonada tamponada
1%. No caso do queijo, foram adicionados a mesma solu¢do 25 gramas de amostra. Estes
frascos foram entdo incubados em estufa a 36° £ 1°C por 16-20 horas, na etapa conhecida como
pré-enriquecimento. Em seguida, para enriquecimento seletivo, foram transferidos 1mL e 0,1mL
das amostras para caldo Selenito Cistina (Himedia) e Rappaport Vassiliadis (Acumedia,
Baltimore, Estados Unidos), respectivamente. Os tubos foram entdo incubados em banho-maria
a 41°C+ 0,5°C, por 24 horas. Apo6s esse periodo, as amostras foram estriadas em meios sélidos
seletivos para Salmonella spp., sendo eles: &gar verde brilhante vermelho de fenol lactose
sacarose (BPLS) (Acumedia), agar Salmonella-Shigella (SS) (Acumedia) e agar Hektoen
entérico (Himedia). As placas foram incubadas a 36° + 1°C, por 24 horas. Para cada amostra,
oito col6nias consideradas sugestivas de Salmonella spp. foram selecionadas, entre as seis
placas obtidas, e inoculadas em meio agar Rugai modificado (Pessoa e Silva, 1972) para
realizacdo dos testes bioguimicos (indol, sacarose, LTD, H,S, glicose, uréia, gas, motilidade e
L-lisina). Aqueles tubos com leitura sugestiva de Salmonella spp. tiveram suas colénias
selecionadas e incubadas em agar nutriente (Acumedia) por 24 horas, a 36° £ 1°C. Por fim, estes
tubos foram adicionados de salina peptonada 0,85%, para que fosse realizado o teste de
confirmacdo soroldgica por meio do soro anti-Salmonella polivalente O (Probac, Sdo Paulo,
Brasil) (Brasil, 2003).

4.4.5. Pesquisa de bolores e leveduras

Aliquotas de 0,1mL das diluicdes 10, 102 10°%, para amostras de leite e soro-fermento, e das
diluices 10?, 10°e 10, para queijo, foram inoculadas em &gar batata dextrose 2% (Acumedia),
adicionado de 10% de &cido tartarico estéril, com o auxilio de alca de Drigalski. As placas
foram incubadas sem inverter, a 25 + 1°C C, por sete dias, em incubadora de B.O.D. (Brasil,
2003).

4.4.6. Contagem padrao em placas de micro-organismos mesofilos aerobios
na agua

Aliquota de um mL das dilui¢des 10°, 10 e 102 foi semeado em placas de petri esterilizadas
adicionadas de cerca de 15 a 20 mL de Plate Count Agar (PCA) fundido e mantido em banho-
maria a 46-48°C, pelo método de pour-plate. Posteriormente, homogeneizou-se adequadamente
0 4gar com o inéculo e em superficie plana, esperou-se um periodo até solidificacdo total do
agar. As placas foram invertidas e incubadas a 36 °C por 48 horas (Brasil, 2003).
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4.4.7. Isolamento, enumeracdo e identificacdo molecular de bactérias
acido-laticas de A&gua, leite cru, soro-fermento e queijo Minas
artesanal fresco de produtores ndo cadastrados de Campo das
Vertentes

O isolamento e enumeracdo de BAL de agua, leite cru, soro-fermento e queijo Minas artesanal
foi realizado no laboratério de Microbiologia de Alimentos do DTIPOA/Escola de
Veterinaria/UFMG.

A andlise de biologia molecular foi realizada no Laboratorio de Genética Molecular de
Protozoarios Parasitas do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas
Gerais e no Laboratério de Genética da Escola de Veterinaria/ UFMG.

4.4.7.1. Enumeracdo de bactérias &cido-laticas

Aliquotas de 0,1mL das diluicdes 10°, 10" e 102 das amostras de 4gua, 10™, 10%, 10® 10*e10°
das amostras de leite, 10° 10, 10°e 10° das amostras de soro-fermento e 10%, 10*, 10°, 10°
e 107 das amostras de queijo foram inoculadas (spread-plate) com a ajuda de alca de Drigalski
em agar Man — Rogosa — Sharpe (MRS) (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e
M17 (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) e incubadas em aerobiose, em estufa a
37°C, por 48 horas (International..., 1988; Resende, 2010).

4.4.7.2. Isolamento e selecdo das colbnias para identificacdo molecular

A partir de colbnias que apresentavam aspectos morfoldgicos diferentes, nos dois meios de
cultura utilizados, foram feitos esfregacos em laminas para coloracdo pelo método de Gram. A
partir dessas mesmas col6nias foram feitos testes de catalase utilizando-se H,O, (3%). As
coldnias Gram positivo e catalase negativas foram inoculadas em 4 mL de caldo MRS (Difco),
para aquelas col6nias selecionadas a partir da placa de MRS, e em caldo M17, para aquelas
obtidas das placas de M17. Os caldos foram incubados a 37°C, durante 24 horas. Em seguida,
uma aliquota de 0,8 mL de cada tubo foi transferida para tubo eppendorf e adicionada de
glicerol esterilizado (20%). Logo ap6s, os tubos foram congelados a -18°C até o momento da
identificacdo molecular.

4.4.7.3. Pré-tratamento das colonias e extracdo de DNA

A extracdo do DNA total dos micro-organismos isolados de &gar MRS e 4gar M17 (Difco
Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos) foi realizada a partir do cultivo recente em caldos
MRS e M17 (Difco Laboratories Inc., Detroit, Estados Unidos), incubados sob aerobiose, a
37°C, durante 24 a 48 horas. Dessa forma, as culturas foram transferidas para microtubos de 1,5
mL e centrifugadas a 4000 x g/15minutos, sendo descartado o sobrenadante. O pellet foi
suspenso em 1 mL de LiCl (5M) e incubado em temperatura ambiente sob agitacdo por 90
minutos. Apés lavagem com &gua deionizada, as amostras foram centrifugadas a 4000 x g /15
minutos sendo descartado o sobrenadante. O pellet foi, entdo, tratado com 1 mL de lisozima
(10mg/mL) em tampdo protoplasmatico (25 mM de sacarose, 50 mM de tris-HCI, pH 8,0, 10
mM de EDTA) e incubado por 60-90 minutos a 37°C. Apos centrifugacdo a 8000 x g /15
minutos, o sobrenadante foi descartado. O produto final obtido foi o DNA pelletizado.
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O DNA total dos protoplastos obtidos de cada amostra foi extraido com auxilio do Kit Wizard
SV Genomic DNA Purification System da companhia Promega Corporation (Madison,
Wisconsin, Estados Unidos), segundo instrucdes do fabricante. O DNA obtido de cada amostra
foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop® 2000-2000c), utilizando-se 1 uL do DNA.

4.4.74. Amplificagédo e sequenciamento da regido 16S do rDNA

A identificacdo dos micro-organismos ao nivel de espécie foi realizada a partir da amplificacdo
e sequenciamento da regido 16S do rDNA por Reacédo de Polimerizacdo em Cadeia (PCR). As
reagdes de amplificagdo foram realizadas utilizando 10pmols dos primers 27F (5" AGA GTT
TGA TCC TGG CTC AG 3') e 1492R (5' GGT TAC CTT GTT ACG ACT T 3') descritos por
Lane (1991), 20 ng de DNA molde e PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados
Unidos), com 0,2mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCl2, 1,5 U de Taq
DNA polimerase. O programa utilizado para amplificacdo foi: 1 ciclo (95°C por 2 minutos), 35
ciclos (95°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto) e o ultimo ciclo (72°C
por 5 minutos), de acordo com Moreira et al. (2005). Dez uL de cada amostra amplificada
foram misturados a 2 pL de tampdo (glicerol adicionado de azul de bromofenol) e, entéo,
encaminhados a eletroforese em gel de agarose (1%), adicionado de 10 uL de brometo de
etideo, utilizando 100 V, durante 90 minutos. Ao final da corrida, os géis foram fotografados,
para visualizagdo das regides amplificadas.

Os amplicons foram purificados utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega Corporation, Madison, Estados Unidos) e sequenciados pelo método de Sanger,
utilizando-se um sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare, Piscataway,
Estados Unidos), conforme metodologia proposta por Reysenbach et al., (2000). As sequéncias
obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank, disponivel no portal do
Centro Nacional para Informacdo em Biotecnologia (NCBI - National Center of Biotechnology
Information — http://www.ncbi/nlm/nih.gov/blast).

4.4.7.5. Diferenciacdo  das  espécies  Lactobacilllus  plantarum,
Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus pentosus por meio de
técnica de PCR multiplex

A distincdo entre Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus
pentosus foi feita a partir da técnica de PCR multiplex, utilizando iniciadores especificos para
amplificacdo da regido do gene recA, segundo metodologia descrita por Torriani et al . (2001).

As reacdes de amplificagao foram realizadas utilizando 2 pmols dos primers paraF (59-GTC
ACA GGC ATT ACG AAA AC-39), pentF (59-CAG TGG CGC GGT TGA TAT C-39), planF
(59-CCG TTT ATG CGG AAC ACC TA-39), e Prev (59-TCG GGA TTA CCA AAC ATC
CA-39) descritos por Torriani et al . (2001), 100 ng de DNA e PCR Master Mix (Promega
Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM de cada desoxiribonucleotideo trifosfato,
1,5mM de MgClI2 e 1,5 U de Tag DNA polimerase. O programa utilizado para amplificagao foi:
1 ciclo (94°C por 3 minutos), 30 ciclos (94°C por 30 segundo, 56°C por 10 segundos e 72°C por
30 segundos) e o ultimo ciclo (72°C por 5 minutos). Dez L de cada amostra foram misturados
a 2 puL de tampdo (glicerol adicionado de azul de bromofenol) e, entdo, encaminhados a
eletroforese em gel de agarose (2%), adicionado de 20 uL de brometo de etideo, utilizando 100
V, durante 90 minutos. Paralelamente, no mesmo gel, foi utilizado também o marcador de peso
molecular de 1 Kb (mil pares de bases). Ao final da corrida, os géis foram fotografados, para
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visualizacdo das regides amplificadas. O peso dos amplicons gerados sdo de 318 bp para
Lactobacillus plantarum, 218 bp para Lactobacillus pentosus e 107 bp para Lactobacillus
paraplantarum (Torriani et al ., 2001).

4.4.7.6. Diferenciacdo das espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei e Lactobacillus rhamnosus por PCR espécie-especifico

A distincdo entre Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus foi
realizada por PCR usando primers que sao especificos para cada uma destas espécies com base
em diferengas na regido V1 do gene 16S rDNA, como descrito por Ward e Timmins (1999).

Para cada amostra foram realizadas trés reagdes, cada uma contendo um par distinto de primers,
nas seguintes combinagdes: Y2/casei; Y2/para; Y2/rham. As reacOes de amplificagdo, foram
realizadas utilizando 10 pmols dos primers Y2 5’-CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’,
casei 5-TGCACTGAGATTCGACTTAA-3’, para 5-CACCGAGATTCAACATGG-3 ou
rham 5’-TGCATCTTGATTTAATTTTG-3’, descritos por por Ward e Timmins (1999), 100 ng
de DNA e PCR Master Mix (Promega Corporation, Madison, Estados Unidos), com 0,2mM de
cada desoxiribonucleotideo trifosfato, 1,5mM de MgCI2 e 1,5 U de Taq DNA polimerase. O
programa utilizado para amplificacdo foi: 1 ciclo (94°C por 3 minutos), 30 ciclos (94°C por 45
segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto) e o Gltimo ciclo (72°C por 5 minutos).
Dez pL de cada amostra foram misturados a 2 pL de tampédo (glicerol adicionado de azul de
bromofenol) e, entdo, encaminhados a eletroforese em gel de agarose (2%), adicionado de 20
uL de brometo de etideo, utilizando 100 V, durante 90 minutos. Paralelamente, no mesmo gel,
foi utilizado também o marcador de peso molecular de 1 Kb (mil pares de bases). Apds
visualizacdo do gel em transiluminador de UV, observou-se a presenca ou a auséncia de banda
(amplicon) correspondente a amplificacdo do primer especifico utilizado, para determinacgéo da
espécie em guestdo.

4.5. Qualidade fisico-quimica de queijo Minas artesanal fresco

As andlises fisico-quimicas do queijo Minas artesanal fresco foram realizadas no Laboratdrio de
Anélises Fisico-Quimicas | do DTIPOA/EV/IUFMG. As seguintes analises foram realizadas:
determinacdo dos teores percentuais de extrato seco total e umidade pelo método gravimétrico,
gordura pelo método de Gerber, compostos nitrogenados pelo método de Kjeldahl, acidez
titulavel, pH e gordura no extrato seco (GES). A proteina total foi obtida pela multiplicacdo da
% de nitrogénio total por 6,38. Todas as anlises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata
de acordo com Brasil (2006).

4.6. Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental do trabalho foi em blocos ao acaso (2x6), no qual foram
aplicados dois tratamentos (periodos de chuva e seca) em seis unidades experimentais/blocos
(seis propriedades).

O teste de Shapiro-Wilk, cuja hipdtese de nulidade expressa que os dados em questao

tém distribuicdo normal, foi utilizado para verificar a pressuposicdo de normalidade (Shapiro e
Wilk, 1965).
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Todos os parametros microbioldgicos e dois parametros fisico-quimicos da &dgua, dureza
e cloro residual, ndo apresentaram distribuicdo normal no teste de Shapiro-Wilk e, deste modo,
tiveram suas medianas submetidas ao teste estatistico ndo paramétrico de Friedman, a um nivel
de significancia (o) de 0,05. Os demais parametros fisico-quimicos obtidos no estudo
apresentaram distribuicdo normal pelo teste de Shapiro Wilk e, desta forma, tiveram suas
medias comparadas por andlise de variancia, em modelo estatistico de blocos ao acaso,
utilizando teste F, a um nivel de significancia (a) de 0,05.

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico
InfoStat/Profesional verséo 2008.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Perfil das propriedades amostradas e queijarias produtoras de queijo
Minas artesanal fresco

O perfil das propriedades e queijarias pesquisadas foi obtido por meio da aplicacdo de um
questionario (anexo 1).

De forma geral, as propriedades, no momento do experimento, foram classificadas como
sistemas semi intensivos, com 3 a 53 animais em lactagdo de produgdo média diaria variando de
8,6L a 15L. Os animais eram mesticos de Holandés e Gir, sendo que em uma propriedade, 0s
animais eram todos da raca Jersey. Com uso de inseminacdo artificial ou monta natural, os
proprietarios tentavam manter seus rebanhos em sistema fechado. Mas, quando necesséario, a
compra de animais de outras propriedades era efetuada.

O manejo dos animais era a pasto. No periodo da seca, recebiam concentrado, silagem de milho
e, em alguns casos, cana e uréia. No periodo da chuva, se alimentavam do volumoso disponivel,
capim napier, mombaca ou braquiardo, sendo mantido o fornecimento de concentrado, durante a
ordenha ou no cocho. Em todas as propriedades, era fornecido sal mineral aos animais.

Somente uma das propriedades realizava ordenha manual. As demais possuiam ordenha
mecéanica, sendo que apenas uma contava com sistema de circuito fechado. Todas as outras
faziam uso do latdo ao pé. As ordenhas eram realizadas sempre duas vezes ao dia. A limpeza e
higienizagdo dos equipamentos eram deficientes em todas as propriedades, em pelo menos um
ponto. Em geral, os principais problemas levantados foram a auséncia de utilizacdo do
detergente acido, a circulacdo do detergente alcalino clorado em &gua a temperatura ambiente e
a auséncia de sanitizacdo do equipamento antes do inicio das ordenhas. Em uma propriedade, 0s
produtos de limpeza ndo eram circulados no equipamento de ordenha, por problemas mecanicos
na bomba de circulagdo. Todos os proprietarios realizavam a limpeza manual das partes
externas do equipamento com uma solucdo de detergente, utilizando escovas préprias para este
fim. Por meio de céalculo simples efetuado nas propriedades, que leva em consideracdo o
namero de vacas ordenhadas por dia, 0 nimero de ordenhas realizadas por dia e a quantidade de
unidades de ordenha no equipamento, constatou-se atraso na troca do conjunto de teteiras em
todas as propriedades.

Quanto a0 manejo sanitario, em todas as propriedades, 0s animais eram vacinados contra
brucelose e aftosa. O teste de tuberculinizagdo no rebanho, para o controle de tuberculose, era
realizado em apenas trés das seis propriedades. Durante as coletas, foram relatados alguns casos
de mastite nos animais. O controle da mastite clinica, por meio do teste da caneca telada, era
realizado em todos os estabelecimentos, enquanto o teste CMT, para deteccdo de mastite
subclinica, em apenas dois. O tratamento de vaca seca com antimicrobianos s6 ndo era realizado
em uma propriedade. Entretanto, a antibioticoterapia no tratamento dos casos clinicos de mastite
era praticada em todas. O pré-dipping a base de iodo ou cloro ndo era rotina em duas
propriedades e o p6s dipping ndo era usado em apenas uma. Para controle de ectoparasitas, eram
utilizados produtos comerciais de uso tépico (pour on), e em uma propriedade o pulverizador
costal era utilizado para o banho de aspersdo do produto nos animais. Um proprietério relatou
fazer o uso de homoterapicos, esporadicamente, para controle de carrapatos.
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A motivacdo principal em produzir o0 QMA veio ap6s trabalho realizado pela EMATER na
regido, com o intuito de recuperar a tradi¢do local do “saber fazer” 0 queijo. Os produtores,
alguns com histérico familiar de elaboracdo de outros tipos de queijo, como o frescal,
consideram o QMA uma fonte segura de garantirem sua renda e atingirem mercados mais
distantes.

A producdo do QMA ndo é atividade exclusiva nas propriedades e se iniciou, em todas, ha cerca
de 2 anos. Parte de suas produgdes leiteiras era destinada a laticinios locais. A producdo de mel
e cachaca e a venda de verduras e outros tipos de queijos, como o tipo parmesdo, mucarela e
frescal estdo entre as demais atividades desenvolvidas por estes produtores.

Todos os produtores realizam a tradicional técnica de elaboracdo do QMA, com 0 uso
obrigatorio de leite cru e soro-fermento, em conformidade com a legislacdo estadual. A
prensagem manual do queijo tem sido realizada, em todas as queijarias, com o auxilio de um
tecido sintético, a semelhanca do que se vé na regido da Serra da Canastra. A mao de obra
empregada na elaboracdo do queijo, em todas as propriedades, é familiar. Em apenas uma, um
funcionario da propriedade tem sido treinado na manipulacdo do QMA. A producédo do queijo é
didria em quatro propriedades, esporadica em uma e semanal em outra. A producao esporadica
em uma das propriedades se explica pelo fato de este produtor ndo comercializar, ainda, o seu
queijo, sob a justificativa de querer colocar seu produto no mercado apenas quanto este
apresentar alto padrdo de qualidade e seguranca de consumo. Nas propriedades em que 0 queijo
ndo era produzido diariamente, o pingo era mantido armazenado em recipiente higienizado, sob
refrigeracao.

As queijarias eram abastecidas com aguas provenientes de nascentes, cisterna ou cérrego
canalizadas até o reservatdrio central, no qual eram cloradas em cinco das seis propriedades. Em
todas, a cloracdo era realizada, manualmente, por meio de pastilhas ou aplicacdo direta do
produto na agua. O uso de touca durante a producdo do queijo era comum a todos 0s
manipuladores. No entanto, o uso de mascara e luvas pelos manipuladores variava entre as
queijarias analisadas. Os queijos eram maturados por um periodo que variava de 2 a 31 dias, em
prateleiras de madeira, distribuidos de tal forma que os queijos frescos eram mantidos nas
prateleiras inferiores e, conforme o tempo de maturacdo, eram transferidos para as prateleiras
superiores. Com poucas horas de producdo dos queijos, cerca de 6 horas, dava-se inicio ao
processo de lavagem dos mesmos com &gua e, no caso de uma propriedade, com soro de leite. A
toalete era realizada nos queijos que apresentavam irregularidades em suas superficies sem que
houvesse o cuidado de se iniciar o trabalho nos queijos maturados, menos contaminado, seguido
dos mais frescos, mais contaminados. Em média, os produtores relataram a utilizagdo de 10L de
leite para cada kg de queijo produzido. Os QMA eram por fim, comercializados em comércios
locais nas regides de Carrancas, Tiradentes, Prados e Sdo Jodo del-Rei a pregos que variavam de
R$8,00/400g de queijo, a R$28,00/Kg de queijo.

5.2.  Pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo nos manipuladores de
gueijo Minas artesanal fresco

A Tabela 7 mostra o resultado da pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo nos
manipuladores de queijo Minas artesanal fresco.
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Tabela 7. Resultados da pesquisa de Staphylococcus coagulase positivo nas amostras bioldgicas dos
manipuladores de queijo Minas artesanal fresco, segundo o tipo de col6nia isolada e resultado no teste de
coagulase realizado nas col6nias tipicas e atipicas crescidas no agar Baird Parker, e nas coldnias amarelas
crescidas no agar Sal Manitol

Agar Baird Parker Agar Sal Manitol
Amostras  Colbniatipica  Colonia Coagulase Colbnias Coagulase
atipica amarelas

MD . - positivo . positivo

Manipulador 1 ME . - positivo . positivo
Orofaringe . . negativo - NS

Narinas _ . negativo - NS

MD N N negativo - NS

Manipulador 2  ME . N negativo - NS
Orofaringe . N negativo . negativo

Narinas . N negativo . negativo

MD . . negativo . negativo

Manipulador 3 ME . . negativo _ NS
Orofaringe _ . negativo - NS

Narinas _ . negativo - NS

MD - N negativo N positivo
Manipulador4  ME - N negativo N negativo
Orofaringe . N negativo - NS

Narinas - N negativo - NS

MD _ . positivo . positivo
Manipulador5 ME _ . positivo . positivo
Orofaringe . . negativo - NS

Narinas . . negativo - NS

MD . . negativo . negativo

Manipulador 6  ME . N negativo - NS
Orofaringe - N negativo - NS

Narinas . . negativo _ NS

MD _ . negativo - NS

Manipulador 7 ME _ . negativo - NS
Orofaringe _ . negativo - NS

Narinas . . negativo _ NS

Legenda: + Presenca de crescimento; - Auséncia de crescimento; MD- Méo Direita; ME- M&o Esquerda
NS Néo se aplica (apenas col6nias amarelas foram submetidas ao teste de coagulase)
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Em todas as placas de &gar BP e &gar sal manitol inoculadas com swabs obtidos das maos,
orofaringe e narinas dos manipuladores de QMA houve crescimento sugestivo de
Staphylococcus spp.. Este crescimento foi confirmado, em seguida, pela realizagdo dos testes de
GRAM e catalase nas coldnias isoladas, no qual todas apresentaram resultado positivo, em
ambos 0s testes e, a microscopia, estavam organizadas em formas de cacho de uva.

Na prova da coagulase, houve a confirmacdo de Staphylococcus coagulase positivo nas maos
direita e esquerda de dois manipuladores, de colénias obtidas de ambos os meios de cultura
utilizados e, apenas, na mao direita de um terceiro manipulador, em colénia isolada a partir de
agar sal manitol. Staphylococcus coagulase positivo ndo foi isolado nas narinas e orofaringe de
nenhum dos manipuladores amostrados.

A constatacdo de que 42,86% dos manipuladores de QMA, das queijarias amostradas, sdo
portadores de Staphylococcus coagulase positivo vai ao encontro da estimativa de que 30 a 50%
da populacdo humana seja portadora assintomatica de Staphylococcus coagulase positivo, sendo
as fossas nasais, a cavidade oral, pele e pélo, os locais de predilecdo do micro-organismo no
homem (Stamford et al ., 2006).

A maior frequéncia de colonizacdo de Staphylococcus coagulase positivo das maos dos
manipuladores também foi relatada em trabalho realizado em manipuladores de alimento em
uma padaria da regido central de Goiania (Martins e Silva, 2009). O contrario foi obervado em
alguns estudos que relataram frequéncia maior nas fossas nasais, sendo relatadas médias de 30%
a 50% de portadores nas fossas nasais (Vanzo e Azevedo, 2003).

Esta prevaléncia de 42,86% de manipuladores portadores de Staphylococcus coagulase positivo,
independente do sitio anatbmico, foi semelhante aos 41,67% relatado por Machado et al .
(2009) e inferior aos 58,3% relatado por Sousa et al . (2007), aos 58,2% por Pereira et al .
(1994) e aos encontrados por Bastos et al . de 100% (2002). Por outro lado, foi superior aos
21,06% encontrados por Grando et al . (2008), quando se levou em consideracdo apenas 0s
manipuladores portadores da bactéria nas maos.

Staphylococcus aureus, principal representante do grupo de Staphylococcus coagulase positivo,
é a espécie mais relacionada a casos de intoxicagdo alimentar devido a capacidade da maioria de
suas cepas produzirem enterotoxinas. A ingestdo do alimento contaminado, apds o periodo de
incubacdo de uma a seis horas, leva a sintomas classicos como vomito, diarréia, dores
abdominais e prostracdo. Este quadro € ainda mais grave quando os alimentos sdo destinados as
criancas e idosos, faixas etarias mais acometidas por intoxicacOes estafilocdcicas transmitidas
por alimentos.

A presenca destes manipuladores portadores de Staphylococcus coagulase positivo nas maos
pode levar ao aumento da contagem deste micro-organismo no alimento, uma vez que 0s
queijos artesanais sdo bastante manipulados durante toda a sua producéo, incluindo a maturagao.
Este contato ocorre tanto na fase de elaboracdo do QMA, sobretudo, na prensagem manual da
massa, quanto ao longo da sua maturagdo, nas fases de salga, viragem e mudanga de prateleira
do mesmo, sendo responsavel pela transferéncia direta do micro-organismo ao alimento.

O uso de antimicrobianos no tratamento dos portadores de Staphylococcus coagulase positivo é

controverso, devido as altas taxas de recolonizagdo e aparecimento de cepas multi resistestes a
antimicrobianos (Figueroa et al ., 2002). Por isso, a aplicacdo de boas praticas de fabricagdo
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dentro da queijaria é de grande importancia na prevencdo da contaminagdo do produto final.
Uma vez cientes do risco da manipulacdo inadequada do QMA, os manipuladores portadores de
Staphylococcus coagulase positivo devem ser mais rigorosos quanto a tomada de medidas
higiénicas dentro das queijarias, como a limpeza e higienizacdo adequada das maos, com 0 uso
de produtos proprios para estes fins, e até mesmo, a adogdo do uso de luvas, toucas e mascaras
durante a manipulagéo dos queijos.

Algumas coldnias amarelas isoladas das placas de 4&gar sal manitol, sugestivas de
Staphylococcus coagulase positivo, foram negativas a prova de coagulase, como visto na tabela
6. Estes micro-organismos séo capazes de fermentar o manitol diante de um meio de alta
concentracdo de NaCl. A degradacdo do manitol com a producédo de acido é a responsavel pela
mudanca de cor do meio, de rosado para amarelo. Apesar da fermentacdo de manitol ser
utilizada como critério de identificacdo presuntiva de Staphylococcus coagulase positivo, outras
espécies de Staphylococcus coagulase negativo podem também apresentar o carater positivo de
fermentacdo do manitol, como, por exemplo, S.epidermidis, S. haemolyticus e S. saprophyticus
(Von Eiff et al ., 2001; Koneman et al ., 2005; Schuenck et al ., 2008).

Embora na legislacdo estadual do QMA haja valor maximo de contagem apenas para
Staphylococcus coagulase positivo, sabe-se que algumas cepas coagulase negativo também
podem produzir enterotoxinas (Carmo et al ., 2002). Desta forma, a colonizacdo por
Staphylococcus spp. em todos os sitios anatémicos pesquisados dos manipuladores é relevante e
exige medidas adicionais higiénicas para o seu controle.

5.3.  Qualidade microbioldgica e fisico-quimica da agua

N&o houve diferenca (p>0,05) na comparacdo do Numero Mais Provavel de coliformes a 30°C e
a 45°C e da contagem de bactérias acido-laticas nas amostras de agua entre os dois periodos do
ano avaliados. Entretanto, a mediana da contagem de mesdéfilos aerdbios no periodo da chuva
foi superior (p<0,05) a encontrada no periodo da seca (tabela 8).

Tabela 8. Médias, coeficientes de variagdo (CV), medianas, valores minimo e méximo dos resultados de
parametros microbiolégicos de qualidade de &4gua de queijarias de produtores ndo cadastrados na regido
de Campo das Vertentes — MG

Pardmetros microbiol égicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo
Coliformes 30°C (NMP/100mL) Seca 43 227,66 <3 <3 240
Chuva 186 240,99 <3 <3 >1100
Coliformes 45°C (NMP/100mL) Seca 4 62,76 <3 <3 9,2
Chuva 186 240,99 <3 <3 >1100
Mesdfilos aerébios (UFC/mL) Seca 6x10t 173,75 <1 <1 2,6x102
Chuva 5,3x102 209,41 1x10% <1l  2,8x103
BAL MRS (UFC/mL) Seca  3x10t 147,57 <1x10* <1x10t 1,2x102
Chuva 1,7x10* 97,98 <1x10' <1x10' 5x10t
BAL M17 (UFC/mL) Seca  8,2x102 194,21 4,5x10t <1x10* 4x103

Chuva 1,5x102 228,06 <1x10* <1x10* 8,2x102

Medianas seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Friedman (p < 0,05).
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As medianas encontradas para Nimero Mais Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C, tanto no
periodo da seca quanto na chuva, indicam que 50% das propriedades apresentaram valores
<3NMP/100mL. Pela limitacdo da técnica utilizada, estes valores podem ser interpretados como
a auséncia de deteccdo destes micro-organismos na agua potavel, em concordancia com o
exigido pelas legislacdes vigentes.

Todos os proprietarios realizavam a cloracdo da agua de abastecimento das queijarias, a exce¢ao
de um, sendo esta propriedade a responsavel pelos valores maximos, fora dos preconizados pela
legislagdo, para Numero Mais Provavel de coliformes a 30°C e a 45°C de, respectivamente, 240
NMP/100mL e 9,2NMP/100mL, no periodo da seca e de >1000 NMP/mL, para os dois
parametros, no periodo da chuva. A presenca de coliformes a 30°C e 45°C em altas
concentragdes na agua de abastecimento, nesta propriedade, representa uma importante fonte de
contaminacgdo no interior da queijaria, a medida que esta dgua é usada nos procedimentos de
sanitizacdo das maos do manipulador, higienizacdo dos utensilios e, ainda, na lavagem dos
queijos. Desta forma, o risco de contaminagéo do leite, do soro-fermento e consequentemente,
do queijo é existente.

A 4agua contaminada por coliformes a 30°C e a 45°C pode tanto promover a deterioracdo do
alimento como causar enfermidade na populacdo consumidora. Um dos principais defeitos
observados no queijo causado pela presenca deste grupo de micro-organismos € o estufamento
precoce, responsavel por perdas das caracteristicas sensoriais do produto e rejeicdo por parte do
consumidor (Furtado, 1991).

Borelli et al . (2006a), ao analisaram a qualidade microbiolégica da agua utilizada na elaboragéo
do queijo Minas artesanal da regido da Serra da Canastra, encontraram contagens iguais ou
superiores a 16 NMP/100mL de coliformes a 30°C e contagens entre 2,2 NMP/100mL e >16
NMP/100mL de Escherichia coli, de forma semelhante aos resultados deste presente trabalho.
A ndo conformidade destes pardmetros com a legislacio em aguas usadas em queijarias
artesanais também foi relatada em trabalhos realizados nas regiGes de Campo das Vertentes,
Araxa e Serro (Araujo, 2004; Martins, 2006; Oliveira, 2014).

Bactérias acido-laticas foram encontradas, ainda que em baixas contagens, na &agua de
abastecimento das queijarias, confirmando que a dgua também pode ser veiculo de bactérias
acido-lacticas para o0 QMA, sendo assim, fonte de micro-organismos desejaveis ao produto
(Ortalini, 2009). Os valores médios encontrados de 3x10tUFC/mL e 1,7x10t UFC/mL, no meio
MRS, e de 8,2x102 UFC/mL e 1,5x102 UFC/mL no meio M17, nos periodos de seca e chuva,
respectivamente, foram superiores ao relatados em pesquisa na mesma regido, em propriedades
cadastradas ao IMA, em que as contagens de bactérias acido-laticas no meio MRS, foram de
<1UFC/mL e 5 UFC/mL, enquanto que, no meio M17, foram de 4 UFC/mL e <10 UFC/mL, na
seca e na chuva, respectivamente (Oliveira, 2014).

A contagem de mesofilos aerébios na dgua das queijarias no periodo da seca foi inferior a do
periodo da chuva (p<0,05). Ainda que altos, o valor maximo de contagem encontrado no
periodo seco, de 2,6 x 102 UFC/mL, e o valor médio de 6x10t UFC/mL estavam dentro do
preconizado pela legislacdo estadual, de forma que a &gua de todas as queijarias estaria
conforme neste quesito microbiol6gico, nesta época do ano. O mesmo ndo foi observado no
periodo da chuva, em que o valor maximo de 2,8x10® UFC/mL e o valor médio de 5,3x102
UFC/mL encontrados nas aguas das queijarias estavam acima do permitido pela legislacéo
(Brasil, 2012b).
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Resultados semelhantes, com altas contagens em placas de micro-organismos mesofilos
aerdbios, no periodo da chuva, também foram encontrados em &gua de queijarias cadastradas no
IMA, na regido de Campo das Vertentes (Oliveira, 2014).

A propriedade que contribuiu para a elevacdo das contagens médias de mesofilos aerdbios na
agua foi a mesma que nao realizava a cloragdo das aguas, nos periodos estudados. Na chuva,
esta contaminacdo da agua de abastecimento foi agravada pela temperatura e umidade altas
observadas na regido, além do maior aporte de matéria organica do solo até os cursos de agua,
esperado neste periodo.

De fato, os periodos correspondentes a elaboracdo dos queijos no periodo da chuva, dias 15 e 16
de dezembro de 2013 e dias 15 e 16 de abril de 2014, apresentaram temperaturas minimas mais
altas de, aproximadamente, 17,5°C (Figura 4) e 16°C (Figura 5), respectivamente, se
comparadas com a temperatura minima registrada de, aproximadamente 10°C, no dias 22 e 23
de julho de 2014 (Figura 7), época das coletas no periodo de seca. Da mesma forma, o indice
pluviométrico mensal e o nimero de dias com chuva nos meses de coleta do periodo chuvoso
foram superiores aos mesmos parametros registrados no més das coletas no periodo de seca,
segundo dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), vinculado ao MAPA (Figuras 6
e 8). Ndo houve o registro, no INMET, das temperaturas maximas e médias da regido nos
periodos avaliados.

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Média, Minima)

Estagao: BARBACENA (MG) - 12/2013

20 -

190 |-

Temperatura (°C)

15,0 Y O S ) o o g s ) O s S B W | o ) o G o O} | e o ) S ) i W ) o0 | < |

a2 3 4567 89 101112131415 1617 18 192021 22 2324 252627 28 29 30 31

-®- Temp. Minima

Fonte: Temperaturas...2013

Figura 4. Temperatura diaria minima para o0 més de dezembro de 2013 da esta¢do de Barbacena, Campo
das Vertentes — MG.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Média, Minima)
Estagao: BARBACENA (MG) - 04/2014
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Figura 5. Temperatura diaria minima para o més de abril de 2014 da estacdo de Barbacena, Campo das
Vertentes — MG.
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Figura 6. Chuva acumulada mensal e nimero de dias com chuva para o ano de 2013 da estacdo de
Barbacena, Campo das Vertentes — MG.
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Instituto Nacional de Meteorologia - INMET
Temperaturas Diarias (Maxima, Média, Minima)
Estagao: BARBACENA (MG) - 07/2014
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Figura 7. Temperatura diaria minima para o més de julho de 2014 da estacdo de Barbacena, Campo das
Vertentes — MG.

Instituto Nacional de Meteorologia - INMET

Chuva Acumulada Mensal X N° de Dias com Chuva
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Figura 8. Chuva acumulada mensal e nimero de dias com chuva para o ano de 2014 da estagdo de
Barbacena, Campo das Vertentes — MG.

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas da &gua das queijarias ndo cadastradas de Campo
das Vertentes, houve diferenca na comparacdo do pH e cloro residual, entre os periodos de seca
e chuva (p<0,05). Entretanto, esta diferenca ndo foi observada quando se avaliou a dureza da
agua (p>0,05) (tabela 9).
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Tabela 9. Médias, coeficientes de variagdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
parametros fisico- quimicos de qualidade de agua de queijarias de produtores ndo cadastrados na regido
de Campo das Vertentes — MG

Parametros fisico-quimicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Méximo
Dureza (mg/L) Seca 12,78 84,38 10,8 1,5 28,6
Chuva 7,83 65,8 6 4 18
pH Seca 7,06° 2,57 7,12 6,82 7,28
Chuva 6,05 10,13 6,09 5,3 6,76
Cloro Residual (ppm) Seca 4,43 65,53 6,03% 0,71 6,74
Chuva 2,66 72,91 2,84° 0,35 5,32

Medianas seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Friedman (p < 0,05).
Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste F (p < 0,05).

O monitoramento do pH é um importante indicador sobre a qualidade da agua. De acordo com a
Portaria do Ministério da Saude n. 2.914, de 12 de dezembro de 2011, o pH da &gua deve estar
entre 6,0 e 9,5 (Brasil, 2012b). Embora diferentes (p<0,05), os valores médios de pH
encontrados no periodo de chuva e seca, de 6,05 e 7,06, respectivamente, estavam dentro da
faixa exigida pela legislacdo vigente, determinando eficiéncia nos procedimentos de limpeza e
desinfeccdo a partir do uso desta agua.

No periodo da chuva, o valor minimo encontrado de pH igual a 5,3 indica que algumas
queijarias apresentaram valores de pH da agua inferiores ao exigido pela legislacdo. Baixos
valores de pH, além de afetarem os processos de limpeza, podem contribuir para o aumento da
corrosividade da agua utilizada dentro da queijaria, reduzindo, sobretudo, a vida atil dos
equipamentos (Santos, 2011). O menor valor médio de pH (p<0,05) observado, neste periodo,
pode estar associado a maior concentracdo de CO, dissolvido na 4gua da queijaria. 1sso ocorre
em virtude da elevada taxa de decomposicdo da matéria organica, comumente, encontrada em
maiores quantidades na agua no periodo da chuva.

Valor minimo de pH da &gua, fora do preconizado pela legislacdo e valor maximo dentro do
desejado, também, foram relatados em estudo realizado em queijarias artesanais da regido de
Araxd, no qual os valores de pH encontrados na agua de abastecimento variaram entre 4,91 e
7,8, sendo a média igual a 6,62 (Araujo, 2004).

A dureza indica a concentracdo de cations bivalentes dissolvidos, em especial os de calcio
(Ca*®) e magnésio (Mg*?), na 4gua. Quando presentes em grandes concentraces, estes cations,
em presenca de detergente alcalino, se precipitam e levam as formacdes de incrustacGes nas
superficies de contato da queijaria, acarretando perda da qualidade do produto final, com a
formagdo de biofilmes pelo crescimento de bactérias. Toxinas e enzimas produzidas pelas
col6nias do biofilme podem ser incorporadas ao gueijo tornando-o improprio para 0 consumo,
além de diminuir o seu tempo de prateleira (Picinin et al ., 2001).

O Ministério da Saude determina que a agua utilizada para consumo humano tenha dureza de,
no maximo, 500 mg/L de CaCO;(Brasil, 2012b) A dureza da agua, no periodo seco, variou de
1,5 mg/L de CaCOs; a 28,6 mg/L de CaCOs, enquanto que no periodo da chuva estes valores
foram de 4 mg/L de CaCO; a 18 mg/L de CaCO3; Embora ndo haja uma convencgdo formal, a
agua de ambos os periodos pode ser classificada como muito mole e adequada para 0s
procedimentos de limpeza e higienizagdo das queijarias, segundo VVon Sperling (2005).
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Embora a dureza e o valor médio de pH na agua de abastecimento das queijarias estivessem
dentro do desejado para &gua potavel, ainda observaram-se irregularidades quanto a sua
qualidade microbioldgica. De forma semelhante, Picinin et al . (2001), ao analisarem a
qualidade do leite e da agua de 31 propriedades do estado de Minas Gerais, observaram que
embora a dureza e o pH da agua estivessem adequados, a qualidade microbiolégica em 80,17%
das amostras era insatisfatoria.

A concentracdo de cloro residual encontrado na &gua no periodo da seca foi superior a
encontrada no periodo das aguas (p<0,05). Esta diferenca pode ter ocorrido pelo fato de grande
parte dos proprietarios realizarem a cloracdo manual da agua, diretamente no reservatério da
queijaria, sem qualquer conhecimento a cerca da vazdo da agua no recipiente. Desta forma, no
periodo seco, a adicdo da mesma quantidade de cloro em um reservatdrio de menor vazao de
agua, causada pela escassez de chuvas, poderia ser 0 motivo para a maior concentracdo de cloro
observada neste periodo.

Segundo a legislacdo estadual de queijo Minas artesanal, a agua usada no interior da queijaria
deve estar a uma concentracdo de 2ppm a 3ppm de cloro (Minas Gerais, 2002b). O cloro, por
meio de oxidacdo, € um dos principais compostos quimicos utilizados na inativagcdo de micro-
organismos nas aguas de estabelecimentos alimenticios, embora possua baixa a¢do na inativacao
de cistos e oocistos de protozoarios e ovos de helmintos (WHO, 2011). Sua eficiéncia de acdo é
influenciada pela sua concentragdo, tempo de contato com a agua, pH e dureza do meio, tipo e
concentracdo de micro-organismos na agua e dispersdo do produto do reservatério (Meyer,
1994).

No periodo de seca, 50% das amostras apresentaram valor de cloro igual ou superior a 6,03.
Este alto valor de cloro é indesejado em estabelecimentos de alimentos, por proporcionar odor e
sabor desagradaveis ao produto final, aléem de ser prejudicial & saude do consumidor, pelas
propriedades lesivas do cloro. Por outro lado, os valores minimos de cloro na dgua encontrados
no periodo de seca e chuva de 0,75 ppm de Cl, e 0,35 ppm de Cl,, respectivamente, refletem a
ineficiéncia do processo de cloragio em algumas das queijarias amostradas e,
consequentemente, nos procedimentos de limpeza e higienizacdo realizados no interior das
mesmas.

5.4. Qualidade microbioldgica do soro-fermento

N&o houve diferencga entre as medianas do Numero Mais Provavel de coliformes a 30°C e entre
as contagens de Staphylococcus spp., bolores e leveduras e bactérias acido-laticas nos periodos
avaliados (p>0,05). Por outro lado, foram observadas maiores contagens medianas de
Staphylococcus coagulase positivo e maior Numero Mais Provavel de coliformes a 45°C no
soro-fermento de queijo elaborado no periodo da chuva (p<0,05). Salmonella spp. ndo foi
detectada nos periodos avaliados (tabela 10).
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Tabela 10. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
parametros microbioldgicos de qualidade de soro-fermento de queijarias de produtores ndo cadastrados na

regido de Campo das Vertentes — MG

Parametros microbiolgicos

Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo

Coliformes 30°C (NMP/mL) Seca 742 75,95 730 120 1500
Chuva 6766 71,79 7800 93 >11000
Coliformes 45°C (NMP/mL) Seca 3,2 9,68 <3 <3 3,6
Chuva 2854 1459  1520° 93 >11000
Staphylococcus coagulase positivo
(UFC/mL) Seca <1x10° 0  <1x10%® <1x10° <1x10°
Chuva 2,4x10° 182,47 1,8x10% <1x10° 1,1x10°
Staphylococcus spp. (UFC/mL) Seca 3,5x10* 109,18 2x10* <1x10® 1x10°
Chuva 2,1x10° 13554 85x10° <1x10° 7,1x10°
Bolores e leveduras( UFC/mL) Seca 9,6x10° 69,03 1,2x10° <1x10® 1,5x10°
Chuva 5,1x10° 207,5 5,2x10° <1x10* 2,6x10°
BAL MRS (UFC/mL) Seca 3,6x107 147,96 1,3x107 3,3x10° 1,4x10°
Chuva 9x10” 139,88 1,6x107 1,5x10° 2,6x108
BAL M17 (UFC/mL) Seca 6,5x107 136,49 2,2x107 3,3x10° 2,2x10°8
Chuva 2,3x10%® 136,77 6,5x107 1,1x10° 7,2x108
Salmonella spp. (25mL) Seca Auséncia
Chuva Auséncia

Medianas seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Friedman (p < 0,05)

Embora ndo haja legislacdo especifica para a determina¢do dos parametros microbioldgicos
aceitaveis no soro-fermento, foi possivel constatar altas contagens de todos o0s micro-
organismos pesquisados no mesmo. A presenca de contagens elevadas de bactérias do grupo
coliformes, Staphylococcus spp. e bolores e leveduras no pingo representa uma fonte de
contaminacdo direta ao queijo Minas artesanal, desta forma, sendo responsavel pela perda de
qualidade microbioldgica do produto final. Por outro lado, as altas contagens de bactérias acido-
laticas encontradas no soro-fermento seriam responsaveis pela protecdo intrinseca deste aos
patogenos ali presentes, além de contribuirem para as caracteristicas sensoriais do QMA.

Dentre os micro-organismos deteriorantes no soro-fermento, encontram-se os coliformes a
30°C. Uma vez presentes em altas contagens, como demonstrado na tabela 10, levam a
deterioracdo rapida do meio, devido a presenga de &cidos e gases oriundos do processo de
fermentacdo da lactose. Borelli et al . (2006a) encontraram em trabalho realizado em soro
fermento da regido da Serra da Canastra contagens de coliformes a 30°C variando de 93 a
>1100 NMP/mL, a semelhanca do visto neste estudo. Por outro lado, os coliformes a 45°C,
representados, principalmente por Escherichia coli, expressam alto potencial de patogenicidade
guando presentes em altas concentracdes no meio. No periodo da seca, foram encontrados
baixos valores de Nimero Mais Provavel de coliformes a 45°C no soro-fermento das queijarias,
variando de <3 NMP/mL a 3,6 NMP/mL, determinando pingos pouco contaminados quanto a
estes micro-organismos. Contrariamente, no periodo da chuva 50% das propriedades
apresentaram NUmero Mais Provavel de coliformes termotolerantes igual ou superior a 1500
NMP/mL, sendo que, em algumas queijarias foram observados valores de >11.000 NMP/mL. A
maior contagem mediana destas bactérias no periodo chuvoso se explica pelas condigdes de alta
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temperatura e umidade nesta época do ano, favoraveis ao desenvolvimento e multiplicacéo
bacteriana, uma vez que coletado de um dia para outro, o soro-fermento permanece a
temperatura ambiente até o momento da sua utilizacdo. Adicionalmente, deficiéncias no
processo de higienizagcdo dos utensilios na queijaria, neste periodo, e a quantidade de sal
utilizada durante a salga podem também ter sido responsaveis por contagens mais elevadas
destes micro-organismos, no periodo da chuva.

As medianas da contagem de Staphylococcus spp. no soro-fermento indicam que 50% das
amostras apresentaram contagens iguais ou superiores a 2x10* UFC/mL e 8x10° UFC/mL nos
periodos da seca e chuva, respectivamente. Apesar de relatos na literatura considerarem a
producdo de enterotoxinas a partir de 10° UFC/mL, dados apresentados no trabalho realizado
por Veras (2004) confirmam a possibilidade de producdo de enterotoxinas em contagens de 10°
a 10 UFC/mL, o que ratifica o risco das altas contagens encontradas no soro-fermento. A
auséncia de diferenca na avaliagdo deste micro-organismo entre os dois periodos do ano,
embora em contagens inferiores aos presentes na tabela 10, foi relatada em trabalho realizado
com pingo da regido da Serra da Canastra (Dores et al ., 2013). Por outro lado, foram
observadas contagens altas de Staphylococcus coagulase positivo no soro-fermento avaliado
somente no periodo da chuva, sendo o valor mediano obtido superior ao valor mediano do
periodo da seca (p<0,05), quando ndo houve a deteccdo de Staphylococcus coagulase positivo.
No periodo da chuva, a maior concentracdo deste patégeno pode ocorrer pelos mesmos motivos
ja citados, anteriormente, para bactérias do grupo coliforme, somados a manipulacdo
inadequada do soro-fermento, tendo em vista que 30 a 50% da populacdo humana seja portadora
assintomatica de Staphylococcus coagulase positivo e & maior ocorréncia de mastite no rebanho
(Stamford et al., 2006, Zafalon et al ., 2009).

Contagens de bolores e leveduras semelhantes as encontradas na presente pesquisa foram
relatadas em fermento enddgeno para producdo de gqueijo Minas artesanal da Serra do Salitre,
em que os valores variaram de 3x10t UFC/mL a 2,7x10° UFC/mL (Lima et al ., 2009). A
auséncia de diferenca observada entre os periodos do ano para este parametro, também foi
documentada por Oliveira (2014), ao analisar 0 pingo usado na elaboracdo de queijo Minas
artesanal de Campos das Vertentes, em propriedades cadastradas ao IMA. As contagens médias
de bolores e leveduras foram de 4,6 x 10° UFC/mL, no periodo da seca, e de 1,1 x 10° UFC/mL
no periodo das aguas.

Em relacdo as bactérias &cido-laticas, ndo houve diferenca entre as contagens medianas dos
periodos analisados (p>0,05). Resultado semelhante foi relatado em pesquisa de BAL em soro-
fermento de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra, em que as medianas das contagens de
3,5x10° UFC/mL e 1,2x10" UFC/mL, nos periodos de seca e chuva, respectivamente, também
ndo foram diferentes (p>0,05) (N6brega, 2007).

Foram encontrados elevados valores minimos e maximos de contagem de BAL nos meios MRS
e M17, respectivamente, nas bases de 10°e 10% no periodo da seca, e de 10%¢ 108 no periodo da
chuva, ficando evidente que esse grupo compde a microbiota dominante do soro-fermento desta
regido. Altas contagens minimas e maximas de BAL, 6,5x10° UFC/mL e 3,3,x10" UFC/mL,
respectivamente, também foram relatadas em pingo utilizado na elaboragdo de QMA do Serro
(Santos, 2010).

A presenca, em altas proporcoes, de BAL no soro-fermento é desejada ao processo de
elaboracdo do QMA, pelo fato destes micro-organismos, além de proporcionarem grande parte
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das caracteristicas sensorias tipicas do QMA, serem responsaveis pela reducdo da contagem de
patégenos no produto. Isso ocorre pela competicdo direta por nutrientes no alimento e,
sobretudo, pela producdo de acidos, bacteriocinas, entre outros compostos antagonistas a alguns
patdgenos de importancia alimentar, como Salmonella spp., Listeria spp. e Staphylococcus spp.
(Perin et al ., 2012). A auséncia de Salmonella spp. nos soros-fermento analisados pode estar
associada a esta atividade antagonista desempenhada pelas BAL.

5.5. Qualidade microbioldgica e fisico-quimica do leite cru

N&do houve diferenca (p> 0,05) entre as médias das contagens de células somaticas e as
medianas das contagens bacteriana totais nos leites coletados nos periodos de seca e chuva
(tabela 11).

Tabela 11. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) de leite cru obtido em
queijarias de produtores ndo cadastrados na regido de Campo das Vertentes — MG

Parametros Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo
CCS (células/mL) Seca 2,4x10° 55,22 2,4x10°  1,8x10*  3,9x10°
Chuva 2,5x10° 58,81 2,5x10° 5x10* 4,8x10°

CBT (UFC/mL) Seca 9,7x10° 2344 2,9x10* 6x10° 5,6x10°

Chuva  3,3x10° 84,89 4,1x10° 2x10° 5,6x10°

Os valores médios de CCS, nos periodos de seca e de chuva, estavam dentro do preconizado
pela legislagdo (Minas Gerais, 2002b). Apenas uma propriedade, responsavel pelo valor
méximo de CCS de 4,8x10° CCS/mL no periodo de chuva estava em desacordo com a mesma.
A CCS no leite de um animal pode ser influenciada pelo estado nutricional, estagio de lactagéo,
idade, estresse, além do tipo de patdgeno envolvido. Contudo, a maior fonte de variacao celular
do leite sdo as Infeccdes Intramamarias (IIM), uma vez que a migracdo dos leucdécitos do leito
vascular para o leite depende da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias que ocorrem durante as
mastites (Harmon, 1994).

De forma geral, as propriedades realizavam, como rotina de ordenha, o teste da caneca de fundo
telado na deteccdo da mastite clinica e o tratamento imediato das vacas constatadas doentes.
Além disso, realizavam o tratamento de vaca seca com antimicrobiano adequado, com o
objetivo de prevenir novas infeccdes intramamarias e eliminar as infeccdes subclinicas
existentes nos animais. Adicionalmente, os produtores praticavam a eliminacdo de animais
velhos e cronicamente infectados do rebanho, linha de ordenha e pré e po6s dipping adequados.
Tais medidas corretivas e preventivas determinaram a CCS do leite dentro do preconizado pela
legislacdo (Minas Gerais, 2002b), de no méaximo 4x10°> CCS/mL, em ambos os periodos
estudados, e, consequentemente, melhor composi¢éo, rendimento e qualidade de seus derivados.

Embora a rotina de ordenha, quanto ao manejo dos animais, fosse adequada nas propriedades,
observou-se um grande numero de falhas quanto a limpeza e higieniza¢&o dos equipamentos de
ordenha. Em nenhuma das propriedades era seguido o bindmio tempo/temperatura de aplicacdo
do detergente alcalino clorado necessario para a eficiéncia de remocdo de proteinas e gordura
dos equipamentos. Além disso, em poucas propriedades o detergente acido era utilizado como
agente de remog&o de residuos minerais ou era realizada a correta manutengdo do equipamento
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de ordenha, como troca das teteiras periodicamente. Como fator mais agravante, 50% das
propriedades ndo realizavam a sanitizagdo da ordenhadeira antes do inicio da ordenha, sendo
esta etapa a mais relevante para a reducdo da contagem bacteriana do leite (Santos e Fonseca,
2007). Diante deste quadro de deficiéncia nos processos de higienizacdo dos equipamentos de
ordenha, puderam ser observadas altas contagens bacterianas nos leites analisados, em ambos 0s
periodos. Na maioria das fazendas, estes valores estavam acima do preconizado pela legislacdo
(Minas Gerais, 2002b), de, no méaximo, 1x10° UFC/mL, como evidenciam as medianas obtidas,
principalmente, do leite coletado na chuva.

Resultados semelhantes foram descritos por Oliveira (2014), ao avaliar o leite cru usado na
elaboracdo de queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes, em que ndo houve diferenca
(p>0,05) nos valores de CCS e CBT entre os periodos avaliados. As médias foram de 3,9 x 10°
CCS/mL no periodo seco e 8,9 x 10° CCS/mL no periodo chuvoso e de 7,7 X 10° UFC/mL no
periodo seco, e 4,3 x 10° UFC/mL no periodo chuvoso. De forma semelhante, ndo foi observada
diferenca (p>0,05) na CBT média de leite cru utilizado na elaboracdo de queijo Serrano, que foi
de 1,2x10° UFC/mL, no ver&o, e de 5x10° UFC/mL, no inverno (Souza et al ., 2003).

Os resultados microbioldgicos de leite cru encontram-se na tabela 12. Nos parametros avaliados,
contagens de Staphylococcus spp., Staphylococcus coagulase positivo, bolores e leveduras e
bactérias acido-laticas em leite cru, ndo houve diferenca (p>0,05) das medianas na comparacao
entre os periodos de seca e chuva. Ja para o0 Numero Mais Provavel de coliformes a 30°C e a
45°C, as medianas foram superiores no periodo de chuva (p<0,05).

Tabela 12. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
pardmetros microbiolégicos de qualidade de leite cru de queijarias de produtores ndo cadastrados na
regido de Campo das Vertentes — MG

Pardmetros microbiol égicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo
Coliformes 30°C (NMP/mL) Seca 61 14591  39,5° <3 240
Chuva 3742 150,29  195% 23 >11000
Coliformes 45°C (NMP/mL) Seca 9 136,66 3 <3 35
Chuva 81 181,8 328 <3 380
Staphylococcus coagulase positivo
(UFC/mL) Seca 7,8x10° 123,99 3,1x10° <i1x10® 2,5x10*
Chuva 7,1x10° 208,13 1x10° <1x10® 3,7x10*
Staphylococcus spp. (UFC/mL) Seca 2,5x10* 195,77 2,9x10° <i1x10® 1,3x10°
Chuva 3,9x10° 198,9 7,4x10* <1x10° 2x10°
Bolores e leveduras( UFC/mL) Seca 5,5x10° 229,53 2,1x10* <1x10* 3,1x10°
Chuva 1,6x10* 184,01 2,7x10° <1x10* 7,3x10*
BAL MRS (UFC/mL) Seca 4,4x10° 244,64 42x10° <1x10® 2,6x107
Chuva 4x10° 192,32 1x10°® 1,7x10* 2x107
BAL M17 (UFC/mL) Seca 3,4x10° 240,73 3,2x10* <1x10® 2x107
Chuva 7,3x10° 219,65 3,3x10° 1,8x10* 4x10’
Salmonella spp. (25 mL) Seca Auséncia
Chuva Auséncia

Medianas seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Friedman (p < 0,05).
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As maiores contagens medianas de coliformes a 30°C e a 45°C, no periodo da chuva, sdo
explicadas pela elevada temperatura e umidade do ar neste periodo (figuras 4 a 8), que
favorecem a multiplicacdo deste grupo de bactérias, primordialmente ambientais, no leite. Além
disso, também sdo reflexos da incorreta higienizacdo dos equipamentos de ordenha e do
ambiente dos animais e de possivel contaminagdo fecal durante e apds a ordenha, no transporte
do leite até a queijaria e dentro dela. Outra explicacdo para a elevada contagem de coliformes no
leite seria a ocorréncia de mastite ambiental nas vacas, que é caracterizada pelo aumento do
nimero de casos clinicos no rebanho, sem causar alteragfes significativas na CCS do leite de
tanque, como observado na tabela 11 (Tomazi, 2013).

Embora seja evidente nas propriedades pesquisadas a tomada de algumas medidas de controle
para a reducdo da presenca de Staphylococcus spp. no leite, como pré e p6s dipping, linha de
ordenha, tratamento de vaca seca e descarte de animais cronicamente infectados, as contagens
de Staphylococcus spp. e Staphylococcus coagulase positivo foram altas em ambos os periodos
avaliados. As medianas das contagens de Staphylococcus coagulase positivo de 1x103 UFC/mL
e 3,1x108 UFC/mL, na chuva e seca, respectivamente, indicaram inadequacdo dos valores em
relagdo a legislacdo estadual (Minas Gerais, 2002b). Desta forma, ficam evidentes outros
reservatorios destes agentes dentro do sistema de producdo, permitindo novas infeccBes, por
exemplo, lesBes de pele e tetos das vacas, as maos dos ordenhadores e presenca de teteiras
contaminadas.

Resultados semelhantes foram encontrados em pesquisa de leite cru usado na elaboracdo de
QMA do Serro, no qual Staphylococcus aureus foi encontrado em altas contagens nos periodos
seco e chuvoso, sem diferenca (p>0,05) entre os periodos avaliados. Nas &guas, a contagem
média deste micro-organismo foi de 2,8x10® UFC/mL e na seca, de 2,7x10* UFC/mL (Martins,
2006).

A contagem de bactérias acido-laticas no leite foi elevada, em ambos os periodos avaliados.
Esse fato é desejavel para a producdo de queijo Minas artesanal do Campo das Vertentes, uma
vez que elas sdo responsaveis por grande parte das caracteristicas sensoriais do produto, além de
provavelmente antagonizarem bactérias patogénicas no mesmo. Em pesquisa com leite cru
usado na elaboracdo do queijo Zlatar, produto artesanal da Eslovaquia, contagem de bactérias
4cido-laticas apresentou valores médios de 3,2 x 10° UFC/mL no meio MRS e de 7x10°
UFC/mL no meio M17, a semelhanga do encontrado neste presente trabalho (Veljovic et al .,
2007).

Em pesquisa realizada na regido de Campo das Vertentes, em propriedades cadastradas no IMA,
a contagem média de BAL no leite cru no periodo da seca foi de 1,7x10°> UFC/mL e 2,4x10°
UFC/mL nos &gares MRS e M17, respectivamente, e de 5x10* UFC/mL e 3,5x10° UFC/mL , no
periodo das chuvas, respectivamente (Oliveira, 2014).

Apesar da inexisténcia de padrdo microbiologico para a enumeracdo de bolores e leveduras,
foram encontradas neste estudo altas medianas de contagens destes micro-organismos na seca e
na chuva, indicando higiene insatisfatéria durante o processo de ordenha e deficiéncias nas
etapas de sanitizacdo dos equipamentos. Além de produtores de metabdlitos toxicos, as
micotoxinas, algumas cepas de bolores e leveduras levam a deterioracéo do leite, determinando
uma matéria-prima de baixa qualidade microbioldgica e consequentemente, um QMA de igual
qualidade (Rodriguez-Amaya e Sabino, 2002). O oposto foi observado em leite utilizado na
elaboracdo de queijo Casin e de QMA de produtores cadastrados da regido de Campo das
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Vertentes, no qual ndo foram detectadas contagens de bolores e leveduras (Alegria, et al ., 2009;
Oliveira, 2014).

Nao foi isolada Salmonella spp. nas amostras de leite analisadas. Esta auséncia pode ser
atribuida a menor capacidade de competicdo deste micro-organismo, em relacdo aos coliformes
e a Staphylococcus spp. A ocorréncia deste micro-organismo em alimentos esta, em algumas
vezes, associada as contagens menores de outros contaminantes. A possivel auséncia de
contaminacdo cruzada e as altas contagens de bactérias acido-laticas no leite podem, também,
justificar este dado. Em leite usado na elaboracdo de queijo artesanal de Vermont ndo foi
detectada Salmonella spp. (D’amico e Donnelly, 2010). Por outro lado, em leite usado na
elaboracdo de queijo artesanal de Montes Claros, Minas Gerais, Salmonella sp. foi detectada em
um amostra (Almeida et al ., 2012).

A composicao centesimal do leite se encontra na tabela 13. Em relagéo aos teores percentuais de
lactose, proteina e extrato seco total ndo houve diferenca entre as médias dos periodos estudados
(p>0,05). Entretanto, o teor médio de gordura do leite foi estatisticamente superior no periodo
de chuva se comparado ao periodo de seca (p<0,05).

Tabela 13. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
parametros fisico-quimicos de qualidade de leite cru de queijarias de produtores ndo cadastrados na
regido de Campo das Vertentes — MG

Parametros fisico-quimicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo

Lactose (%) Seca 4,56 2,98 4,55 4,38 4,79

Chuva 4,46 3,36 4,43 4,27 4,72

Proteina (%) Seca 3,37 10,11 3,3 3,05 3,94

Chuva 3,51 8 3,4 3,3 4,03

Gordura (%) Seca 2,96° 34,3 3,24 0,95 3,79
Chuva 4,44% 33,72 4,43 2,01 6,49

Extrato Seco Total (%) Seca 12,37 13,09 11,96 10,25 14,99

Chuva 13,41 10,58 13,68 11,09 15,2

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste F (p<0,05).

Dos componentes do leite, o teor de gordura é o que mais pode variar, em funcdo de variagdes
genéticas, manejo alimentar do rebanho ou até mesmo em funcdo das condi¢bes de saude da
vaca. O teor de proteina também pode ser afetado, porém, em menor grau enquanto gue o teor
de lactose é o menos influenciado (Wattiaux, 2012). Os valores de CV (%) encontrados para
cada um destes parametros, independentemente da época do ano e mostrados na tabela 12,
corroboram esta afirmativa.

A lactose é o principal componente a exercer pressdo osmotica no leite. Ao ser produzida, eleva
a concentracdo de 4gua no interior das células epiteliais mamarias. Desta forma, quanto maior a
sintese de lactose, maior o volume de leite produzido, sendo mantido, portanto, 0 mesmo teor de
lactose. Assim, o teor de lactose dificilmente é influenciado pela estacéo do ano, dieta do animal
ou outra variavel qualquer, a ndo ser em casos extremos de desnutricdo (Peres, 2001). Os
valores médios percentuais de lactose do leite, em ambos os periodos, estavam dentro do
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preconizado pela legislagdo que determina valor minimo de lactose igual a 4,3% (Minas Gerais,
2002b).

A proteina é sintetizada na glandula maméaria a partir de aminoacidos essenciais obtidos,
sobretudo, da proteina microbiana e da proteina ndo degradavel no rimen (PNDR). Estas
proteinas chegam diretamente no duodeno, resultando em um maior aporte de aminoacidos
absorvidos e disponiveis para a glandula (Valadares Filho e Valadares, 2001). Dentre os
aminoacidos essenciais, a metionina e a lisina sdo potencialmente limitantes para a sintese de
proteina do leite, de forma que a estacdo do ano e o tipo de alimento fornecido ao animal
dificilmente elevam a concentracdo destes aminoacidos na dieta, assim como a quantidade e
qualidade da proteina microbiana e PNDR que chegam ao intestino do animal (Schwab, 1996).
Assim, sabe-se que a dieta do animal pouco influencia na composicdo da proteina do leite de
forma que um aumento de 1% de proteina bruta na dieta, quando esta esta entre 9% e 17%,
eleva apenas 0,02% da proteina total do leite (Emery, 1978). De fato, ndo foram observadas
diferencas (p>0,05) nos valores percentuais médios de proteina do leite coletado nos periodos
de seca e de chuva. Contudo, os altos valores encontrados sugerem um bom rendimento deste
leite na elaboragdo do QMA.

Em leite cru usado na elaboracdo de queijos artesanais em Montes Claros foram encontrados,
em média, 4,7% de lactose e 3,5% de proteina (Almeida et al ., 2012). Resultados semelhantes
foram encontrados em pesquisa de leite cru para a producdo de queijo da Serra da Canastra, que
apresentou valores médios de lactose e proteina iguais a 4,54% e 3,15%, respectivamente
(Ornelas, 2005).

O teor percentual de gordura pode oscilar entre 2 a 4 unidades percentuais no leite. Fatores
como genética, estacdo do ano, relagdo volumoso:concentrado, fibra efetiva, tipo de
concentrado, fornecimento de gordura e aditivos ao animal podem aumentar ou reduzir o teor de
gordura no leite (Wittwer, 2000). A menor média observada no periodo de seca (p<0,05) pode
ser explicada pelo maior fornecimento de concentrado ao animal, em fungdo da menor
disponibilidade de forrageira, neste periodo, se comparado a época da chuva. Nesse sentido, ha
aumento da producdo de acidos que reduzem o pH do rimen do animal. Consequentemente, a
digestdo da fibra fica comprometida, reduzindo a proporc¢éo de acido acético, em contraposicdo
ao acido propidnico, que aumenta. Sendo o acido acético o principal precursor da gordura do
leite, sua reducdo estaria diretamente relacionada a queda da gordura do leite (Fontaneli, 2001).

A diferenca na concentracdo de gordura entre as estacfes também foi relatada em leite utilizado
para a producdo de queijo Saint-Nectaire, francés, no qual os teores percentuais médios de
gordura foram, respectivamente, de 3,7% no verdo e 4,37% para o inverno (Leriche e Fayolle,
2012).

Os valores médios de gordura no leite, em ambos os periodos, estavam de acordo com o
preconizado pela legislacéo, de maior ou igual a 3% (Minas Gerais, 2002b). A mesma fazenda
foi a responsavel pelos valores minimos de gordura, fora do ideal, nos periodos de seca e chuva,
podendo ser atribuidos a este fato falhas no manejo alimentar dos animais e vacas em fase
avancada de lactag&o.

O teor percentual de extrato seco total do leite normalmente acompanha as variagdes observadas

nos teores de gordura. Esta tendéncia foi observada na tabela 13, em que o valor médio de EST
foi, numericamente, maior na seca se comparado ao periodo chuvoso, embora estatisticamente
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iguais (p>0,05). A auséncia de variacdo observada nos valores médios de EST entre os periodos
estudados, embora o teor de gordura tenha sido maior na seca, ocorreu pela auséncia de variacao
nos demais macro-componentes do leite, proteinas e lactose. Em ambos os periodos, o EST
médio do leite estava dentro do preconizado pela legislagcdo, maior ou igual a 11,5%, revelando
um leite rico do ponto de vista nutricional (Minas Gerais, 2002b). Resultado semelhante foi
relatado em estudo realizado em queijarias cadastradas na regido de Campo das Vertentes. As
amostras de leite cru analisadas apresentaram média de EST de 13,10%, na seca sendo igual a
média de 13,51% obtida no periodo chuvoso (Oliveira, 2014).

5.6. Qualidade microbioldgica de queijo Minas artesanal fresco

Houve diferenca (p<0,05) na comparagdo entre as medianas do Numero Mais Provavel de
coliformes a 30°C e a 45°C e entre as contagens de Staphylococcus coagulase positivo, bactérias
acido-laticas no meio M17 e bolores e leveduras em queijo Minas artesanal, de acordo com o
periodo em que esses foram produzidos. Apenas nas contagens de Staphylococcus spp. e
bactérias &cido-laticas no meio MRS, ndo foram observadas diferengas (p>0,05) (tabela 14).

Tabela 14. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
parametros microbiolégicos de qualidade de queijo Minas artesanal fresco de queijarias de produtores ndo
cadastrados na regido de Campo das Vertentes — MG

Parametros microbiol6gicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Maximo

Coliformes 30°C (NMP/qg) Seca 2203 196,19  355° 120 >11000
Chuva 9417 41,19 >11000° 1500 >11000

Coliformes 45°C (NMP/qg) Seca 264 160,98 93° <3 1100

Chuva 5645 103,92 5715 92 >11000
Staphylococcus coagulase positivo (UFC/g)  Seca  3,3x10* 159,29 2,8x10* <1x10®° 1,3x10°
Chuva 2x107 154,68 1,8x10%* <1x10° 7,2x107

Staphylococcus spp. (UFC/g) Seca 1,1x10° 1351 3,1x10° 4,7x10* 3,9x10°
Chuva 3,5x107 125,1 2,3x107 4,8x10* 1,1x108
Bolores e leveduras( UFC/q) Seca 1,1x10”7 71,08 1,3x107 1,3x10° 2,1x107
Chuva 1,4x10° 239,92 8x10® <1x10° 8,4x10°
BAL MRS (UFC/qg) Seca 5,1x10%® 138,17 1,3x10%® 1,6x10° 1,7x10°
Chuva 3,2x10® 137,35 8,8x107 5,1x107 1,1x10°
BAL M17 (UFC/g) Seca 6,4x10% 108,29 4x10%  1x107  1,6x10°
Chuva 5,4x107 145,63 9,8x10%° 6,1x10°  2x10°
Salmonella spp. (259) Seca Auséncia
Chuva Auséncia

Medianas seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste de Friedman (p < 0,05).

As medianas das contagens de coliformes totais e coliformes termotolerantes foram superiores
(p<0,05) no periodo da chuva, se comparadas as obtidas no periodo da seca. Este resultado era
esperado tendo em vista as altas contagens destes micro-organismos, também, no periodo da
chuva, no leite e soro-fermento empregados na elaboracdo dos queijos, de forma que estas
mateérias-primas foram fonte direta de contaminagdo ao produto final. Pelo fato de o queijo

81



apresentar maior disponibilidade de substrato, os coliformes encontraram um ambiente
favoravel a sua multiplicagdo, atingindo valores bem superiores aos observados no leite e no
pingo. Além disso, falhas de higienizacdo durante a elaboragdo e armazenamento do queijo,
também poderiam estar associadas a intensificacdo deste crescimento.

Os coliformes a 30°C em altas contagens sdo responsaveis pela deterioragdo do queijo levando a
um defeito classico chamado estufamento precoce. Este defeito é observado entre o processo de
elaboracdo e o processo de salga do queijo, sendo perceptivel, logo, nas primeiras 24 horas de
producdo. A lactose do queijo é fermentada pelas bactérias do grupo coliformes, levando a
formacéo de acido latico, acido acético e etanol, que conferem um sabor picante, ligeiramente
amargo ao queijo, e também ha producdo de CO, e H,, gases responsaveis pela formacao de
olhaduras pequenas no produto final (Furtado, 1991). De fato, queijos de dois produtores, no
periodo da chuva, estavam, no momento da coleta, abaulados e apresentavam micro olhaduras
caracteristicas tipicas deste tipo de defeito, ao corte.

Os coliformes a 45°C, principalmente, representados por Escherichia coli, fazem parte da
microbiota intestinal de animais de sangue quente, incluindo 0 homem. Sua presenca no queijo
pode indicar, além de falhas no processo de higienizacdo durante o processamento do QMA,
presenca de material de origem fecal e de outros micro-organismos enteropatogénicos. Desta
forma, além de causarem a deterioracdo do queijo, algumas cepas sdo comprovadamente
patogénicas ao homem e aos animais (Jay et al ., 2005; Trabulsi e Altherthum, 2005).

Oliveira (2014), ao analisar QMA maturados por 60 dias de propriedades cadastradas ao IMA
da regido de Campo das Vertentes, encontrou Numero Mais Provavel de coliformes a 30°C e a
45°C semelhantes ao relatados no presente estudo. Da mesma forma, os valores médios de
NMP/g foram superiores no periodo chuvoso se comparados aos valores médios do seco
(p>0,05). No periodo da seca, a contagem de coliformes a 30°C reduziu ao longo da maturacao
(p<0,05).

Altas contagens também foram relatadas em queijos Coloniais, com e sem inspecdo, da
microrregido de Francisco Beltrdo- PR, nos quais foram encontradas contagens entre <3 a
>11.000 NMP/g tanto para coliformes totais quanto para termotolerantes (Silva e Silva, 2013).

A presenca de altas contagens de Staphylococcus spp. nos queijos, na seca e na chuva, esta
associada as altas contagens deste micro-organismo observadas, também, no soro-fermento e no
leite, em ambos os periodos avaliados. A presenca destes micro-organismos em contagens
superiores a 10 UFC/g, em todas as propriedades, tanto no periodo de seca quanto no de chuva,
é preocupante devido a possibilidade de producdo de enterotoxinas no alimento. Embora a
legislacdo determine pardmetros de aceitacdo no queijo apenas para Staphylococcus coagulase
positivo, é sabido que algumas cepas coagulase negativo, incluidas nesta contagem total de
Staphylococcus spp., sdo também capazes de produzirem enterotoxinas, representando um risco
potencial a saide do consumidor.

Quanto as contagens de Staphylococcus coagulase positivo, apenas queijos de duas queijarias no
periodo de seca e uma no periodo de chuva apresentaram adequacdo a legislagdo estadual
(Minas Gerais, 2008), sendo que a mediana das contagens no periodo de chuva foi superior
aquela encontrada no periodo de seca (p<0,05). Grande parte desta diferenca, entre periodos do
ano, pode ser inicialmente atribuida & utilizacdo de um soro-fermento, também mais
contaminado por este micro-organismo, na chuva, conforme mostra a tabela 10. O soro-
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fermento seria entdo o responsavel pela contaminagdo direta do queijo a partir dele produzido.
As altas contagens, de até 7,2x10" UFC/g, de Staphylococcus coagulase positivo nos queijos
coletados, principalmente, no periodo de chuva, quando comparadas aquelas contagens
encontradas no soro-fermento, podem ser explicadas pela manipulagdo inadequada do QMA
durante o seu processamento. De fato, 42,86% dos manipuladores foram considerados
portadores deste micro-organismo em suas méos, sendo esta, talvez a causa mais importante
para estas altas contagens de Staphylococcus coagulase positivo observadas. Outra possivel
fonte de contaminacdo desta bactéria no queijo é a 4gua de abastecimento das queijarias, usada
tanto na limpeza e higienizacdo dos utensilios, quanto na lavagem dos queijos, etapa realizada
em todas as queijarias (item 4.1). Embora a pesquisa direta de Staphylococcus coagulase
positivo ndo tenha sido realizada nas amostras de agua, as maiores contagens de mesofilos
aerébios nas mesmas, no periodo da chuva, poderiam indicar, indiretamente, maior
contaminacédo por Staphylococcus coagulase positivo e, consequentemente, maior contaminacao
por estes micro-organismos nos queijos.

A ndo conformidade dos resultados obtidos a legislacdo estadual (Minas Gerais, 2008) era
esperada, tendo em vista que esta ndo é especifica para queijos Minas artesanais frescos, mas
sim para 0s QMA maturados. As altas contagens encontradas reforcam o risco microbiol6gico
associado ao consumo fresco do queijo Minas artesanal, a0 mesmo tempo em que corroboram a
importancia de um periodo minimo de maturacdo deste queijo para que haja reducdo dessas
contagens e, consequentemente, deste risco.

As altas contagens de Staphylococcus coagulase positivo encontradas sdo de grande
preocupacdo, uma vez que ndo foi pesquisada a presenca de enterotoxinas nos queijos
analisados. Torna-se necessaria, entdo, em pesquisas futuras, a deteccdo dessas enterotoxinas
nos gueijos para a certificacdo de qualidade e inocuidade do queijo Minas artesanal elaborado
nas propriedades visitadas.

De forma semelhante a este estudo, embora com valores um pouco inferiores, as contagens
médias de Staphylococcus spp. em QMA da Serra da Canastra, maturado a temperatura
ambiente, de 1,9x10* UFC/g, na chuva, e de 3,2x10® UFC/g, na seca, ndo foram diferentes
(p>0,05) (Dores et al ., 2013). Por outro lado, contagem média superior, de 2,1x10® UFC/g, de
Staphylococcus spp. foi descrita em propriedades ndo cadastradas, na mesma regido (Resende,
2010).

Resultados semelhantes também foram descritos em QMA do Serro em que a contagem de
Staphylococcus aureus, aos oito dias de maturacdo, de 2,5x103 UFC/g, nas aguas, foi superior a
contagem encontrada de 1,1x102 UFC/g, na seca (p<0,05). A alta temperatura ambiente na
época da chuva foi determinada como a causa do aumento desta contagem (Martins, 2006).
Maior contagem média de Staphylococcus coagulase positivo no periodo das chuvas, se
comparado aos resultados do periodo seco, também foi relatada em QMA da regido de Campo
das Vertentes (Oliveira, 2014).

As bactérias acido-laticas, enumeradas tanto em meio MRS quanto em M17, foram os micro-
organismos predominantes no queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes. Suas contagens
medianas em &gar M17 foram superiores (p<0,05) no periodo da seca quando em comparagao
com o periodo da chuva. Uma possivel justificativa para esta variacdo é a adigdo de maior
volume de soro-fermento ao leite, durante a elaboracgao do queijo, no periodo da seca. A maioria
dos produtores relatou esta pratica como tentativa de manter o processo de coagulagdo do leite
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dentro da normalidade, uma vez que as baixas temperaturas, tipicas do periodo seco, sdo
responsaveis pelo retardamento desta etapa de coagulacdo, levando a obtencdo de um queijo
pouco consistente.

Outra possivel explicacdo para a maior contagem de BAL no meio M17, na seca, é a menor
concentracdo de bactérias do grupo coliformes, neste mesmo periodo, que também sdo micro-
organismos capazes de utilizar a lactose para fermentagdo. Desta forma, houve menor
competicdo por nutrientes no queijo, resultando no aumento das contagens de BAL na seca.
Vale ressaltar que o decréscimo de coliformes nesta condicdo, possivelmente, ndo seu deu
apenas pela competicdo estabelecida entre os micro-organismos, mas, também, pela producao
de &cido latico e talvez por bacteriocinas pelas BAL presentes.

A auséncia de variacdes nas contagens de BAL no meio MRS nos queijos entre os periodos
avaliados (p>0,05) seguiu a tendéncia observada tanto no leite quanto no soro-fermento
utilizados em sua elaboracdo, nos quais, também ndo foram observadas diferencas nas
contagens entre o periodo de seca e chuva. Contudo, a adicdo de menor quantidade de soro-
fermento e maior competicdo por nutrientes no periodo da chuva ndo foram suficientes para
levarem a uma menor contagem destas BAL no queijo, ou por estas serem melhores
competidoras e/ou produtoras de compostos antagonistas que as BAL isoladas no meio M17, ou
por apresentarem crescimento 6timo em temperaturas mais elevadas, como as observadas no
periodo de chuva.

Contagens parecidas foram relatadas em pesquisa de BAL em QMA do Serro maturado por uma
semana a temperatura ambiente, em que a média encontrada foi de 7,9x10” UFC/g (Santos,
2010). De forma semelhante, em propriedades ndo cadastradas localizadas na regido da Serra da
Canastra, BAL também foi a microbiota dominante com contagens médias de 3,0x10” UFC/g no
meio MRS, e 10® UFC/gno meio M17 (Resende et al ., 2011).

A presenca de bolores e leveduras no queijo artesanal de Campo das Vertentes era esperada,
uma vez que estes produtos apresentam alta umidade e sdo acondicionados em ambientes nao
controlados, sujeitando o queijo a esse tipo de contaminacgdo. De fato, alguns gueijos, quando
analisados a olho nu, apresentavam crescimento fungico em suas cascas. Embora ndo haja
padrdo para esses micro-organismos na legislacdo, foram encontradas altas contagens de bolores
e leveduras nos queijos analisados, de forma que a mediana da contagem no periodo da seca foi
superior a encontrada no periodo da chuva (p<0,05).

A maior contagem de bolores e leveduras no periodo seco pode estar associada a maior
contagem de BAL neste periodo. Nesse sentido, houve uma intensificagdo no processo de
fermentacdo da lactose pelas BAL presentes na matriz do queijo, com formagdo de grande
quantidade de &cido latico (tabela 15). As elevadas concentra¢fes deste composto no queijo
inibem grande parte da microbiota patogénica e competidora dos bolores e leveduras. Estes, por
sua vez, por serem micro-organismos tolerantes a acidez, encontraram um ambiente propicio
para sobreviverem e se multiplicarem (Silva et al ., 2007).

Outra explicagao para a maior contagem de bolores e leveduras no queijo no periodo de seca é a
grande presenca de particulas de poeira no ar que disseminam os esporos, a forma infectante
destes micro-organismos. Além disso, um dos proprietarios relatou que em julho, época das
coletas do periodo seco, a janela de sua queijaria foi esquecida aberta por alguns dias, em
decorréncia de uma viagem particular. Houve aumento da umidade relativa do ar, registrada por
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auxilio de um termo-higrémetro no interior da queijaria, e proliferacdo de fungos nas prateleiras
de maturacdo dos queijos. De fato, 0 queijo desta queijaria apresentou o valor maximo de
contagem obtida, no periodo seco, de 2,1x10" UFC/g, sendo a grande responsavel pela elevacio
das contagens de bolores e leveduras.

Altas contagens de bolores e leveduras indicam sanitizacdo deficiente no processamento do
alimento ou utilizacdo de matéria-prima pouco qualificada (Rodrigues, 2005). Estes micro-
organismos sdo preocupantes, principalmente devido a possibilidade de producdo de
micotoxinas, lesivas ao homem (Franco e Landgraf, 2003). Nesse sentido, 0 uso de sorbato de
sodio tem sido aconselhado como método alternativo no controle do crescimento de bolores e
leveduras nos queijos (Araujo, 1990). Segundo a Portaria 146, do MAPA, o &cido sorbico e seus
sais de sodio, potassio e calcio tém funcdo conservadora e podem ser aplicados, em limite
maximo de utilizacdo de 1000mg/Kg de queijo, em queijos de muito alta, alta, média e baixa
umidade (Brasil, 1996).

O oposto a este trabalho foi relatado em queijo Serrano, em que as contagens de bolores e as
contagens de leveduras, aos sete dias de maturacio, no verdo, de 5x10* UFC/g e 1,1x10° UFC/g,
respectivamente foram superiores aos encontrados no inverno, de 3,3x102 e 3,2x10° UFC/g,
respectivamente (Souza et al., 2003). Em trabalho realizado com QMA de Campo das Vertentes
ndo houve diferenca (p>0,05) nas contagens de bolores e leveduras entre o periodo seco, que
apresentou contagem média de 10° UFC/g, e o periodo chuvoso, com contagem média de
2,2x10° UFC/g (Oliveira, 2014). Contagens semelhantes de leveduras foram encontradas em
queijo Minas artesanal da Serra da Canastra (Borelli, et al ., 2006b).

Por fim, Salmonella spp. ndo foi detectada nos queijos analisados. A auséncia de contamina¢do
por este micro-organismo nas matérias-primas utilizadas, o cuidado com a manipulacédo
adequada do queijo e as prevencdes contra as contamina¢BGes cruzadas, alem da possivel
atividade antagonista das BAL presentes, sdo explicacGes para a auséncia deste patdgeno nos
QMA artesanais frescos amostrados.

A auséncia de Salmonella spp. em queijos artesanais também foi relatada em QMA do Serro,
Araxa e Campo das Vertentes e em queijos Coloniais (Brant et al ., 2007; Aradjo, 2004;
Oliveira, 2014; Silva e Silva, 2013). Por outro lado, Salmonella spp. foi isolada em queijos
artesanais, na primeira semana de matura¢do, no Serro e em queijos comercializados
clandestinamente em Jacarai/Sdo Paulo, o que representa um risco a saude do consumidor
(Martins, 2006; Sousa et al ., 2006).

5.7.  Qualidade fisico-quimica de queijo Minas artesanal fresco
Houve diferenca (p <0,05) entre as médias de acidez titulavel dos queijos coletados nos

periodos de seca e de chuva. Para os demais pardmetros fisico-quimicos, ndo houve esta
diferenca entre os periodos estudados (p>0,05) (tabela 15).
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Tabela 15. Médias, coeficientes de variacdo (CV), medianas, valores minimo e maximo dos resultados de
parametros fisico-quimicos de qualidade de queijo Minas artesanal fresco de queijarias de produtores ndo
cadastrados na regido de Campo das Vertentes — MG

Parametros fisico-quimicos Periodo Média CV(%) Mediana Minimo Méximo
Umidade (%) Seca 55,97 10 57,68 45,04 60,7
Chuva 49,35 10,61 49,16 42,08 56,16
Extrato seco total (%) Seca 44,03 12,71 42,32 39,3 54,96
Chuva 50,65 10,34 50,84 43,84 57,92
Proteina (%) Seca 17,54 15,03 17,86 14,06 20,35
Chuva 19,86 13,17 19,52 16,52 24,58
Gordura (%) Seca 28,28 18,4 28 20,67 37
Chuva 29,06 26,74 29,17 17,33 40
GES (%) Seca 64,3 13,87 66,44 46,91 72,94

Chuva 56,81 19,66 60,71 37,59 69,06
Acidez titulavel

(% de acido latico) Seca 0,15° 47,04 0,16 0,04 0,24
Chuva 0,08 71,46 0,05 0,03 0,17

pH Seca 5,53 8,75 5,39 5,13 6,48

Chuva 5,44 7,57 5,54 4,84 5,86

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem pelo teste F (p < 0,05).

O extrato seco total (EST) e a umidade sdo influenciados por uma série de fatores durante a
elaboracdo do QMA, como o tamanho do gréo obtido no corte da coalhada; velocidade, tempo e
temperatura de mexedura da massa; temperatura e umidade relativa do ar; teor de sal presente e
0 tempo de maturacdo do queijo.

Neste estudo, em que as condicdes ambientais foram diferentes nos periodos avaliados,
esperavam-se, da mesma forma, diferencas entre os resultados fisico-quimicos dos queijos
Minas artesanais. Essa expectativa ndo foi confirmada como mostram os resultados da tabela
15, em que as médias de umidade e EST dos QMA frescos coletados no periodo de seca e chuva
foram similares (p>0,05). Isso ocorreu devido ao pouco tempo de permanéncia dos QMA sob as
condicBes ambientais na queijaria, uma vez que foram coletados com um dia de producdo. Desta
forma, a estacdo do ano pouco ou nada influenciou no teor de umidade dos queijos, ficando este
papel a cargo das técnicas de elaboracdo do QMA, que foram realizadas de forma semelhante
nos dois periodos amostrados. Por isso, a auséncia de variacdo de umidade e extrato seco total
nos gueijos.

Os valores médios de umidade dos queijos elaborados tanto no periodo de seca, quanto no
periodo de chuva, foram superiores ao preconizado pela legislacdo estadual (Minas Gerais,
2008). Este fato era esperado tendo em vista que a legislacdo estadual é adotada para queijos
maturados, que apresentam menores teores de umidade quando comparados a queijos mais
frescos. O QMA fresco elaborado no periodo chuvoso com umidade média de 49,35% se
classifica como de alta umidade, enquanto que o0 QMA fresco do periodo seco, com média de
55,97%, classifica-se como queijo de muito alta umidade. A maior umidade do queijo no
periodo seco, mesmo que apenas numericamente, foi suficiente para torna-lo ainda mais distante
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do ideal. Isso pode ser explicado pelo hébito relatado por alguns produtores de lavarem o queijo,
mais precocemente, no periodo da seca, como tentativa de prevenir o ressecamento do mesmo,
defeito indesejado pelo comprador e esperado neste periodo.

O alto teor de umidade dos queijos amostrados, como revela a tabela 15, favorece o
desenvolvimento microbiano, justificando, em parte, as elevadas contagens dos patdgenos
estudados. Sob condigdes de alta umidade e disponibilidade de nutrientes, como é o caso do
ambiente encontrado em alguns destes queijos, 0s micro-organismos, em poucas horas, passam
pela fase lag de suas curvas de crescimento, momento em que se encontram em estado de
laténcia, e tdo logo entram na fase log, aumentando exponencialmente suas contagens nos
alimentos (Jay et al ., 2005). Estes queijos consumidos de forma fresca representam, portanto,
um risco potencial a saude do consumidor, além de deteriorar mais rapidamente pela
intensificacdo dos processos enzimaticos e bioquimicos. Estes dados reafirmam a importancia
do processo de maturacdo na reducdo da umidade do QMA a teores que 0 enquadre ao exigido
pela legislacdo, de forma a permitir o controle da proliferacdo bacteriana no produto. Além,
claro, da producdo de compostos antagonistas pelas BAL, e a incorporacdo de sal ha massa do
produto, durante o processo de cura do queijo, que auxiliam no combate a microbiota
patogénica.

Em trabalho realizado em Campo das Vertentes, a maturacdo do queijo por 60 dias foi suficiente
para que as amostras apresentassem teor de umidade dentro do exigido pela legislacdo de
36,83% e 39,45% nos periodos de chuva e seca, respectivamente (Oliveira, 2014). Valor
superior de umidade, semelhante ao apresentado pelo queijo coletado no periodo da seca neste
estudo, foi relatado em QMA de Séo Jodo del-Rei, municipio de Campo das Vertentes, em que a
porcentagem de umidade presente nos queijos foi em média de 58,3% (Oliveira, 2010).

A porcentagem de EST em queijos Minas artesanais da Serra da Canastra maturados por 8 dias
foi avaliada por Silva et al . (2011) em duas esta¢Bes do ano. No verdo, o EST foi de 55,07% e
no inverno, de 57,47%. Nao houve diferenca significativa entre os periodos avaliados. A
auséncia de variacdo entre os valores médios de EST, embora discrepantes aos encontrados no
presente estudo, foi relatada em queijo Minas artesanal de Campo das Vertentes maturado por
30 dias que apresentou EST meédio de 67,4 % no periodo chuvoso e 61% no periodo seco
(Moreno, 2013).

As médias da porcentagem de gordura no extrato seco total (GES) de 64,3% no periodo de seca
e de 56,81% no periodo de chuva classificam os queijos estudados como extra gordo e gordo,
respectivamente, de acordo com a legislacdo federal (Brasil, 1996). Embora o teor percentual de
gordura do leite tenha sido superior no periodo das aguas (p<0,05), as médias das gorduras dos
queijos ndo foram diferentes (p>0,05) nos periodos estudados. De fato, o teor de gordura do
queijo estd intimamente relacionado ao teor de gordura do leite, mas pode ser influenciada por
outros fatores como o teor de umidade do queijo, tempo de maturacdo e presenca de micro-
organismos lipoliticos no alimento.

Queijo Minas artesanal de Araxa apresentou porcentagem de gordura média de 28,29%, com
minimo de 23% e méximo de 35,5% (Araujo, 2004) de gordura nas amostras, a semelhanga dos
valores encontrados neste estudo. Em pesquisa realizada em Campo das Vertentes, a
porcentagem de gordura nos queijos foi superior as relatadas na tabela 14, por abordar queijos
maturados por 60 dias. A média do teor de gordura dos queijos de até 30 dias de maturacédo, no
periodo chuvoso, de 34,1% foi igual a encontrada de 33,4%, no periodo seco (Moreno, 2013).
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Valores semelhantes de proteina total foram relatados em queijos Minas Artesanais produzidos
nas microrregides do Serro, Serra da Canastra e Cerrado que apresentaram médias de 14,08%,
18,51% e 14,55%, respectivamente (Oliveira et al ., 2013). Na regido do Serro, outros dois
trabalhos relataram a presenca de 17,06% e 22,40% de proteina nas amostras analisadas
(Machado et al ., 2004; Pinto, 2004). Em trabalho realizado em QMA de Campo das Vertentes
também ndo foram observadas diferencas quanto ao teor médio de proteina do queijo elaborado
nos periodos seco e chuvoso (Oliveira, 2014).

A média da acidez titulavel do QMA produzido na época da seca foi superior aguela encontrada
do queijo no periodo da chuva (p<0,05). Isso pode ser justificado pela maior quantidade de
soro-fermento adicionado pelos produtores no queijo produzido na seca, como citado,
anteriormente. Esta pratica elevou as contagens de bactérias acidas laticas no queijo no periodo
seco (p<0,05). Desta forma, houve maior producdo de acido latico, principal composto
metabdlico produzido durante a fermentacdo da lactose. Essa maior acidez titulavel do queijo
justifica, em parte, as menores contagens (p<0,05) de Staphylococcus coagulase positivo,
coliformes a 30°C e a 45°C e a auséncia de Salmonella spp., no queijo analisado no periodo de
seca. Em contrapartida, cria um ambiente favoravel ao desenvolvimento e multiplicacdo dos
bolores e leveduras, que apresentaram, de fato, maiores contagens (p<0,05) que aquelas
encontradas no periodo de chuva. Por outro lado, ndo foram observadas diferencas no pH dos
queijos analisados (p>0,05), corroborando o fato de que ndo existe uma correlacdo direta entre
os valores de acidez e pH em um alimento (Scott, 2002; Cecchi, 2003).

O oposto a este trabalho, quanto a ndo variacdo (p>0,05) entre os periodos de seca e chuva para
acidez titulavel foi relatado em queijo Minas artesanal do Serro (Martins, 2006) e em pesquisa
de queijo Serrano (Souza et al ., 2003).

Em QMA de Campo das Vertentes, maturado por 30 dias, o pH de 5,25 no periodo chuvoso foi
superior ao pH de 5,04 no periodo seco (p<0,01) (Moreno, 2013). Valores semelhantes foram
descritos por Costa Junior et al . (2014) em pesquisa realizada na mesma regido, em que o pH
do queijos no periodo chuvoso variou de 5,1 a 5,5 e no periodo seco de 5a 5,1.

5.8. Identificacdo molecular de bactérias acido-laticas isoladas de amostras
de agua, leite cru, soro-fermento e queijo Minas artesanal fresco

Ao todo, foram identificados ao nivel molecular, pela amplificacdo e sequenciamento do gene
16S rDNA, 50 micro-organismos, sendo trés isolados de agua (6%), nove isolados de leite
(18%), 17 de soro-fermento (34%) e 21 de queijo Minas artesanal fresco (42%). Perfil
semelhante de isolamento, como as menores quantidades de micro-organismos observadas em
leite e as maiores quantidades em queijo foi verificado em outros estudos envolvendo queijos
artesanais mineiros (Lima et al ., 2009; Resende, 2011). Segundo Borelli (2006), a adicdo do
soro-fermento ao leite, com menor contagem microbiana, eleva a contagem de micro-
organismos nas amostras de queijo Minas artesanal, por proporcionarem um ambiente mais
propicio ao desenvolvimento destes.

A distribuicdo das espécies de BAL isoladas a partir de amostras de agua, leite, soro-fermento e
gueijo Minas artesanal fresco coletadas nos periodos de seca e de chuva, nas propriedades rurais
ndo cadastradas da regido de Campo das Vertentes, estd apresentada na tabela 16. A figura 9,
no Anexo 2, mostra o gel de agarose com o produto de amplificagdo do gene 16S rDNA de
algumas das amostras.
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Tabela 16. Identificacdo molecular de bactérias acido-laticas isoladas a partir de amostras de agua, leite
cru, soro-fermento e queijo Minas artesanal fresco coletadas de queijarias de produtores ndo cadastrados
na regido de Campo das Vertentes — MG, de acordo com o periodo do ano

PERIODO DO ANO

MICRO-ORGANISMOS SECA CHUVA TOTAL
AGUA
Lactococcus lactis 3 = 3
total 3 = 3
LEITE CRU
Enterococcus faecalis 6 = 6
Lactococcus lactis 1 = 1
Lactobacillus plantarum = 2
total 7 9
SORO-FERMENTO
Aerococcus viridans 1 = 1
Lactobacillus plantarum = 3 3
Enterococcus faecalis 4 3 7
Enterococcus pseudoavium 1 = 1
Lactobacillus brevis = 1 1
Enterococcus durans - 1 1
Lactobacillus paracasei = 1 1
Leuconostoc mesenteroides 2 = 2
total 8 9 17
QUEIJO MINAS ARTESANAL FRESCO
Lactococcus lactis 5 1 6
Lactobacillus plantarum = 3 3
Enterococcus faecalis 5 4 9
Lactococcus garvieae - 1 1
Enterococcus faecium = 1 1
Lactobacillus rhamnosus = 1 1
total 10 11 21
TOTAL 28 22 50

As espécies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus pentosus
sdo genotipicamente muito préximas entre si e podem demonstrar fendtipos semelhantes
(Torriani et al ., 2001). Portanto, a amplificagdo do 16S rDNA ndo é suficiente para a
diferenciacdo entre estas espécies, devido ao valor elevado de identidade (99%) partilhada por
elas. A técnica de PCR multiplex, por sua vez, permite a utilizacdo de mais de um par de
iniciadores na mesma reagdo, auxiliando na identificagdo de mais de uma espécie de micro-
organismo na mesma reacdo de PCR (Kwon et al ., 2004). Sendo assim, apenas apos a
realizacdo de PCR multiplex para amplificacdo da regido do gene recA (Torriani et al ., 2001)
foi possivel identificar todas as oito amostras, ndo discriminadas pelo sequenciamento, como
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sendo pertencentes a espécie Lactobacillus plantarum. A figura 10, no anexo 3, apresenta a foto
do gel de agarose ap6s a PCR multiplex, revelando a amplificacdo de amplicons com 318 pb,
correspondentes a espécie Lactobacillus plantarum.

A diferenciacdo entre as espécies Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus
rhamnosus também ndo foi possivel pelo sequenciamento do gene 16S rDNA, pelo mesmo
motivo citado, sendo necessaria a realizagdo de PCR especifica para tal. Usando primers
especificos para cada uma destas espécies, com base em diferencas na regido V1 do gene 16S
rDNA (Ward e Timmins, 1999), foi possivel identificar um isolado de Lactobacillus paracasei e
um isolado de Lactobacillus rhamnosus. A figura 11, no anexo 4, apresenta a foto do gel de
agarose ap6s a PCR. Pode-se observar a amplificacdo de amplicon apenas quando o primer para
foi utilizado na reacdo da primeira amostra, confimando a presenca de Lactobacillus paracasei.
Da mesma forma, houve a amplificacdo de amplicon apenas quando o primer rham foi utilizado
na reacdo de amplificagdo da segunda amostra, confimando a presenca de Lactobacillus
rhamnsous.

Dentre as amostras identificadas, Enterococcus faecalis foi a espécie de BAL mais
frequentemente isolada de leite, soro-fermento e queijo Minas artesanal fresco, tanto no periodo
de seca quanto no de chuva, das queijarias ndo cadastradas no IMA na regido de Campo das
Vertentes. Este resultado é semelhante ao relatado em queijo Minas artesanal das regiGes da
Serra da Canastra e da Serra do Salitre, em que Enterococcus spp. foi 0 género mais encontrado
em amostras de leite e de soro-fermento e QMA, respectivamente (Resende et al ., 2011; Lima
et al ., 2009). Da mesma forma, em queijos artesanais Roncal e Idiazabal, Enterococcus spp.
também foi o género predominante, sendo as espécies mais encontradas Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Enterococcus durans e Enterococcus avium (Arizcum et al ., 1997).
Resultados semelhantes foram encontrados em pesquisa realizada em queijos artesanais Asiago,
Montasio, Monte Veronese e Fontina, produzidos na Italia em que Enteroroccus faecalis foi a
espécie mais isolada dentre o género Enterococcus spp., seguido por Enterococcus faecium,
Enterococcus durans e Enterococcus gallinarum (Andrighetto et al ., 2001).

A presenca de Enterococcus faecalis em grande propor¢do nos isolados ndo é desejavel. 1sso
porque estes micro-organismos compdem a microbiota intestinal de alguns mamiferos e aves
(Jay et al ., 2005) e, quando em altas contagens no alimento, podem indicar praticas higiénicas
inadequadas durante o processamento do QMA (Franco e Landgraf, 2003).

Embora o isolamento de Enterococcus durans seja comum em leite e em produtos lacteos
(Colman et al ., 1992), este parece ser o primeiro relato de isolamento deste micro-organismo
em soro-fermento usado na elaboracdo de queijo Minas artesanal. A presenca de Enterococus
durans pode ser de grande interesse no processamento do QMA, uma vez que seu metabolismo
durante o processo de maturacdo libera enzimas e compostos aromaticos, como diacetil e
acetoina, responsaveis pelo sabor, aroma e textura dos queijos (Centeno et al ., 1996). Além
disso, muitos trabalhos revelam caracteristicas probiodticas de algumas cepas de Enterococcus
durans isoladas de diferentes produtos lacteos (Ambadoyiannis et al ., 2005; Batdorj et al .,
2006; Psoni et al ., 2006; Hermanns et al ., 2013; Acurcio et al ., 2014).

Uma amostra de Enterococcus pseudoavium foi obtida de soro-fermento no periodo da seca. E,
provavelmente, o primeiro relato desta espécie em soro-fermento usado na elaboragcdo de
queijos artesanais. A semelhanca dos QMA frescos de queijarias ndo cadastradas de Campo das
Vertentes, embora o trabalho tenha sido realizado em outro produto, apenas uma amostra foi
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obtida da microbiota intestinal de peixes. Ao teste de atividade antimicrobiana, ela foi resistente
a diferentes antimicrobianos, em especial, a tetraciclina e a oxacilina. Por outro lado, foi
sensivel a vancomicina (Bourouni et al ., 2012). Em outro trabalho em que as BAL também
haviam sido isoladas da microbiota de peixe, Enterococcus pseudoavium apresentou a melhor
atividade antagonista, in vitro, frente a patégenos aquéaticos de interesse (Hagi e Hoshino, 2009).
Mais estudos, portanto, devem ser realizados com o intuito de caracterizar a importancia da
presenca deste micro-organismo em queijo Minas artesanal, focando tanto nas suas
caracteristicas indesejaveis quanto nas possiveis caracteristicas desejaveis ao produto.

De forma geral, a presenca de Enterococcus spp. em alimentos € questionada pelo fato de
muitas cepas serem patogénicas ao homem, causando infeccdes cardiovasculares, do trato
urinario e do sistema nervoso, por exemplo (Murray, 1990). O desconhecimento acerca de seus
fatores de viruléncia e a transmissdo cruzada comprovada de resisténcia a importantes
antimicrobianos, como a vancomicina, a outros micro-organismos limitam sua utilizacdo na
indUstria de alimentos, sobretudo, quando o foco for a elaboracdo de produtos probidticos
(Cetinkaya et al ., 2000). Por outro lado, a presenca desta bactéria em queijos esta relacionada a
producdo de compostos aromaticos que contribuem para as caracteristicas sensoriais dos queijos
(Trovatelli et al ., 1987). Além disso, Enterococcus spp. sdo potentes produtores de
bacteriocinas, que sdo responsaveis pela inibicdo do crescimento de patégenos de interesse
alimentar, como Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Ennahar et al ., 2001;
Sarantinopoulo et al ., 2002; Ghrairi et al , 2008).

Lactococcus lactis foi isolado tanto no periodo de seca, quanto no periodo de chuva.
Frequentemente, é o principal constituinte de muitos fermentos industriais e artesanais
utilizados na fermentacdo de produtos lacteos, embora, contraditoriamente, ndo tenha sido
isolado de soro-fermento (Smit et al ., 2005). Lactococcus lactis é a espécie mais usada para a
producdo de acido nas fermentacdes lacteas, pois sdo capazes de converter rapidamente a
lactose em acido latico. Por isso, sdo geralmente predominantes em queijos frescos, como 0s
coletados neste trabalho, como agentes iniciadores do processo de acidificacdo, sendo que sua
presenca é reduzida durante o processo de maturacdo (Fontan et. al, 2001; Lépez-Diaz et al .,
2000).

Em queijo artesanal Castelmagno PDO, da regido do Vale de Grana (noroeste da Italia),
Lactococcus spp. ocorreu entre os isolados durante a producdo e no primeiro més de maturacéo
do queijo, sendo Lactococcus lactis a espécie mais frequente (Dolci et al ., 2010). De forma
semelhante as amostras identificadas neste presente estudo, queijos Cebreiro, um queijo fresco
pouco maturado elaborado a partir de leite cru no nordeste da Espanha, apresentou Lactococcus
lactis como a segunda espécie dominante da microbiota latica, sendo Enterococcus faecalis a
predominante (Centeno et al ., 1996). O oposto foi relatado por Estepar et al . (1999), ao
avaliarem a microbiota latica do queijo artesanal Pefiamellera, em que Lactococcus spp. foi o
género predominante. Em leite de vaca cru usado na elaboracdo de queijo coalho regional,
Lactococcus lactis, assim como mostra os dados da tabela 15, também néao foi a espécie de BAL
mais frequente dentre as amostras identificadas molecularmente (Cavalcante et al ., 2007).

O isolamento de Lactococcus lactis em amostras de dgua das queijarias vai ao encontro de que
este micro-organismo pode sobreviver fora do ambiente de laticinios, em ambientes variados,
como agua, solo, esgoto, silagem e esterco (Klijn, 1995; Nomura et al ., 2006; Ortalini, 2009).
A presenca desta bactéria na 4gua reafirma o importante papel desta no fornecimento de micro-
organismos desejaveis ao produto final. Ndo foram encontrados na literatura relatos de

91



isolamento de Lactococcus lactis em agua usada na higienizagdo dos utensilios e lavagem de
queijos Minas artesanais. Em outro contexto, como na Republica Tcheca, Lactococcus lactis foi
isolado de diferentes tipos de &aguas superficiais (Svec e Sedladek, 2008). No Japdo,
Lactococcus lactis isolado da dgua do lago Motosu foi capaz de produzir bacteriocinas contra
alguns patégenos Gram positivo (Yanagida et al ., 2006).

Lactobacillus plantarum foi isolado apenas no periodo de chuva, e dentre 0s micro-organismos
identificados, foi encontrado em igual quantidade nas amostras de queijo e soro-fermento e em
guantidade, um pouco inferior, nas amostras de leite. Em trabalho realizado na regido da Serra
da Canastra, Lactobacillus plantarum foram os principais micro-organismos isolados das
amostras de leite, soro-fermento e queijo Minas artesanais (Resende et al ., 2011). Em outro
trabalho, na mesma regido, Lactobacillus plantarum foi a espécie com frequéncia mais alta em
amostras de soro-fermento (Borelli, 2006).

Lactobacillus plantarum é considerado pela European Food Safety Authority (EFSA) como um
micro-organismo que se enquadra na suposicdo de seguranca qualificada, abordagem usada para
a avaliacdo de seguranca das bactérias (EFSA painel Biohaz, 2013). Esta avaliacdo requer a
identidade do micro-organismo para que sua seguranca seja determinada de forma concludente,
e evidencia gue a cepa avaliada ndo pode ser resistente a antimicrobianos de importancia na
medicina humana e medicina veterinaria. Em trabalho realizado em QMA da regido da
Canastra, Lactobacillus plantarum foram sensiveis aos antimicrobianos eritromicina e
tetraciclina e resistentes a ciprofoxacina, gentamicina, oxacilina, estreptomicina e vancomicina
(Andrade, 2012).

Lactobacillus plantarum é facultativamente heterofermentativo, ou seja, fermenta hexoses em
acido latico e pode também fermentar pentoses, através de uma fosfocetolase induzida para
produzir acidos latico e acético (Axelsson, 2004). Alguns trabalhos realizados com amostras
obtidas de queijos artesanais da Serra Canastra 0 apontam como micro-organismo de elevado
potencial probidtico, in vitro, capaz de tolerar altas concentracdes de sais biliares e acidos e
apresentar atividade antagonista contra bactérias patogénicas de interesse alimentar, como
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus (Andrade, 2012; Oliveira, 2012). Além disso,
a producdo de bacteriocinas por esta espécie isolada a partir queijos artesanais ja foi descrita
(Ennhar et al., 1996; Mills et al ., 2011), sugerindo que Lactobacillus plantarum seja uma
bactéria de interesse no queijo, tanto pela protecdo a agentes patogénicos quanto pela sua
contribuicdo para o desenvolvimento do sabor (Ouadghiri et al., 2005).

Uma amostra de Lactobacillus rhamnosus e outra de Lactococcus garvieae foram obtidas de
queijo elaborado no periodo da chuva. Da mesma forma, uma amostra de Lactobacillus
paracasei e outra de Lactobacillus brevis foram obtidas apenas de amostras de soro-fermento,
também coletadas na mesma época do ano. Pelo menos uma destas espécies de BAL ja foi
isolada em outros trabalhos envolvendo queijos artesanais e leite cru, em diferentes paises do
mundo (El Soda et al ., 2003, Borelli, 2006; Coppola et al ., 2006; Almeida, 2007, Terzic-
Vidojevic et al ., 2009; Resende et al ., 2011; Ndbrega, 2012; Feutry et al ., 2012). Embora
Lactobacillus brevis ja tenha sido previamente isolado em amostras de queijos Minas artesanais
(Borelli, 2006), ndo houve, na literatura pesquisada, relatos da sua presenga em soro-fermento
usado na elaboracéo deste tipo de queijo.

Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei e Lactobacillus brevis representam exemplos
de micro-organismos desejaveis a produgdo de queijos artesanais tanto pelas caracteristicas
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sensoriais dadas ao produto quanto por serem micro-organismos com importante papel
probidtico.

Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei compdem o grupo taxonémico
“Lactobacillus casei”, juntamente com Lactobacillus casei e Lactobacillus zeae. Eles sdo
micro-organismos facultativamente heterofermentativos que apresentam elevada similaridade
quanto as exigéncias nutricionais e comportamento fisioldgico, multiplicando-se em condicGes
ambientais semelhantes (Buriti e Saad, 2007). Estas bactérias sdo de ampla utilizacdo em
queijos e, quando vidveis em numero suficiente, podem promover beneficios a saide do
consumidor (Phillips et al ., 2006, Kristo et al ., 2003). Além disso, também estdo associadas a
melhoria de aroma e sabor dos queijos (Buriti et al ., 2005; El Soda et al ., 2000).

Lactobacillus brevis, por sua vez, sdo micro-organismos obrigatoriamente heterofermentativos
(Buriti e Saad, 2007), envolvidos na producdo de enzimas do sistema proteolitico, como
aminopeptidases, importantes na formacgdo de peptideos e aminoacidos livres que atuam direta
ou indiretamente, no aroma e sabor dos produtos (Nandan et al ., 2010). Algumas cepas tém
sido consideradas promissoras quanto a acdo probittica em produtos lacteos, por apresentarem
boa aderéncia, in vitro, a células epiteliais humanas intestinais e por serem tolerantes a baixo
pH, acidos biliares e fluido pancreadtico quanto testadas in vitro (Ronka et al ., 2003).
Lactobacillus brevis isolados de queijos tradicionais iranianos foram capazes de reduzir
(p<0,001) a inflamacao e aumentar de forma significativa, a cicatrizacdo de feridas em modelo
murino tratado com este micro-organismo (Zahedi et al ., 2011). Uma vez presente no soro-
fermento, como mostra a tabela 16, Lactobacillus brevis pode contaminar o queijo Minas
artesanal, proporcionando as caracteristicas desejaveis acima citadas. Estudos adicionais devem,
portanto, ser conduzidos com esta amostra para conhecimento do seu papel no QMA.

Lactococcus garvieae tem sido considerado um micro-organismo comum da microbiota
autdctone de produtos elaborados a partir de leite cru (Fortina et al ., 2007; Alegria et al .,
2009). Seu isolamento a partir de diferentes fontes, sendo as cepas isoladas geneticamente
relacionadas, sugere gque este micro-organismo é capaz de se adaptar a diferentes condi¢cbes de
crescimento (Foschino et al ., 2008). Embora alguns estudos apontem Lactococcus garvieae
como agente patdgenico de peixes e causador de mastite subclinica nos animais, ndo é comum
sua associacdo com a producdo de fatores de viruléncia em produtos lacteos (Eyngor et al .,
2004; Teixeira et al., 1996). Portanto, a presenca de Lactococcus garvieae em queijos artesanais
ndo representa um risco a salde do consumidor. Além disso, apresentam caracteristicas
tecnologicas, como moderada acidificacdo e atividade proteolitica que sdo desejaveis ao produto
para o desenvolvimento de sabor caracteristico ao queijos maturados, como demonstra estudo
realizado com Lactococcus garvieae em queijos artesanais italianos (Fortina et al ., 2007). Em
queijo Casi, tradicional produto espanhol, Lactococcus garvieae foi predominante no queijo
com trés dias de producdo. Os autores sugerem o papel desta espécie como principal agente
envolvido no processo de acidificacdo do queijo (Alegria et al ., 2009).

Aerococcus viridans foi isolado de amostra de soro-fermento apenas no periodo da seca. Ndo ha
relatos na literatura a respeito da presenga deste micro-organismo em soro-fermento usado na
elaboracdo de queijos Minas artesanais. Em trabalho realizado na Serra da Canastra, Aerococcus
viridans foi erroneamente identificado, por meio de provas bioquimicas enzimaticas e de
fermentacdo de aglcares, em soro-fermento. Apoés realizacdo de PCR, as amostras presuntivas
de Aerococcus viridans foram confirmados como sendo pertencentes ao género Enterococcus
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spp., reforcando o questionamento acerca do uso de provas bioquimicas como método de
identificagdo dos micro-organismos, quanto ao género e espécie (Araujo, 2008).

Aerococcus viridans é um micro-organismo aerébio, coco Gram positivo e catalase negativo. E
pertencente ao grupo de BAL, da familia Aerococcaceae e apresenta perfil fenotipico
semelhante a Enterococcus spp. A diferenca entre os micro-organismos é verificada pelo arranjo
morfoldgico. Enterococcus spp. dispde suas células em cocos isolados, em pares ou em cadeias,
enquanto Aerococcus spp. se apresentam em tétrade (Zhang e Cai, 2014). De fato, nas
observagOes das laminas de Gram, neste estudo, foi observado o arranjo de cocos em tétrade do
isolado de Aerococcus viridans (informagéo pessoal).

Aerococcus viridans tem sido frequentemente associado a diferentes casos de infecgdo humana,
como endocardite, artrite, meningite e problemas no trato urinario (Nathavitharana et al ., 1983;
Facklam e Elliot, 1995; Gopalachar et al ., 2004; Popescu et al ., 2005). E ndo é incomum o seu
isolamento em amostras de leite cru, como agente causador de mastite subclinica nas vacas
(Devriese et al ., 1999; Herlekar et al ., 2013). A exemplo do exposto, uma amostra de
Aerococcus viridans, a semelhanca do presente estudo, foi obtido de leite cru usado na
elaboracdo do queijo artesanal Saint-Nectaire (Delbe’s et al ., 2007). De forma semelhante,
Aerococcus viridans foi isolado de amostras de leite cru obtidas de propriedades rurais em
Savoie and Haute-Savoie, na Franca (Verdier-Metz et al ., 2009). Em queijos artesanais croatas,
elaborados a partir de leite cru de ovelha, Aerococcus viridans foi isolado em baixas proporgdes,
o0 correspondente a 0,65% do total de micro-organismos pesquisados (Fuka et al ., 2013).

Embora estudos a respeito dos beneficios relacionados a presenga de Aerococcus viridans em
alimentos sejam escassos, alguns relatos na literatura apontam um potencial probiético deste
micro-organismo, ainda que seja necessario testa-lo in vivo. Em pesquisa realizada com leite de
camela, no Egito, Aerococcus viridans apresentou alta atividade antagonista, in vitro, frente a
Salmonella Typhi ATCC 14028, E. coli ATCC 25922 e Vibrio fluvialis (Hamed e Elattar,
2013). Em outro estudo realizado em alimentos cozidos, Aerococcus viridans foi caracterizado
como bactéria &cido-latica termotolerante e apresentou resisténcia, in vitro, a suco gastrico
artificial, aos sais biliares e ao acido taurocolico. Além disso, Aerococcus viridans apresentou,
em relagdo as outras BAL testadas, entre elas Enterococcus faecium e Lactobacillus plantarum,
maior porcentagem de autoagregacdo (Ramirez-Chavarin et al ., 2013). Esta alta capacidade de
autoagregacdo sugere gue este micro-organismo possa ser eficiente na formacdo de biofilmes
e/ou na colonizacdo intestinal, caracteristicas desejaveis a formacao de uma barreira de prote¢do
contra a colonizacao por micro-organismos patogénicos (Schachtsiek et al ., 2004; Schellenberg
et al ., 2006). Esta protecdo ocorre, sobretudo, pela produgdo intensa de substancias inibitorias
aos patdgenos (Del Re et al ., 2000).

Duas amostras de Leuconostoc mesenteroides foram isoladas de amostra de soro-fermento no
periodo de seca. A presenga de Leuconostoc mesenteroides em queijos elaborados a partir de
leite cru tem sido comumente documentada nas literaturas nacionais e internacionais (Centeno
et al ., 1996; Arizcum et al ., 1997; Perez et al ., 2003; Carvalho et al ., 2005; Randazzo et al .,
2006; Abriouel et al ., 2008; Lima et al ., 2009; Renye Jr. et al ., 2011; Feutry et al ., 2012,
Nobrega, 2012). Por outro lado, pouca informacdo se tem a respeito do isolamento de
Leuconostoc mesenteroides a partir de amostras de soro-fermento utilizado na elaboragdo de
gueijos artesanais.
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Ha relatos na literatura da presenca de Leuconostoc mesenteroides em fermento natural usado
na elaboracédo de queijo Mozzarella (Coppola et al .,1988) e em soro-fermento (pingo) usado na
producdo de queijo Minas artesanal da regido do Serro (Chaves et al ., 1995). Neste Gltimo
trabalho, os autores sugeriram que o alto teor de sal encontrado nas amostras de soro-fermento
da regido do Serro seria responsavel pela baixa frequéncia de isolamento de Leuconostoc
mesenteroides, a semelhanca do presente trabalho (tabela 16). E importante salientar que em
ambos os trabalhos citados a identificacdo deste micro-organismo foi realizada por métodos
fenotipicos e bioquimicos, que podem gerar resultados pouco confiaveis, como ja discutidos
anteriormente.

Leuconostoc mesenteroides tem sido empregado como cultura iniciadora em queijos por
propiciar efeitos sensoriais desejaveis ao produto final. Parte destes efeitos advém da producao
de compostos, a partir da utilizacdo do citrato, como, acetaldeido, diacetil e acetoina. Além
disso, estes micro-organismos sao responsaveis pela producdo de dextranos, a partir de sacarose,
e enzimas lipoliticas e proteoliticas que atuam no desenvolvimento do sabor, aroma, textura e
cor dos queijos (Nieto Arribas et al ., 2010). No entanto, algumas espécies de Leuconostoc
mesenteroides também podem induzir a deterioracdo no queijo através da producdo de aminas
biogénicas (Gonzélez de Llano et al ., 1998;. Fernandez-Garcia et al ., 2000). Adicionalmente as
propriedades tecndlogicas propiciadas por algumas cepas de Leuconostoc mesenteroides,
pesquisas tém revelado potencial probidtico deste micro-organismo quando testado in vitro.
Entre as caracteristicas probiéticas apresentadas por algumas cepas estdo: resisténcia a sais
biliares, capacidade de desconjugacdo de sais biliares, autoagregacdo, propriedades de adesao,
atividade B-galactosidase, viabilidade em leite fermentado durante o armazenamento, producdo
de bacteriocinas e sensibilidade a antimicrobianos de importancia na medicina humana e
medicina veterinaria (Stiles, 1994; Abriouel et al ., 2008; Paula et al ., 2014).

Desta forma, Leuconostoc mesenteroides obtidos das amostras de soro-fermento (tabela 16),
uma vez presentes no queijo, poderiam exercer efeitos benéficos a salde do consumidor de
QMA, além de conferirem caracteristicas sensoriais peculiares ao produto final. Assim,
pesquisas futuras que testem as possiveis propriedades benéficas in vitro e in vivo deste micro-
organismo se fazem necessarias.
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6. CONCLUSOES

Os periodos de seca e chuva alteraram valores de parametros microbioldgicos analisados em
agua, soro-fermento e leite cru, em relacdo aos micro-organismos patogénicos e deteriorantes
pesquisados. Com menor intensidade, também foram responsaveis por diferenga nos valores de
parametros fisico-quimicos da agua, de leite cru e queijo Minas artesanal fresco. Contudo, a
maior influéncia do periodo do ano foi em relagdo aos valores de parametros microbioldgicos de
qualidade de gueijo Minas artesanal fresco de Campo das Vertentes, que foram mais elevados
no periodo da chuva.

Ha presenca de manipuladores portadores de Staphylococcus coagulase positivo nas maos, nas
propriedades amostradas. Este fato pode ter contribuido para o aumento da contagem deste
micro-organismo no queijo.

Os queijos Minas artesanais frescos coletados de propriedades ndo cadastradas no Instituto
Mineiro de Agropecuaria foram classificados como queijos de alta e muito alta umidade, nos
periodos de chuva e seca, respectivamente.

A agua de abastecimento das queijarias amostradas, bem como o leite cru e soro-fermento
usados na elaboracdo do queijo apresentaram altas contagens bacterianas, sendo assim, fontes de
contaminacdo direta ao queijo Minas artesanal fresco.

Como esperado, os queijos Minas artesanais frescos coletados de propriedades ndo cadastradas
no IMA da regido de Campo das Vertentes estavam, em sua grande maioria, em desacordo com
0s parametros presentes nas legislacdes federais e estaduais, tendo em vista que estas ndo sao
especificas para queijos frescos elaborados a partir de leite cru e soro-fermento.

As bactérias acido-laticas foram a microbiota dominante no leite, soro-fermento e queijo Minas
artesanal fresco de Campo das Vertentes. Staphylococcus coagulase positivo e coliformes, a
30°C e a 45°C, foram os micro-organismos subdominantes.

O queijo e o soro-fermento apresentaram maior diversidade de bactérias acido-laticas quando
comparados com o leite cru e a agua. Dentre as amostras identificadas por biologia molecular,
Enterococcus faecalis foi a espécie com frequéncia mais elevada nas amostras de leite, soro-
fermento e queijo, seguida por Lactococcus lactis e Lactobacillus plantarum.

Enterococcus durans, Enterococcus pseudoavium, Aerococcus viridans e Lactobacillus brevis
foram isolados de soro-fermento utilizado na elaboragao de queijo Minas artesanal fresco, o que
provavelmente constitui a primeira descrigdo desses micro-organismos neste tipo de matéria-
prima, no Brasil.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos neste estudo reforcam a importancia da aplicacdo de boas praticas
agropecuarias e de fabricacdo na obtencdo de matérias-primas de qualidade para a elaboracéo do
queijo Minas artesanal. Adicionalmente, enfatizam o risco microbioldgico associado ao
consumo deste tipo de produto fresco, elaborado a partir de leite cru. Neste sentido, fica
evidente o papel da maturacdo como etapa imprescindivel na producdo do queijo Minas
artesanal, para a garantia de seu consumo.

Novas pesquisas sdo, portanto, necessarias na regido de Campo das Vertentes, para 0
conhecimento das caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas dos queijos produzidos. Este
seria, entdo, o primeiro passo para a definicdo do periodo de maturacédo ideal para que o queijo
Minas artesanal da regido se adeque aos presssupostos de um alimento seguro.

Atencdo especial deve ser dada as bactérias acido-laticas isoladas das amostras de agua, leite
cru, soro-fermento e queijo Minas artesanal fresco da regido de Campo das Vertentes, visto que
estas sdo as grandes responsaveis pelas caracteristicas sensoriais do produto e podem estar
associadas a protecdo contra patdgenos desejada neste queijo. Sendo assim, estudos que
conduzam a caracterizacdo probiotica destes isolados se fazem necessarios, tanto para a
formacdo de um banco de dados que permita a utilizacdo futura destas bactérias como cultura
enddgena probidtica, quanto para a formacgdo da identidade microbiolégica do queijo Minas
artesanal.

Durante e apds as visitas as propriedades ndo cadastradas, dois proprietarios, produtores de
queijo Minas artesanal, em Campo das Vertentes, obtiveram o cadastramento de suas producdes
junto ao Instituto Mineiro de Agropecudria. Parte deste alcance ocorreu pelas orientacdes feitas
a cada um desses produtores, baseadas nos resultados microbioldgicos e fisico-quimicos das
amostras coletadas, em relagdo as préaticas a serem adotadas na obtengdo de um produto final de
qualidade. Este fato reforca a importancia do trabalho de extensao das universidades e institutos
de pesquisa, junto aos produtores, na busca pela legalizacdo e certificacdo de qualidade do
queijo Minas artesanal produzido no estado. Este trabalho conjunto é, portanto, fundamental
para que se estabelecam as acGes que levem a uma denominagdo de origem protegida para este
queijo.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Questionario para elaboracdo do perfil higiénico-sanitario das
propriedades e queijarias dos produtores ndo cadastrados pelo IMA em Campo
das Vertentes - MG

PESQUISA: QUALIDADE MICRQBIOLOGICA E FISICO-QUIMICA DE QUEIJOS
ARTESANAIS DA REGIAO DE CAMPOS DAS VERTENTES — MG

RELATORIO TECNICO DE VISITA A PROPRIEDADE

Data: Professor: Relatores:
Propriedade:
Localidade: Proprietario:

Reside na propriedade () sim () ndo
Distancia do municipio:
Endereco para correspondéncia:
CEP: _ntrevistado: Veterinario responsavel — técnico de assisténcia rural:
End.: CEP: Fone:

1. DADOS DA FAZENDA
Principal atividade:
Sistema de criacao:
Assisténcia Veterinaria:

Escrituracdo Zootécnica / Programa de Controle do Rebanho:

Area: Area destinada a producéo de leite:
Alimentacdo dos animais:
Divisdo de pastos e/ou piquetes: Origem da agua:

2. DADOS DO REBANHO LEITEIRO
Numero total de animais: Composicdo genética:
Formacéo do rebanho:
Entrada de animais:

Vacas em lactacdo: Vacas secas:
Novilhas: Bezerras: Touros:

3. PRODUCAO DE LEITE
Volume de leite diario e média: Custo de producéo:
Preco recebido:
Controle leiteiro: Uso de BST:
Periodo lactagdo/seco: Tipo de secagem:

4. ORDENHA
Tipo: Local: Horarios:
Relacéo ordenhador/vaca: Durac&o da ordenha:
Rotina pré-ordenha:
Rotina de p6s ordenha:
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Limpeza dos utensilios e equipamentos:
Pulsago:
Pressdo de vacuo: Sobre-ordenha:
Alimentacao:
Andlise da agua:
Estocagem do leite (local e temperatura):
Limpeza do tanque de expansao:

5. CONTROLE DE MASTITE

Caneca telada: CMT/CCS:
Tratamento:

Destino do leite durante o tratamento:

Periodo de retencdo do leite:

6. PRODUCAO DO QUEIJO ARTESANAL
Horarios e dias de producao:
Local / descricdo da queijaria
Agua:
Encarregado da producéo/qualificacéo:
Utensilios utilizados e sanificacdo:
Ingredientes/quantidades/selecao:
Descricdo dos procedimentos:
Maturacao:
Comercializacdo:

Anexo 2. Produtos da amplificacdo do 16S rDNA por PCR de algumas das
amostras de bactérias acido-laticas

Figura 9- Produtos da amplificacdo do 16S rDNA por PCR de algumas das amostras de bactérias acido-
laticas (canaletas da esquerda para a direita: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7- Amplicons do 16S rDNA; 8- marcador de
peso molecular).
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Anexo 3. Produtos da amplificacdo da regido do gene recA a partir da técnica de
PCR multiplex das amostras identificadas como Lactobacillus plantarum

Figura 10- Produtos da amplificacdo da regido do gene recA a partir da técnica de PCR multiplex das
amostras identificadas como Lactobacillus plantarum (canaletas da esquerda para a direita: 1— marcador
de peso molecular; 2,3,4,5,6,7, 8, 9- Lactobacillus plantarum; 10 — marcador de peso molecular).

Anexo 4. Produtos da amplificacdo da regido V1 a partir da técnica de PCR das
amostras identificadas como Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus

Figura 11- Produtos da amplificacdo da regido V1a partir da técnica de PCR das amostras identificadas
como Lactobacillus paracasei e Lactobacillus rhamnosus (canaletas da esquerda para a direita: 1, 2 e 3-
Lactobacillus paracasei, sendo as combinag@es de primers iguais a 1- Y2/casei; 2- Y2/para e 3- Y2/rham;
4- marcador de peso molecular; 5, 6 e 7 — Lactobacillus rhamnosus, sendo as combinacdes de primers 5-

Y2/casei; 6- Y2/para e 7- Y2/rham).
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