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RESUMO

RAFAEL, Viviane da Cruz, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de
2017. Fenotipos da microbiota predominante do fermento enddgeno
(pingo) relevantes para as caracteristicas e seguranca microbiolégica do
gueijo Minas artesanal da Serra da Canastra.  Orientador: Célia Lucia de Luces
Fortes Ferreira. Coorientadores: Ana Clarissa dos Santos Pires e Monique
Renon Eller.

Neste estudo foram avaliadas as condicbes de processamento dos queijos
Minas artesanais (QMA) da Serra da Canastra por meio de questionario
semiestruturado, que foi aplicado a 20 produtores cadastradas ao Instituto
Mineiro de Agropecuéria (IMA). Nas respectivas propriedades, foram coletadas
amostras de pingo, fermento enddgeno utilizado na regido, as quais foram
avaliadas quanto a aspectos fisico-quimicos e microbiolégicos. Com o propésito
de conhecer o papel da microbiota predominante do pingo foram utilizados os
meios MRS e M17 para isolamento de bactérias laticas e meio ASM para isolar
bactérias do género Staphylococcus. Os 295 isolados foram caracterizados
fenotipicamente (morfologia, gram, catalase). O DNA total de cada isolado foi
extraido e pela técnica de REP-PCR, os isolados dos meios MRS e M17 foram
agrupados. Com a unido das analises fenotipicas e genotipicas foi possivel
selecionar e identificar por meio do sequenciamento do gene 16S rDNA, 89
isolados. Apoés os resultados do sequenciamento e o agrupamento pela REP-
PCR, 49 isolados dos meios MRS e M17 foram selecionados e avaliados quanto
a capacidade de inibir o crescimento de patégenos indicadores de qualidade
(Escherichia coli ATCC 11229, Staphylococcus aureus ATCC 13565, Listeria
monocytogenes ATCC 15313 e Salmonella Enteritidis ATCC 13076) eme meio
tamponado (neutralizar o efeito dos acidos organicos produzidos pelas bactérias)
e ndo tamponado. A importancia da atividade queijeira foi confirmada pelos
resultados da entrevista estruturada que também permitiu constatar que a
maioria das propriedades (80%) atendiam aos requisitos das boas praticas de
fabricacdo (BPF), com auséncia de focos de insalubridade nos locais de
producédo e adjacéncias. Nas 20 amostras do pingo analisados, o pH variou de
4,21 a 5,62, a acidez titulavel de 0,24 a 1,18% de acido latico e o teor de sal de
1,91 a 4,90%, o que evidencia a diversidade do fermento enddégeno entre as

propriedades de uma mesma regido. Apesar das diferencas fisico-quimicas, as

Xv



analises microbiolégicas mostraram que todas as amostras do pingo
apresentaram prevaléncia de bactérias do acido latico e auséncia de E. coli. A
presenca de S. aureus foi detectada em 40% das amostras, com contagens
variando de 1,57 a 3,18 log UFC.g*. Apds a selecéo, 89 isolados foram enviados
para sequenciamento de parte do gene 16s rDNA. Os isolados obtidos do meio
de cultura ASM foram identificados predominantemente como Enterococcus
faecalis (42). Embora o meio ASM seja utilizado para isolamento de S. aureus,
nenhum isolado foi identificado como sendo dessa espécie, apenas dois isolados
identificados como pertencentes ao género Staphylococcus (S. warneri e S.
xylosus). Dentre os 42 isolados dos meios MRS e M17 enviados para
sequenciamento, 15 foram identificados erroneamente, uma vez que a
morfologia difere do género identificado, e, portanto, sera necessaria uma
identificacdo definitiva posteriormente. Doze isolados ndo foram passiveis de
identificagcdo devido a presenga de “ruidos” dos quais, ao serem excluidos
resultou em sequéncias pequenas e com baixa similaridade com o banco de
dados. Dos 15 isolados restantes, todos pertencem ao género Lactobacillus,
sendo Lactobacillus plantarum (13), L. paracasei (1) e L. rhamnosus (1). As
bactérias laticas isoladas do pingo apresentaram atividade antagonista sobre 0s
patdgenos indicadores (E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis e S. aureus). O
antagonismo realizado em meio tamponado, em que o efeito dos acidos foi
neutralizado, promoveu reducdo no tamanho dos halos produzidos por mais de
55% dos isolados. A atividade proteolitica foi observada em 89,9% dos isolados
e 91,8% foram apresentaram capacidade de produzir diacetil, o0 que pode ter
contribuido para o antagonismo observado. O presente estudo reforca a
producdo de QMA como uma atividade familiar responsavel pelo sustento de
diversas familias do Estado de Minas Gerais e enfatiza a importancia do pingo
na seguranc¢a microbiolégica dos mesmos. Por apresentar microbiota enddégena
composta predominantemente por bactérias laticas, que se mostraram eficazes
na inibicdo de microrganismos patogénicos indicadores de qualidade, o pingo é
imprescindivel para tornar 0s queijos seguros para 0 consumo apos periodo

adequado de maturagéo.
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ABSTRACT

RAFAEL, Viviane da Cruz, D.Sc. Universidade Federal de Vigcosa, August, 2017.
Phenotypes of the predominant microflora of the endogenous ferment
(pingo) relevant to the characteristics and microbiological safety of
artisanal Minas cheese of Serra da Canastra.  Advisor: Célia Lucia de Luces
Fortes Ferreira. Co-advisors: Ana Clarissa dos Santos Pires and Monique Renon
Eller.

In this study was evaluated as processing conditions of artisanal Minas cheese
(AMC) of Serra da Canastra by means of a semistructured questionnaire, which
was applied to 20 producers registered at the Instituto Mineiro de Agropecuéria
(IMA). In the respective properties, samples of pingo, endogenous culture used
in the region were collected and evaluated for physical-chemical and
microbiological aspects. With the purpose of knowing the role of the predominant
microbiota of pingo, MRS and M17 media were used to isolate lactic acid bacteria
and ASM medium to isolate bacteria of the genus Staphylococcus. The 295
isolates were characterized phenotypically (morphology, gram, catalase). The
Total DNA from each isolate extracted and by the REP-PCR technique, isolated
from the MRS and M17 media were pooled. With a combination of phenotypic
and genetic analyzes it was possible to select and identify by means of 16S rDNA
gene sequencing, 89 isolates. After obtaining the result and grouping by REP-
PCR, 49 isolates of MRS and M17 media were selected and evaluated for the
ability to inhibit the growth of quality indicator pathogens (Escherichia coli ATCC
11229, Staphylococcus aureus ATCC 13565, Listeria monocytogenes ATCC
15313 and Salmonella Enteritidis ATCC 13076) in buffered medium (neutralize
the effect of organic acids produced by bacteria) and unbuffered. The
importanceof the cheesemaking activity was confirmed by the results of the
structured interview, which also showed that most of the properties (80%) met
the requirements of Good Manufacturing Practices (GMP), with no focus of
insalubrity at production sites and adjacent areas. In the 20 samples of the pingo
analyzed, the pH ranged from 4.21 to 5.62, a titratable acid of 0.24 to 1.18% of
lactic acid and salt content of 1.91 to 4.90%, which evidences the diversity of the
endogenous ferment among the properties of the same region. Despite the

physico-chemical differences, the microbiological analyzes showed how all the
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samples of the pingo presented prevalence of lactic acid bacteria and absence
of E. coli. The presence of S. aureus was detected in 40% of the samples, with
counts ranging from 1.57 to 3.18 log UFC.g™. After selection, 89 isolates were
sent for sequencing of part of the 16s rDNA gene. The isolates obtained from the
ASM medium were identified predominantly as Enterococcus faecalis (42).
Although the ASM medium was used for S. aureus isolation, no isolates were
identified as being of this species, only two isolates identified as belonging to the
genus Staphylococcus (S. warneri and S. xylosus). Of the 42 isolates of the MRS
and M17 media sent for sequencing, 15 were erroneously identified, since the
morphology differs from the genus identified, and therefore isn’t a definitive
identification. Twelve isolates were not identifiable due to the presence of
"noises"”, which, when excluded, resulted in small sequences with low similarity
to the database. Of the 15 remaining isolates, all belong to the genus
Lactobacillus, being Lactobacillus plantarum (13), L. paracasei (1) and L.
rhamnosus (1). The isolatedof lactic acid bacteria showed antagonistic activity on
the indicator pathogens (E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis and S. aureus).
The antagonism carried out in buffered media, in which the effect of the acids
was neutralized, promoted a reduction in the size of the halos produced by more
than 55% of the isolates. The proteolytic activity was observed in 89.9% of the
isolates and 91.8% were able to produce diacetyl, which may have contributed to
the observed antagonism. The present study reinforces the production of QMA
as a family activity responsible for the sustenance of several families in the State
of Minas Gerais and emphasizes the importance of the pingo in the
microbiological safety of the same. Due to the presence of endogenous
microbiota composed predominantly of lactic bacteria, which proved to be
effective in inhibiting pathogenic microrganisms quality indicators, are essential
to make cheeses safe for consumption after an adequate maturation period.
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INTRODUCAO GERAL

A fabricacdo de queijos artesanais no Estado de Minas Gerais € uma
tradicdo passada por geragcées como forma de aproveitar a producao leiteira em
pequenas propriedades rurais. Os queijos Minas artesanais (QMA) sao
produzidos atualmente nas regides de Araxa, Campo das Vertentes, Serra do
Salitre, Cerrado, Serro, Triangulo Mineiro e Canastra (IMA, 2017).

A regido da Serra da Canastra esta situada no sudoeste de Minas Gerais,
sendo reconhecida como produtora de queijos Minas Artesanais (QMA) por mais
de dois séculos. Desde maio de 2008, o queijo Canastra € considerado pelo
Instituto do Patrimdnio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) como patriménio
cultural imaterial brasileiro (IPHAN, 2008).

O QMA da Serra da Canastra, assim como 0S queijos artesanais
produzidos nas demais regides, é fabricado com leite cru recém-ordenhado e
utiliza o pingo como fermento enddgeno (LIMA et al., 2009; OLIVEIRA, 2010).

O leite cru apresenta uma microbiota complexa, podendo apresentar
microrganismos desejaveis como bactérias laticas e, indesejaveiscomo
deterioradores e patdgenos. Essa microbiota é carreada ao pingo, uma porcao
do soro proveniente da dessoragem dos queijos durante a salga, quando os
mesmos sdo mantidos enformados sobre uma bancada de um dia para o outro.
Esse soro (pingo) é recolhido no fim do dia de fabricagéo e adicionado ao leite
do dia seguinte, antes da adicdo do coalho, para uma nova producéo de queijo
(LIMA et al., 2009; OLIVEIRA, 2010, CARDOSO et al., 2015). As bactérias laticas
predominantes, tanto no leite cru como no pingo, Sao responsaveis por iniciar e
manter o processo fermentativo por meio da rapida producédo de &cido, o que
resulta na reducdo do pH e, consequentemente, precipitacdo das proteinas,
além produzirem substancias antimicrobianas que acumulam no meio como
acidos organicos (KASHKET, 1987; LORCA, VALDEZ, 2009), peréxido de
hidrogénio (DAECHEL, 1989; REID, 2008), diacetil (LANCIOTTI et al., 2003) e
bacteriocinas (ROGELJ; BOGOVIC-MATIJASIC, 1994; COTTER et al., 2005),
gue sao capazes de inibir microrganismos patogénicos.

Em queijos, a presenca de patdgenos contaminantes constitui um risco
para a saude do consumidor. Em QMA, o patdégeno de maior interesse €

Staphylococcus aureus, por ser capaz de permanecer por mais tempo em



contagens acima do permitido por lei (2 log UFC.g?1) (MINAS GERAIS, 2008),
sendo, portanto, o patégeno responséavel por determinar o periodo minimo de
maturacdo desses queijos nas diversas regides produtoras. Na regido da Serra
da Canastra, a legislacéo vigente exige a maturacdo por no minimo de 22 dias
antes de serem comercializados (IMA, 2013). Porém, para que 0S queijos
possam ser comercializados legalmente, as unidades produtoras precisam estar
cadastradas junto ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) e terem
implementadas as BPF e BPA, visando a obtencdo de queijos
microbiologicamente seguros para consumo, sem afetar as caracteristicas
artesanais do produto.

O objetivo do estudo foi avaliar a conformidade das exigéncias ao
cadastramento nas propriedades cadastradas ao IMA (Instituto Mineiro de
Agropecuaria), por meio de questionario, uma vez que tais condicbes podem
afetar a qualidade microbioldgica dos QMA. O estudo visou ainda determinar as
caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas do pingo e conhecer e avaliar o
papel da microbiota enddégena desse fermento na seguranca microbioldgica do
QMA produzido em propriedades cadastradas na regido da Serra da Canastra,
MG.

OBJETIVOS
Obijetivo geral

Caracterizar 0 pingo quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas e avaliar o papel da microbiota enddégena predominante nesse
fermento na seguranca do QMA produzido em propriedades cadastradas ao IMA

(Instituto Mineiro de Agropecuéria) na regiao da Canastra, MG.

Obijetivo especificos

l. Avaliar a qualidade do processamento e as caracteristicas
econdbmicas e sociais nas unidades cadastradas produtoras do QMA da
Canastra.

Il. Caracterizar o pingo quanto aos aspectos fisico-quimicos e

microbiolégicos do fermento enddégeno da Serra da Canastra.



Il. Isolar bactérias predominantes no fermento enddgeno da Serra da
Canastra.

V. Avaliar o antagonismo dos isolados contra os principais patbgenos
indicadores de qualidade de queijos.

V. Identificar genotipicamente as bactérias predominantes no pingo

em diferentes meios de cultura.



CAPITULO 1 - REVISAO DE LITERATURA

1. QUEIJO MINAS ARTESANAL

Em Minas Gerais, a producdo queijeira teve seu inicio no século XVIII
sendo marcada pela corrida do ouro, quando a cultura foi trazida por imigrantes
portugueses que fabricavam queijos na Serra da Estrela em Portugal. No estado
de Minas, o0 modo artesanal de producdo se desenvolveu e permaneceu
principalmente na cidade do Serro e na regido da Serra da Canastra. Trata-se
uma atividade tradicional que engloba varios municipios e que € responsavel
pela identidade cultural do Estado, além de apresentar participacdo expressiva
na economia (SANTOS, CRUZ, MENASCHE, 2012).

Atualmente, existem sete regides reconhecidas como tradicionais
produtoras de Queijo Minas artesanal (QMA): Araxa, Campo das Vertentes,
Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro conforme
mostrado na Figura 1 (IMA, 2017).

{Distrito '}
{ Federal

Legenda
[[] Araxa - Queljo Minas Artesanal
| Campo das Vertentes - Queijo Minas Artesanal
- Canastra - Quejjo Minas Artesanal
S/ Espito Santo I Cerrado - Queijo Minas Artesanal
B Serra do Salitre - Queijo Minas Antesanal
I: Seyro - Queljo Minas Attesanal
<
Mapa da Emater [Jl] Tridnguic - Queijo Minas Artesanal
Aﬂlllellﬂ Il 2= do Jequitnhonha - Queijo Cabacinha
~ n Vale do S s =53
{ bo ol e o I \:'= do Suacui - Quelo Parmes3o Artesanal

Fonte: http://www.sertaobras.org.br

Figura 1 — Regibes produtoras de queijo artesanal no Estado de Minas
Gerais

O estado de Minas Gerais foi onde o queijo artesanal se firmou mais
intensamente ao longo de sua historia, tornando-se uma heranca cultural
passada de geracdo em geracao (SANTOS, CRUZ, MENASCHE, 2012). Em
2008, o “modo artesanal de fazer queijo de Minas” nas regides do Serro e das

Serras da Canastra e do Salitre foi reconhecido como Patriménio Cultural



Imaterial Brasileiro pelo IPHAN - Instituto do Patrimbnio Historico e Artistico
Nacional (IPHAN, 2008).

O QMA ¢é definido como o produto elaborado, conforme a tradicdo
histdrica e cultural da regido do Estado onde for produzido, a partir do leite cru,
higido, integral, recém ordenhado, retirado e beneficiado na propriedade de
origem e que, ao final, apresente todas as caracteristicas fisico-quimicas,
microbiolégicas, sensoriais e de textura dos queijos artesanais (IMA, 2002).
Apresenta como caracteristicas a coloracdo amarelo-palido, o formato cilindrico,
semiduro e com média umidade (36 a 45,9 %) (NOGUEIRA et al., 2005).

A tecnologia de producdo dos QMA é basicamente a mesma em todo o
territério Mineiro, entretanto durante a prensagem manual dos queijos, uma
peculiaridade resulta em caracteristicas proprias dos queijos produzidos em
regides diferentes. Os produtores das regides de Araxa, Canastra, Cerrado (Alto
Paranaiba e Salitre) e Campos das Vertentes utilizam um tecido que contribui
para a prensagem, diferente dos produtores da regido do Serro que realizam a
prensagem sem utilizarem esse tecido (EMATER, 2003; DORES et al., 2013;
MARTINS et al., 2015).

Estudos anteriores ao cadastramento indicaram que a presencga ou nao
do tecido durante a prensagem influencia no periodo minimo de maturacdo dos
gueijos, tendo definido 17 dias para os queijos do Serro (prensagem sem tecido)
(MARTINS, 2006) e 22 dias para a Canastra (prensagem com tecido) (DORES,
2007).

Esses estudos forneceram subsidios para a Portaria n°1305, que entrou
em vigor em 30 de abril de 2013, permitindo a comercializacdo dos queijos com

os periodos de maturacéo especificados anteriormente (IMA, 2013).

1.1.Producao de Queijo Minas Artesanal

No Brasil, o estado de Minas Gerais destaca-se como produtor de queijos
artesanais, envolvendo atualmente 9.445 produtores e uma fabricagdo de mais
de 29 mil toneladas de queijos por ano (EMATER, 2017).

Atualmente existem sete regides reconhecidas como produtoras de QMA:
Arax4, Campo das Vertentes, Canastra, Serra do Salitre, Cerrado, Serro e

Triangulo Mineiro (IMA, 2017), gracas a Lei n° 19.492 promulgada em 2011



(MINAS GERAIS, 2011), que abriu precedentes para o reconhecimento de novas
regides, como aconteceu em 2014 com as regides do Triangulo Mineiro (Portaria
n° 1397) e da Serra do Salitre (Portaria n°® 1428).

Na regido da Canastra existem mais de 1.500 produtores responsaveis
por manufaturar cerca de 5.800 toneladas de queijos por ano (EMATER, 2017).
As caracteristicas ambientais dessa regido fornecem condicbes para o
desenvolvimento de um queijo com caracteristicas sensoriais proprias e de
grande popularidade entre os consumidores.

A microrregido da Canastra, caracterizada como regido produtora de
queijo Minas artesanal pela Portaria n°® 694, de 17 de novembro de 2004 é
composta pelos municipios de Bambui, Delfinépolis, Tapirai, Medeiros, S&o
Roque de Minas, Vargem Bonita e Piumhi (IMA, 2004), conforme ilustrado na
Figura 2. Em janeiro de 2017, o IMA reconheceu o municipio de Sao Joao Batista
do Gléria como produtor de QMA da Serra da Canastra, permitindo que todas as
queijarias instaladas nesse municipio possam se cadastrar ao IMA e
comercializar seus queijos com a denominacdo de QMA da Microrregidao da
Canastra (IMA, 2017)
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Fonte: http://agriculturaalternativa.com

Figura 2 — Regido produtora de queijo Canastra


http://agriculturaalternativa.com/

O queijo canastra apresenta casca amarelada, o sabor tem um toque
picante, potencializado pela maturagéao prolongada de mais de 20 dias. Embora
a grande maioria dos produtores certificados pelo IMA (Instituto Mineiro de
Agropecuaria) produzam queijos com cerca de 10 dias de maturacdo para o
comércio local, a legislacdo atual exige maturacdo minima de 22 dias para
vendas fora do estado de Minas Gerais. Assim, apesar de ser uma exigéncia
sanitaria, a legislacédo resgata um tipo de queijo que era mais comum na época
dos tropeiros: mais amarelado e com sabor picante devido a cura estendida por
até 60 dias (BONINO, 2014).

1.2. Regulamentacéo do Queijo Minas Artesanal

Os parametros microbioldgicos para os QMA sdo 0s mesmos que 0S
exigidos para queijos feitos com leite pasteurizado de média umidade (36 a 45,9
%) (BRASIL, 1996).

Em 2000 surgiu a primeira regulamentacédo sobre 0s queijos artesanais, a
Resolucdo n°7 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
gue estabelece a obrigatoriedade de os queijos fabricados com leite cru terem a
comercializagao liberada e regularizada pelo Servigo de Inspecéo Federal (SIF)
e a maturacao dos queijos por no minimo 60 dias (BRASIL, 2000). Entretanto, o
periodo de maturacéo prolongado compromete as caracteristicas sensoriais e a
comercializacdo dos queijos, fazendo com que essa regulamentacéo nao fosse
atendida e aumentando o numero de queijos comercializados de forma
clandestina.

Em 2002, a Lei Estadual n°14.185 (MINAS GERAIS, 2002), regulamentou
a adequacao e certificacdo das queijarias pelo Instituto Mineiro de Agropecudria
(IMA) e definiu aspectos de fabricagdo, embalagem e transporte dos QMA. Essa
regulamentacao néo foi suficiente para a comercializacdo interestadual, mas foi
considerada um avango por ter proporcionado um direcionamento sobre os
aspectos fisicos de producdo dos QMA, apesar do periodo de 60 dias de
maturagéo ter sido mantido (DORES, 2013).

Buscando entender melhor o processo de maturacao e fornecer dados
suficientes para que um periodo de maturacdo minimo fosse definido, estudos
foram realizados pela Universidade Federal de Vigcosa (UFV). Os resultados
indicaram que 17 dias de maturagcédo para os queijos produzidos na regiao do
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Serro (MARTINS, 2006; MARTINS et al., 2015) e 22 dias para aqueles
produzidos pelo processo que utiliza o tecido na prensagem (Canastra e demais
regides) era suficiente para tornar os QMA seguros para consumo (DORES,
2007; DORES et al., 2013). Além disso, verificou-se que Staphylococcus aureus
foi a espécie patogénica que demorou mais tempo para atingir os limites exigidos
pela legislacdo (<2,0 logUFC.g?') (DORES et al., 2013).

Esses estudos subsidiaram o Decreto n” 44.864 de 01 de agosto de 2008,
que altera o regulamento da Lei n° 14.185, de 31 de janeiro de 2002, e dispbe
sobre o processo de fabricacdo dos QMA, permitindo a comercializacao dos
queijos com periodos inferiores a 60 dias de maturacdo desde que sua
inocuidade fosse comprovada. No entanto, o produto poderia circular somente
dentro do Estado de Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2008), o que nao foi o
suficiente para que os produtores deixassem de comercializar de forma
clandestina para outros estados.

Em 2011, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
publicou a Instrucdo normativa (IN) n°® 57 numa tentativa de diminuir os entraves
gue excluem a colocacdo dos QMA no mercado nacional, onde € discutida a
possiblidade de reducéo do periodo de maturacao para menos de 60 dias desde
que sua seguranca fosse cientificamente comprovada (BRASIL, 2011).

Em 2013, a Portaria n® 1305 do MAPA, aprova 17 dias de maturacao para
0s gueijos da microrregido do Serro e 22 dias para as microrregides da Canastra,
Cerrado, Araxa e Campo das Vertentes. Entretanto as queijarias precisam ser
integrantes do Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(SISBI/POA). A Portaria exige ainda a implementacdo das boas praticas de
ordenha e fabricacdo (propriedades queijeiras cadastradas), controle de
brucelose e tuberculose do rebanho, além de treinamento de boas préaticas aos
funcionarios envolvidos com a producéo leiteira (IMA, 2013).

1.3. Microbiota do Queijo Minas Artesanal

A qualidade microbiolégica do leite, seja ele pasteurizado ou cru, é
fundamental para a fabricacdo de queijos de boa qualidade. Visando obter
matéria-prima de qualidade, os produtores dispdem de ferramentas de qualidade

como as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) para obtencdo do leite com



reduzidos niveis de contaminacéo, diminuindo assim os riscos de incidéncia de
toxinfecgbes (ZAFFARI et al., 2007).

As BPF s&o um conjunto de normas empregadas em produtos, processos
e edificacBes que visam a promocao e a certificacdo da qualidade e seguranca
do alimento (BRASIL, 1997). Essa ferramenta de qualidade tem sido exigida para
gueijos artesanais desde o ano de 2002 (MINAS GERAIS, 2002).

Além da matéria-prima e a aplicacdo das BPF, a microbiota enddgena
presente no leite e no pingo, a temperatura e o tempo de maturacao também sao
fatores relevantes para as caracteristicas inerentes aos QMA (DORES, 2013).

Uma das principais caracteristicas dos QMA é a auséncia de uso de
fermentos comerciais, fazendo com que o papel de iniciar a fermentacéo seja
desempenhado exclusivamente pela microbiota advinda do ambiente, do leite
cru e do fermento enddégeno utilizado (pingo). Essa microbiota € representada
principalmente por bactérias do &cido latico (BAL), em especial, pelos géneros
Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Enterococcus
(LACERDA et al., 2011; DORES; FERREIRA, 2012).

O processo de maturacdo dos queijos artesanais é obrigatério e permite
que a microbiota endoégena, especialmente BAL, antagonize e iniba os possiveis
patégenos presentes no leite. Dessa forma, ao final deste processo, os QMA

encontram-se seguros para o consumo (DORES, 2013).

1.4. Maturacao dos queijos

A maturacdo envolve uma combinacdo de fatores fisicos, quimicos e
microbiolégicos, que sdo considerados fundamentais para que 0S queijos
alcancem a estabilidade e seguranca microbiolégica (BERESFORD, 2001;
PERRY, 2004; CARDOSO et al.,, 2015). O processo de maturacdo € uma
exigéncia para garantir a qualidade de queijos produzidos com leite cru
(MARTINS, 2006; DORES, 2013).

Durante a maturagdo, enzimas proteoliticas e lipoliticas de origem
microbiana ou do proprio leite, promovem transformacdes bioquimicas tanto no
interior da massa como na parte periférica dos queijos (MCSWEENEY et al.,
2004; PERRY, 2004; MURTAZA et al., 2013; MEI et al., 2014). Nesse periodo,
alguns fatores sdo importantes para direcionar o desenvolvimento de

microrganismos desejaveis e favorecer uma fermentacdo adequada. Dentre
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esses fatores pode-se citar: a temperatura (T), o potencial de oxirreducéo (Eh),
a atividade de 4gua (Aw) e o pH dos queijos. Tais condicbes devem favorecer o
desenvolvimento da microbiota enddgena (especialmente BAL) para que
possam exercer a atividade antimicrobiana frente a microrganismos
deterioradores e patogénicos (FERREIRA, 2004).

Com a fermentacdo ocorre a producdo de &cido latico e outras
substancias antimicrobianas, além de enzimas bacterianas e flngicas que sao
imprescindiveis ao processo de maturacdo, sendo responsaveis por processos
como protedlise e lipolise.

A protedlise, o evento mais importante da maturacdo, consiste na
desestruturacao proteica para produtos mais simples e mais solUveis, devido a
atuacdo de varias enzimas, dando origem a numerosos produtos, como
peptideos, cetonas e aminoacidos livres, (GUTIERREZ et al., 2004; SIHUFE et
al., 2005). A protedlise atua de forma direta na textura dos queijos promovendo
a quebra da rede proteica, reducao da atividade de agua e formacédo de novas
ligacdes entre os grupos carboxilas e aminos liberados, além de contribuir para
o sabor, por meio da formacéao de peptideos e aminoacidos livres (SOUSA et al.,
2001).

A lipdlise é outro evento que ocorre durante a maturacédo por acao de
enzimas lipoliticas, sendo mais pronunciada em queijos fabricados com leite cru.
Os compostos resultantes sdo acidos graxos volateis de cadeia curta, como
caproico, caprilico e caprico, que irdo contribuir para o aroma tipico dos queijos
maturados (FOX, 1993; CABEZAS et al., 2005) e aumentar a sua seguranca

microbioldgica.

1.5. Papel da microbiota do leite na producéo de QMA

O leite € uma matriz alimentar rica nutricional e microbiologicamente,
sendo encontrados em sua microbiota, microrganismos desejaveis como as
bactérias do acido latico (BAL), e indesejaveis, como 0S microrganismos
deterioradores e patogénicos (FRANCIOSI et al., 2009).

As bactérias laticas, primordiais nos QMA, sdo microrganismos gram-
positivos que podem ocorrer na forma de cocos ou bacilos ndo esporulados,

catalase negativos, desprovidos de motilidade e ndo sao patogénicos
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(HOLZAPFEL et al., 2001; AXELSSON, 2004). A grande maioria € mesofilica,
apesar de algumas linhagens serem termofilicas (LIMA et al., 2009).

As BAL podem ser divididas em bactérias iniciadoras (SLAB) ou nédo
iniciadoras (NSLAB) e estdo envolvidas no processo de maturacédo dos queijos.
O primeiro grupo fermenta a lactose com elevada producédo de acido latico.
Nesse grupo inclui: Lactococcus lactis, Leuconostoc spp., Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus helveticus (FOX et al.,
2004). Ja o grupo NSLAB € um grupo heterogéneo que auxilia o processo de
maturacdo dos queijos, sendo representado por diversas espécies do género
Lactobacillus (GOBBETI et al., 2002; COEURET et al., 2004), Enterococcus e
Pediococcus (CHAMBA; IRLINGER, 2004).

Esse grupo de bactérias desempenha papel importante tanto nos
aspectos tecnolégicos devido a capacidade de fermentar o acucar e desenvolver
flavor, aroma e textura nos produtos, quanto na conservacao de alimentos que
estdo associados a reducao de pH como consequéncia da producéo de acidos
organicos resultantes da fermentacéo de acucares, além da capacidade dessas
bactérias produzirem agentes antimicrobianos como as bacteriocinas (RENYE
et al., 2011; BALCIUNAS et al., 2013; MONTEL et al., 2014).

Na Serra da Canastra, o pingo utilizado apresenta diversos géneros de
BAL apresentando contagens de aproximadamente 8 log UFC.mL™. Entretanto,
a composicado do fermento enddgeno é variavel, podendo sofrer influéncia do
ambiente, do sistema de ordenha, da época do ano e até mesmo da tecnologia
de fabricacéo dos queijos (BORELLI, 2006).

Bactérias laticas produzem um grande namero de enzimas proteoliticas,
glicoliticas e lipoliticas que transformam os nutrientes do leite e do queijo em
compostos com propriedades sensoriais desejaveis (LIMA et al., 2009). Esse
grupo bacteriano produz também um grande namero de antimicrobianos como
acidos organicos (KASHKET, 1987; LORCA; VALDEZ, 2009), peréxido de
hidrogénio (DAECHEL, 1989; REID, 2008) e bacteriocinas (ROGELJ;
BOGOVIC-MATIJASIC, 1994; COTTER et al., 2005).

Nos queijos, as BAL produzem &cido latico responsavel por acelerar a
coagulacéao do leite auxiliando na sinérese do soro, além de contribuir para o
sabor, corpo e textura (AWAD et al.,, 2007). Entretanto, a principal fungéo

atribuida ao acido produzido por essas bactérias é a antimicrobiana, que ao
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acidificar o meio, antagoniza bactérias indesejaveis. O efeito antimicrobiano dos
acidos orgéanicos € causado principalmente pela forma ndo dissociada, que
consegue permear a membrana e acidificar o meio intracelular, interferindo nas
funcdes metabolicas essenciais a célula (KASHKET, 1987; LORCA; VALDEZ,
2009).

A producéo de bacteriocinas é outra caracteristica comum entre as BAL e
de extrema importancia para maturacdo e seguranca dos queijos. As
bacteriocinas sdo peptideos com atividade antimicrobiana que de um modo
geral, atuam na membrana celular (ZAPATA et al., 2009), geralmente de
espécies ou géneros relacionados (ROGELJ; BOGOVIC-MATIJASIC, 1994;
COTTER et al.,, 2005). Esses peptideos tém a capacidade de inibir
microrganismos competidores (MONROY et al., 2009) incluindo patogénicos e
formadores de esporos (LEROY; VUYST, 2004) tais como Listeria
monocytogenes (ZHAO et al., 2004; MINEI et al., 2008; WINKELSTROTER et
al., 2011), Bacillus cereus (ENAN et al., 1996; NOONPAKDEE et al., 2009; HU
et al., 2013), Escherichia coli (TODOROV et al., 2007), Clostridium botulinum
(DE VUYST,; LERQY, 2007), Staphylococcus aureus (FRICOURT et al., 1994;
NOONPAKDEE et al., 2009; HU et al., 2013) entre outros.

1.5.1. Seguranca dos QMA

Os QMA séao produzidos com leite cru, que por se tratar de um excelente
meio de cultura carreia uma microbiota diversificada, composta ndo somente por
bactérias desejaveis como bactérias laticas, mas também por microrganismos
gue podem oferecer risco a saude da populacdo (FRAZIER, 1993; CERQUEIRA,
1995; CATAO, CEBALLOS, 2001). Salmonella, B. cereus, Brucella sp., E. coli,
L. monocytogenes, Campylobacter sp. e S. aureus séo alguns microrganismos
relacionados a surtos de toxinfec¢des alimentares envolvendo o consumo de
leite e derivados (SANTOS, 2010).

O consumo de queijo e de alimentos preparados com 0S mesmos, €
responsavel por surtos em diversos paises, principalmente aqueles produzidos

com leite cru, como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 —Surtos relacionados ao consumo de queijos em diversos paises.

Ano | Tipo de queijo envolvido Tipo de leite Patégeno incriminado Local de ocorréncia N° de envolvidos Referéncias
1987 Minas frescal *NE S. aureus Ouro Preto - MG 4 SABIONI et al., 1988
: . . . CERQUEIRA et al.,
1994 Minas frescal Leite cru S. aureus Para de Minas - MG 14 Q 1994
1996 Semicurado *NE S. aureus *NE 7 PEREIRA et al., 1996
1999 Minas frescal Leite cru S. aureus Manhuacu - MG 50 CARMO et al., 2002
Sanduiche de t t o
2004 anduiche (.a. omate seco *NE Salmonella Typhimurium Séo Paulo 28 SILVA et al., 2004
com queijo branco
2004 Queijo de cabra fresco Leite cru E. coli 0157 Franca *NE ESPIE et al., 2006
N : . : DOMINGUEZ et al.,
2006 Queijo macio Leite cru Salmonella Montevideo Franca *NE 2009
ij feito (“ ij . . . VAN DUYNHOVEN
2006 Queijo duro feito ( Queijo Leite cru Salmonella Typhimurium Holanda 200 J © et
de fazenda”) al., 2009
.. . . VAN CAUTEREN et
2008 Queijo de leite de cabra Leite cru Salmonella Muenster Franca *NE al. 2009 ©
2009- y . Austria, Alemanha e
2010 Queijo Quargel NE L. monocytogenes Rep(blica Checa 34 PICHLER et al., 2011
2014 Queijo Tomme Leite cru S. aureus Suica 14 JOHLER et al., 2015

*NE — Nao especificado
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Staphylococcus aureus é um dos patdgenos mais envolvidos em surtos
associado ao consumo de queijos. Essa espécie é capaz de produzir uma toxina
termoresistente (SILVA et al., 2007), e é a espécie microbiana responsavel por
definir o periodo minimo de maturacdo dos QMA, uma vez que estudos
realizados por Martins (2006) e Dores (2007) mostraram ser esse 0 patdogeno
mais resistente, permanecendo viavel por mais tempo até atingir niveis
estabelecidos pela legislacéo (2,0 logUFC.gt) (MINAS GERAIS, 2008).

Alguns estudos microbiol6gicos encontraram concentracdes de S. aureus
em queijos artesanais acima daquelas permitidas pela legislacdo em Araxa
(ARAUJO et al, 2005; SOUZA et al., 2015), Serro (BRANT et al., 2007; SANTOS
2010) e Canastra (BORELLI et al., 2006; DORES et al., 2013b), e ainda assim
atualmente ndo ha relatos de notificacbes de toxinfeccdes estafilocdcicas
relacionadas ao seu consumo, sendo mais comum surtos na década de 90,
envolvendo queijos Minas Frescal feitos com leite cru (SABIONI et al., 1988;
CERQUEIRA et al., 1994; PEREIRA et al., 1996, CARMO et al., 2002).

No Estado de Minas Gerais, no ano de 1991 e 1992 ocorreram oito surtos
de intoxicacao estafilococica em humanos sendo cinco associados ao consumo
de queijo frescal (CAMARA, 2002). No periodo de 1997 a 2002, foram notificados
18 surtos que tiveram como alimentos implicados o leite e produtos lacteos. Os
alimentos foram analisados e constatou-se que 0s principais agentes envolvidos
foram S. aureus e Staphylococcus coagulase negativa enterotoxigénicos, sendo
0 queijo o principal responsavel pelos surtos, porém nao especifica se esses
gueijos eram ou ndo maturados (VERAS et al., 2003).

No Brasil, no periodo de 2007 a 2016 ocorreram 111 Obitos em
decorréncia de 6.848 surtos de intoxicagdo alimentar. S. aureus foi um dos
principais microrganismos envolvidos (5,7%), perdendo somente para E. coli
(7,3%) e Salmonella spp (7,3%) (Figura 3). Do total de surtos ocorridos nesse
intervalo, somente 2.267 tiveram o alimento responsavel por veicular o patégeno
identificado, sendo que mais de 180 surtos, ou seja, 7,9% tiveram o leite e seus
derivados como veiculo (Figura 4). Apesar de ser um valor relativamente baixo,
os produtos lacteos foram o quarto alimento mais comumente envolvido
(SINAN/SVS, 2016), além disso, ndo ha descrigéo de quantos desses surtos esta

associado ao consumo de queijos.
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Figura 3 — Percentual de surtos ocorridos no Brasil de 2007 a 2016* por
patoégeno.
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Figura 4 — Percentual de surtos ocorridos no Brasil de 2007 a 2016* por
alimento envolvido.

Vale ressaltar que grande parte dos surtos envolvendo alimentos muitas
vezes nao é notificada, em alguns casos ndo ha identificacdo dos alimentos
envolvidos e em outros ndo sado identificados os agentes etioldégicos envolvidos,

fazendo com que esses dados sejam subestimados ou imprecisos.
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1.5.2. Staphylococcus spp.

O género Staphylococcus encontra-se amplamente distribuido na
natureza e segundo Euzéby (2017) inclui 52 espécies e 28 subespécies,
divididos em coagulase positiva e coagulase negativa.

As espécies estafilococicas coagulase negativas (SCN) podem ser
encontradas em diversos alimentos fermentados, como os queijos tradicionais
(ERCOLINI et al., 2003; MOUNIER et al., 2005) e produtos carneos (MARTIN et
al., 2006). Esses microrganismos séo tolerantes ao acido e ao sal e podem
contribuir para o desenvolvimento de flavor e aroma para os produtos
fermentados pela acdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas extracelulares
(AQUILANTI et al., 2007).

Embora SCN geralmente sejam considerados como tendo papel positivo
na producdo de alimentos fermentados (IRLINGER, 2008), algumas espécies
deste grupo podem apresentar fatores de viruléncia como a producdo de
enterotoxina (VERNOZY-ROZAND et al., 1996; ZELL et al., 2008), resisténcia a
antibioticos (MCKAY, 2008; RESCH et al., 2008) e capacidade de produzir
aminas biogénicas (MARTUSCELLI et al., 2000; MARTIN et al., 2006) o que
requer cuidado quando trata-se de estirpes relacionadas a alimentos, apesar de
nao haver relatos de casos envolvendo SCN em intoxicacdo alimentar apés a
ingestao de produtos lacteos ou carneos (IRLINGER, 2008; COTON et al., 2010).

Dentre as espécies pertencentes ao género Staphylococcus, ha aqueles
capazes de produzirem a coagulase, uma enzima capaz de coagular o plasma
sanguineo de humanos e algumas espécies de animais, embora em graus
diferentes. A principal espécie de Staphylococcus coagulase positiva (SCP),
Staphylococcus aureus, € um patégeno comumente envolvido em intoxicacdes
alimentares (DE BUYSER et al.,, 2001; SPANU et al., 2012), envolvendo o
consumo de diversos tipos de alimentos, como: produtos a base de ovos e
carnes, saladas com molhos, produtos de confeitarias, sanduiches, leite e
derivados (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

S. aureus é uma espécie anaerébia facultativa, ubiqua, coco, gram-
positiva, com conformacdo em cachos. E um agente patogénico oportunista
comum (KLUYTMANS et al., 1997; PINCHUK et al., 2010) que expressa uma

grande variedade de fatores de viruléncia. Desses, 0s principais sdo as
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enterotoxinas estafilococicas (SE) (CZOP, BERGDOLL, 1974; DERZELLE et al.,
2009) e a Toxina-1 da sindrome do choque toxico (TSST) (BERGDOLL et al.,
1981; REISER et al., 1983).

Por ser um dos principais agentes etiologicos causadores da mastite em
gado de leite (WILSON et al., 1997), € comum encontrar S. aureus contaminando
o leite cru, 0 que pode constituir um perigo bacteriolégico para a seguranca dos
consumidores (BERGONIER et al., 2014).

Além disso, alimentos muito manipulados durante o preparo e que séo
mantidos a temperatura ambiente, geralmente sdo 0s maiores causadores da
intoxicacao estafilocécica (JAY, 2005). O habitat natural do S. aureus € a pele e
as fossas nasais dos humanos e dos animais, o que torna indispensavel a
aplicacdo das Boas Praticas de Fabricacdo, principalmente no aspecto de
higiene dos manipuladores, como forma de evitar casos e surtos de intoxicacfes
causadas por esse patdégeno (SANTANA et al., 2010).

A transferéncia horizontal de viruléncia € um evento comum entre
linhagens de S. aureus devido ao fato da maioria dos genes que codificam as
SE estarem localizadas em elementos moveis, como plasmideos (ONO et al.,
2008; ZHANG et al., 1998), bacteriéfagos (GOERKE et al., 2009) ou ilhas de
patogenicidade (LINDSAY et al., 1998; TALLENT et al., 2007).

As SE sao um grupo de proteinas extracelulares sorologicamente distintas
e termoestaveis expressas por S. aureus (PINCHUK et al., 2010). Existem mais
de 20 SE distintas (A a V), sendo SEA, SEB, SEC e SED as mais envolvidas em
intoxicagdo de origem alimentar, embora alguns casos envolvendo outras SE ja
tenham sido reportados (LER et al., 2006; PINCHUK et al., 2010). Outra toxina
expressa por esse patdogeno € a toxina do choque toxico (TSST-1),
potencialmente fatal caracterizada por febre alta, descamacéao da pele, eritemas
difusos, hipotenséo e alteracdes em diversos 6rgaos (DINGES et al., 2000). A
TSST-1 tem se destacado nos ultimos anos por ter sido detectada com certa
frequéncia nos casos de mastite bovina em gado de leite (NADER FILHO et al.,
2007), embora a manifestacdo clinica no homem ndo esteja associada ao
consumo de alimentos.

Para que as SE causem intoxicacdo, € necessario ingerir alimento
contendo a toxina estafilocécica pré-formada, entretanto, ndo se sabe a dose da

toxina necesséria para causar os sintomas no ser humano (DORES, 2013). Os
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sintomas incluem nauseas, vomitos, dor abdominal, coélicas e diarreia, podendo
aparecer logo apos a ingestdo do alimento contaminado ou horas depois
(ATANASSOVA et al., 2001; PINCHUK et al., 2010).

Em QMA, a presenca de S. aureus € preocupante, por ser o patdégeno que
permanece mais tempo em contagens acima do permitido por lei (2 log de UFC.g
1) (MINAS GERAIS, 2008), durante o periodo de maturacdo. Embora diversos
estudos tenham encontrado contagens desse patégeno acima de 2 log UFC.g*
(ARAUJO et al., 2005; SOUZA et al., 2015; BRANT et al., 2007; SANTOS, 2010;
BORELLI et al., 2006; DORES et al., 2013b) ndo ha relatos de notificacdes de
surtos causados pelo consumo de QMA contaminados com S. aureus. Essa
auséncia de notificacdes possivelmente estd relacionada ao fato das cepas
presentes nesse tipo de alimento ndo apresentarem em seu genoma 0s genes
responsaveis por codificar as enterotoxinas ou devido ao mecanismo de defesa
dessas bactérias a reducdo de pH. Com a fermentagcdo ocorre a liberacdo de
acidos organicos pelas BAL presentes no leite e no pingo, que promove a
reducdo do pH, sendo essa uma condicdo estressante ao S. aureus, que
sintetiza proteinas de superficie como forma de defesa (NOUT, 1994; NOVICK,
GEISINGER, 2008). Porém acredita-se que esse mecanismo de defesa seja
regulado pelos mesmos genes relacionados a expressdo de enterotoxinas,
fazendo com que mesmo que a cepa apresente 0 gene produtor, esses genes
podem estar silenciados (ARAUJO, 2013).

Considerando a relevancia da atividade queijeira para as familias que
produzem QMA na regido da Serra da Canastra e o grande numero de
consumidor, € importante conhecer as condi¢cdes de producdo e comercializacéo
desses queijos, bem como o papel do fermento enddgeno utilizado e,
principalmente, a influéncia de sua microbiota na qualidade microbiolégica e
seguranca desses queijos artesanais. O conhecimento cada vez mais
aprofundado em relagéo a tudo que envolve a producdo de QMA pode contribuir
para uma maior notoriedade e uma valorizacao crescente desses queijos, além
de reforgar para as autoridades importancia da atividade para economia de das
familias envolvidas, a fim de que sejam lancadas mais politicas publicas que
incentivem a producéao de QMA, para que essa tradicdo secular nunca deixe de

existir.
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CAPITULO 2 — DIAGNOSTICO DO PROCESSO DE FABRICACAO DE QMA
NA REGIAO DA SERRA DA CANASTRA

Resumo

A Serra da Canastra € uma tradicional regido produtora de QMA ha mais
de 200 anos, sendo ainda hoje uma atividade responsavel pelo sustento de
diversas familias. O objetivo do estudo foi diagnosticar o processo de fabricagédo
de QMA em 20 propriedades cadastradas junto ao IMA (Instituto Mineiro de
Agropecuaria) na regido da Serra da Canastra, por meio de questionario
semiestruturado. Observou-se que 60% dos produtores tém entre 41 e 60 anos
e produzem QMA ha cerca de 11 a 20 anos (30%). Quanto ao periodo de
maturacdo, somente 27% comercializam os queijos com mais de 21 dias de
maturacdo, conforme recomendacdes do IMA. Para 65% dos produtores, a
atividade queijeira é a Unica fonte de renda da familia e, desses, em 60% dos
casos € o préprio dono da propriedade que fabrica 0 QMA, evidenciando a
caracteristica de atividade familiar. Sobre as instalacées, constatou-se que a
maioria das propriedades (80%) aplicavam as BPF, com auséncia de focos de
insalubridade nas queijarias e adjacéncias. Uma Unica propriedade apresentou
péssimas condi¢cdes higiénicas. Todos os produtores afirmaram ter recebido
auxilio do IMA ou EMATER sobre a higienizacdo das instalagfes. Quanto a
saude, 100% dos queijeiros fazem exames periodicamente. Cerca de 80% dos
queijeiros utilizam vestimentas adequadas e afirmam ter recebido
direcionamento para implementacédo das Boas Pratica de Fabricacdo de QMA.
Todos os produtores abordados utilizam o pingo como fermento e afirmaram
adquirir o pingo do vizinho quando ocorre contaminacdo dos seus queijos. De
um modo geral, os produtores estdo satisfeitos com a fabricacdo de QMA, porém

afirmaram que faltam incentivos para a atividade.

1. INTRODUCAO

Segundo a Portaria n® 523 de 2002 (IMA, 2002), entende-se por Queijo
Minas Artesanal o “produto elaborado conforme a tradig&o historica e cultural da
regido do Estado onde for produzido, a partir do leite cru, higido, integral, recém

ordenhado, retirado e beneficiado na propriedade de origem e que, ao final,
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apresente todas as caracteristicas fisico-quimicas, microbiologicas, sensoriais e
de textura dos queijos artesanais”.

Atualmente, séo reconhecidas pelo IMA como tradicionais produtoras de
QMA as regibes de Araxa, Campo das Vertentes, Serra do Salitre, Triangulo
Mineiro, Cerrado e, com um maior destaque, as regides do Serro e da Serra da
Canastra (IMA, 2017a).

A microrregido da Serra da Canastra é composta pelos municipios de
Bambui, Delfindpolis, Tapirai, Medeiros, Sdo Roque de Minas, Vargem Bonita e
Piumhi, até o inicio de 2017, quando o IMA reconheceu um novo municipio, Sao
Jodo Batista do Gléria, como produtor do queijo Canastra (IMA, 2017b). A
producdo de QMA nessa regido envolve cerca del500 familias, gerando um
contingente de mais de 5.700 toneladas de queijos por ano (EMATER, 2017).

Embora um grande numero de familias esteja envolvido na fabricacéo
desse tipo de queijo, somente 47 produtores da Serra da Canastra estédo
cadastrados junto ao Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA, 2017c). O
cadastramento que € uma exigéncia desde o ano de 2002, visa certificar as
condicBes higiénico-sanitarias das propriedades que fabricam o Queijo Minas
Artesanal, observando a higiene pessoal, o processo da ordenha, a elaboragéo,
instalagdes, o armazenamento e o transporte para comercializagcdo do produto,
além da sanidade do rebanho (MINAS GERAIS, 2002).

Por meio de questionario, objetivou-se diagnosticar o processo de
fabricacdo de QMA em propriedades cadastradas ao IMA na regido da Serra da
Canastra, incluindo os aspectos socioecondmicos e as condi¢des higiénicas das

instalacdes de producado desses queijos.
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2. METODOLOGIA
2.1.Método diagnéstico -  pesquisa in loco

O diagnéstico das condi¢cBes de processamento dos QMA produzidos na
regido da Serra da Canastra foi realizado por meio de entrevista semiestruturada
a 20 produtores, em um universo de 47 propriedades cadastradas ao Instituto
Mineiro de Agropecuaria (IMA). Para isso, utilizou-se de questionario (Material
complementar 1) e os critérios de classificacdo apresentados por Pinto et al.
(2004), incluindo: 1) Informacdes gerais; 2) Obtencdo da matéria-prima; 3)
Queijaria; 4) Acondicionamento e destino do lixo; 5) Condi¢cfes do reservatorio;
6) Criacdo de animais; 7) Manipuladores; 8) Equipamentos e utensilios
diretamente relacionados ao processamento; 9) Processo de limpeza dos
equipamentos e utensilios; 10) Processo de fabricacdo dos queijos; 11) Destino
do soro; 12) Embalagem; 13) Opinidao do produtor sobre a atividade queijeira.

Os produtores responderam aos guestionarios em suas unidades, onde
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo Il), proposto,
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Federal de Vigosa (Processo n® 611.817 — Anexo llI).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Caracterizacao dos produtores

Embora o estudo tenha abrangido 47% das propriedades cadastradas
junto ao IMA, nem todos os municipios foram contemplados. Foram aplicados
questionarios a produtores de S&do Roque de Minas, Medeiros, Tapirai e Bambui.

Dos 20 produtores que responderam aos questionarios,
aproximadamente 61% tem entre 41 e 60 anos de idade (Figura 1). A maioria
(30%) produz QMA entre 11 e 20 anos. Apenas 2 produtores com idade acima
de 60 anos ainda produzem queijo e ambos exercem essa atividade ha mais de
31 anos. A prevaléncia de produtores jovens e o baixo nimero de produtores
idosos € uma indica¢do da manutencédo da tradicéo de repassar o conhecimento
e a atividade as proximas geracdes. Dos 2 produtores com mais de 60 anos que
ainda fabricam QMA, um n&o possui filhos o que explica o fato desse produtor
permanecer na atividade mesmo com idade mais avancada, uma vez que nao

h& a quem repassar seus conhecimentos para dar continuidade a atividade.

Tempo em que
o produtor
fabrica GMA

MDe 1a10 anos

EDe 11 a 20 anos
Ope 21 a 30 anos
4 W De 31 a40anos
Ope #1 a 50 anos

Niamero de produtores

T
De 21 a 40 anos De 41 a 60 anos De &1 a 80 anos
Idade

Figura 1 - Faixa etaria dos produtores e o tempo que 0S mesmos exercem a
atividade de producdo de QMA na regiao da Serra da Canastra.
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Nas propriedades estudadas, 5% dos queijeiros possuem ensino
fundamental incompleto, 30% possuem ensino fundamental completo, 35%
ensino médio incompleto e 30% possui 0 ensino médio completo.

Na maioria das propriedades visitadas, a producdo diaria de QMA é
superior a 20 kg. No municipio de Medeiros, onde um maior numero de
questiondrios foi aplicado (50%) (Figura 2), grande parte dos produtores
fabricam mais de 21 kg de queijo por dia, chegando alguns deles a produzirem
mais de 50 kg. Em Sdo Roque de Minas, a producéo diaria variou de 1 a 30 kg,
enquanto que em Tapirai, a producao foi maior (11 a 40 kg). No municipio de
Bambui, um Unico produtor foi avaliado e apresentou uma producdo maxima de
10 kg de queijos por dia.

3 M Produgéo diaria de QMA

WD:=1a10kg

[EDe11a20kg
Coe 21 a30kg
MDe31a40 kg
Coe 41 a50kg
M ais de 50 kg

Namero de produtores

T
S0 Rogue de Minas Medeiros Bambui Tapirai

Municipio

Figura 2 - Producéo diaria de QMA por municipio

A peca do queijo é vendida por até 10 reais por 15% dos produtores,
enquanto 55% recebe entre 11 e 20 reais, 25% entre 21 e 30 reais e somente
5% vende os gueijos entre 41 e 50 reais, que representa um unico produtor
residente de Sdo Roque de Minas. A valorizacdo do queijo nesse municipio pode
estar relacionada as varias reportagens feitas sobre a atividade queijeira nessa
regido, incluindo uma recente premiacdo recebida por um produtor, que

conquistou medalha de prata no Concurso Mundial de queijo e produtos lacteos
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realizado na Franca, o que proporcionou maior notoriedade a este municipio
(SERTAOBRAS, 2015).

Em 20% das propriedades, os queijos sdo comercializados apés 1 a 5
dias de fabricacéo, 35% apoés 6 a 10 dias, 10% apos 16 a 20 dias e 20% apos
21 dias de maturacdo e 15% néao responderam a essa questdo. A maioria dos
produtores ndo consideram o prazo minimo de maturacao dos QMA, que para a
Serra da Canastra é de 22 dias (IMA, 2013), comercializando seu produto antes
do prazo. No municipio de Sdo Roque de Minas, 3 dos 5 produtores avaliados
comercializam os queijos com mais de 20 dias de maturacdo. Essa pratica pode
ser mais um dos motivos para o valor agregado aos QMA oriundos desse
municipio. Embora seja uma tendéncia do mercado, a demanda por QMA frescos
€ cada vez maior. No entanto, de acordo com as normas vigentes, essa pratica
configura um risco em potencial, devido a possibilidade de carrear
microrganismos patogénicos que podem causar intoxicagdes aos consumidores.

Os produtores afirmaram comercializar os seus queijos no municipio onde
0s mesmos sao fabricados, em outros municipios e até mesmo em outros
estados (Tabela 1).

Tabela 1 —Diferentes destinos dos QMA produzido na regido da Serra da
Canastra.

Destino dos queijos Resposta dos produtores Percentual (%)

o . Sim 25
Municipio de origem
N&o 75
o Sim 80
Outros municipios
N&o 20
Sim 45
Outros estados

Nao 55

A comercializacdo de QMA para outros estados € permitida somente para
os produtores registrados pelo IMA e inseridos no Sistema Brasileiro Inspecéo
de Produtos de Origem Animal (SISBI/POA). Por isso, O IMA instituiu em julho
de 2013 a Portaria n° 1.323, com objetivo de padronizar o sistema de qualidade,
diminuir a burocracia para adeséo ao SISBI/POA e facilitar o transito comercial

de produtos para fora do Estado. A partir da publicacdo dessa portaria, todos os
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estabelecimentos registrados no servico de inspecdo do IMA poderiam ser
automaticamente inseridos no Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de
Origem Animal (SISBI/POA), desde que tivessem implantados, no minimo, os
manuais de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padrdo de
Higiene Operacional (PPHO) como programas de autocontrole e possuir
registros auditaveis (BRASIL, 2013).

A maioria dos produtores (50%) afirmaram vender os queijos tanto para
comerciantes como para intermediario, como mostra a Figura 3. Esses queijos
sdo comercializados em diferentes locais de distribuicdo como feiras livres,

supermercados, padarias e mercearias.

B 2 comerciantes
HE intermediario

B Consumidor & comerciante

B consumidor e Intermediario
[l comerciante & Intermediario

Figura 3 — Formas de comercializagdo dos QMA da Serra da Canastra

Em um universo de 20 respondentes, 13 (65%) afirmam que a producéo
de QMA ¢ a unica fonte de renda da familia. Desses, 69,2% tém de 4 a 6 pessoas
dependendo dessa renda. Em 60% das propriedades, o queijo é produzido pelo
proprietario. Esses dados evidenciam a producdo de QMA como uma atividade
familiar, além de mostrar sua importancia para o sustento das familias

envolvidas.
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A maioria dos proprietarios pertencem a alguma entidade de classe
(85%), como cooperativas, que auxiliam os produtores a implementar melhorias
nas queijarias por meio de treinamentos, palestras e reunides e90% afirmaram
participar das reunibes promovidas pelas entidades de classe sempre que
convidado. Todos acreditam que essa pratica € uma forma importante de troca
de conhecimentos, além de contribuir para unido e fortalecimento da classe de
produtores.85% dos produtores ja participaram de algum tipo de treinamento
relacionado a producao de queijos em diferentes épocas como mostra a Tabela
2.

Tabela 2 — Participacdo dos produtores da Serra da Canastra em treinamentos
relacionados a producao de queijos.

Data do ultimo treinamento Produtores participantes (%)
De 1 a 3 anos atras 45
De 4 a 6 anos atras 5
De 7 a9 anos atras 25
Ha mais de 10 anos atras 10
N&o participou 15

3.2.0btencao da matéria-prima

Dos 20 produtores, 95% fazem a ordenha do leite com ordenhadeira
mecanica e 90% iniciam a producéo dos queijos em menos de uma hora e meia
apos o inicio da ordenha, como exigido pelo Decreto n® 42.645 de 2002 (MINAS
GERAIS, 2002). Essa exigéncia € uma forma de minimizar o tempo em que o
leite permanece aguardando o inicio da fabricacdo dos QMA, visando minimizar
a contaminacao microbiana.

Na regido da Serra da Canastra, o0 rebanho € composto por racas
variadas, com predominancia (65%) da raca Girolando. A maioria dos produtores
tem entre 41 e 70 cabecas de gado como pode ser observado na Figura 4e,
guanto ao tamanho do rebanho, somente 35% investiram na atividade nos
altimos anos. Do restante, 50% mantiveram o tamanho e 15% tiveram reduc¢ao
do numero de animais. Alguns produtores afirmaram ter reduzido o tamanho de
seus rebanhos devido a morte de alguns animais, por falta de méao-de-obra e

para melhoria na qualidade genética do rebanho.
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E Mencs de 41 cabecas
B De 41 a 70 cabecas

ClDe 71 a 100 cabegas
M De 101 2 130 cabegas
CIDe 131 a 160 cabecas
B De 161 a 190 cabegas
Bl Mais de 190 cabegas

Figura 4 - Tamanho do rebanho dos produtores da Serra da Canastra em
percentual

Dos 20 produtores, 60% afirmaram fornecer capim meloso, braquiaria e
silagem ao seu rebanho. A maioria dos produtores (85%) informou que a
alimentacéo do rebanho interfere na qualidade do queijo, sendo que para alguns
deles, uma silagem de ma qualidade pode proporcionar cheiro de capim aos
queijos.

Além do gado, todas a propriedades estudadas apresentaram outros tipos
de criagcdo na fazenda, sendo que 75% dos produtores criam aves e suinos. Em
60% das fazendas, as criagbes ficam a mais de 50 metros de distancia da
queijaria (Figura 5). O livre acesso de animais aos currais e sala de ordenha séo
fontes potenciais de contaminacdo, podendo veicular microrganismos
indesejaveis, incluindo patogénicos ao leite. Por isso, a legislacdo proibe a
circulacdo de animais domésticos na area produtiva além de exigir a construgao
de galinheiros e pocilgas distantes da queijaria, porém nao especifica a distancia
minima permitida (MINAS GERAIS, 2002).
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E-—
Iﬁl Tipos de criagdes lﬁl

Baves
B suinos

5= Oambos

4|

Numero de produtores

2

BN =

T T
Até 50 metros De 51 a 100 metros Mais de 100 metros

Distancia das cridagdes a queijaria

Figura 5- Tipos de criacOes das fazendas e a distancia que as mesmas se
encontram das queijarias da regido da Serra da Canastra

3.3.Sobre as instalacfes das queijarias

A maioria das propriedades (80%) nao apresentou focos de insalubridade
na queijaria e adjacéncias, como por exemplo presenca de moscas, janelas sem
protecdo, animais domésticos préximos a queijaria, etc. Em uma das
propriedades, observou-se a presencga de caixa d’agua sem tampa com larvas
de mosquitos, dgua acumulada no chdo batido, depdsito de soro aberto e
animais soltos, resultando em mas condi¢bes higiénico-sanitarias que podem
comprometer a qualidade microbiolégica dos QMA produzidos nessa
propriedade. A presenca de animais domésticos foi constatada em 75% das
propriedades. Embora algumas propriedades tenham apresentado focos de
insalubridade, de um modo geral, 50% das queijarias apresentavam boas
condicdes de higiene, 45% condigcbes excelentes e 5% apresentaram mas

condi¢Oes de higiene.
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Quanto aos aspectos de construcdo das queijarias, 70% tém piso de
ceramica, 10% de cimento. As paredes séo revestidas com tinta lavavel em 30%
das propriedades, com azulejo em 35% e com ambos em 15%. Queijarias com
forro de PVC é o mais comum entre as propriedades estudadas (45%) seguidas
por forro de laje (30%) e telha de ceramica (5%). Nao houve respostas dessas
guestdes por parte de 20% dos produtores por motivos desconhecidos.

Quanto a iluminacgéo, 30% dos produtores utilizam somente a iluminacéo
natural na queijaria e 70% usam a iluminacdo natural e a artificial. Todas as
queijarias possuem sistema de ventilagcdo adequado.

Os produtores estudados receberam indicagbes da localizagdo, bem
como de aspectos relacionados as instalacbes das queijarias de o6rgaos
estaduais como o IMA (30%) (Instituto Mineiro de Agropecuaria), EMATER-MG
(Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais)
(15%) ou ambos (55%).

A higienizagdo das queijarias em 95% das propriedades utiliza-se o cloro
como sanitizante e 5% néo utiliza sanitizante. O cloro sempre foi utilizado como
sanitizante por 70% dos produtores e, os 30% que afirmaram ter passado a
utilizar o cloro, fizeram por exigéncia da Portaria n® 523 de 2002 (IMA, 2002). A
maioria (70%) afirmou que o uso do cloro ndo alterou as caracteristicas do QMA,
20% acredita ter melhorado e 10% acha que o uso do cloro influenciou
negativamente nas caracteristicas do queijo. O IMA e/ou EMATER também
contribuiram com informacdes e instrugdes/treinamento aos produtores sobre a
higienizacdo adequada das queijarias e suas instalacoes.

Outro aspecto importante para uma higiene adequada é a qualidade da
agua utilizada. Nas propriedades estudadas, 75% utilizam a agua da mina.
Embora nédo tenha sido comtemplado no questionario a presenc¢a ou auséncia
de cloracdo da agua, a Portaria n® 1305 de 2013 exige ndo s6 que a agua seja
clorada, mas também que haja um controle da concentracdo de cloro da 4gua
além de realizar andlises fisico-quimicas e microbioldgicas (IMA, 2013),

3.4. Aspectos relacionados a saude e higiene do queijeiro

Em todas as propriedades, o queijeiro faz exames periodicos e possui
carteira de satde. Quanto ao uso de vestimentas apropriadas para a fabricacdo

de queijo, todos afirmaram ser importante o uso de EPI (Equipamentos de
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protecdo individual). A maioria dos produtores afirmaram utilizar vestimenta

adequada para producéo de QMA, conforme mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Aspectos relacionados ao uso de vestuario adequado para producao
de Queijo Minas Artesanal produzido na Serra da Canastra.

Roupas limpas Jaleco ou avental Botas Touca
Sim 18 17 18 17
Nao 2 3 2 3

Os habitos higiénicos dos manipuladores (assepsia das maos, tabagismo,
presenca de afeccbes) foram considerados adequados em todas as
propriedades embora um manipulador tenha apresentado afeccdes respiratorias.
Observou-se um bom asseio pessoal (unhas curtas, auséncia de adornos,
roupas limpas) em 90% das propriedades e regular em 10% delas.

Apesar de nem todos os estabelecimentos seguirem rigorosamente 0s
habitos higiénicos exigidos pela legislacdo vigente (IMA, 2002), 95% dos
produtores afirmaram ter recebido direcionamento para implementacdo das
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) de QMA e 5% nao receberam nenhum tipo
de direcionamento. As BPF sdo um conjunto de normas empregadas em
produtos, processos e edificacfes que visam a promocdo e a certificacdo da
qualidade e seguranca do alimento (BRASIL, 1997) e, para os QMA, essas
normas vém sendo exigidas desde o ano de 2002 (MINAS GERAIS, 2002). O
direcionamento para implementagédo das BPF foi feito de diversas formas,
incluindo treinamentos, palestras e guia técnico como mostra a Figura 6. Os
orgaos normalmente envolvidos nesse direcionamento sdo IMA e EMATER,

embora o Sebrae também tenha contribuido.
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~ Forma do
direcionamento

W Treinamente

W Palestra

O Treinamente e Palestra
4 W Palestra e Guia técnico
O todes

B Nao teve direcionamento

Namero de Produtores

2

i

Recebeu direcionamento para implementagio das BPF?

0= T
Sim Néo

Figura 6 - Forma de direcionamento que os produtores de Queijo Minas
Artesanal da Serra da Canastra receberam para implementacédo das BPF

3.5. Processo produtivo de QMA

A producdo do QMA da Serra da Canastra se inicia logo apés a ordenha
do leite como detalhado na Figura 7.

Ordenha
!
Filtracdo
||
Adicdo de pingo
:

Coagulagdo
Corte da coalhada
Mexedura da massa
Separa(;;o do soro
Enformagem

1

Prensagem manual com ajuda de tecido

Saiga = Coleta do pingo

Desenformagem
1
Maturagao
.

Acabamento

Embalagem

Figura 7- Esquema de producéo de Queijo Minas artesanal produzido na
regido da Serra da Canastra
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A filtrac&o do leite na maioria das propriedades (65%) € feita com o tecido
conhecido como “volta ao mundo”, um tecido sintético feito de nylon. Apods a
filtragdo, a coagulacado do leite é feita em tambores plasticos e a mexedura feita
principalmente com espéatula de plastico (55%), aco inox (30%), madeira (10%)
ou lira de metal (5%). O tecido “volta ao mundo” também é utilizado na
dessoragem dos queijos artesanais produzidos em 90% das propriedades
estudadas.

Por exigéncia da Portaria n°® 518 de 2002 (MINAS GERAIS, 2002), as
bancadas de madeiras para fabricacdo dos QMA foram substituidas por
bancadas de arddsia (85%) ou aco inox (15%) e as formas de madeira
substituidas principalmente por formas de plastico (90%). Quanto a bancada de
maturacdo dos queijos, a madeira esta presente em 100% das propriedades,
sendo permitida pela legislacdo vigente (MINAS GERAIS, 2002). Segundo os
produtores, a substituicdo das bancadas e formas de madeira promoveu
alteracdes nas caracteristicas dos queijos. De acordo com os produtores, as
bancadas mais lisas e frias, sem a rugosidade da madeira, fizeram com que o0s
gueijos comecassem a melar devido a maior dificuldade de exsudacéo do soro,
0 que é considerado uma perda para os produtores. Sabe-se que os utensilios
de madeira antes utilizados, promovem a formacédo de biofilme composto
principalmente por bactérias laticas e leveduras que, junto da microbiota do
fermento endbgeno, contribuem para a maturacédo dos queijos (LORTAL et al.,
2009).

No tanque de fabricacdo e na bancada de enformagem utilizados para
producdo de QMA, todos os produtores afirmaram realizar a pré-lavagem.
Destes, 95% realizam a lavagem (com sab&o) no tanque e 55% na bancada, ja
0 uso do cloro como sanitizante € utilizado somente em 60% das propriedades
em ambos os utensilios. 95% dos produtores afirmaram realizar a pré-lavagem,
70% realizam a lavagem e 65% usam sanitizante na limpeza dos tecidos e
utensilios empregados. Embora nem todos os produtores realizam a sanitizacao
de seus utensilios, a Portaria n°® 523 de julho de 2002 exige que apoés a
fabricacdo dos QMA, todos os utensilios sejam lavados e higienizados (IMA,
2002).

Todos os produtores avaliados na producdo do QMA da regido da Serra

da Canastra utilizam e sempre utilizaram o pingo como fermento na producéo

43



dos queijos. O pingo é o soro obtido da dessoragem dos queijos apoés a salga e
adicionado ao leite para direcionar a fermentacéo na producao do dia seguinte.
Quando ha algum tipo de contaminacao no pingo, da qual é caracterizada pela
producdo de gas no queijo, 0 pingo coletado néo é utilizado para a producao
seguinte e entdo é substituido.

A contaminac&o dos queijos acontece mais de 2 vezes ao ano em 45%
das propriedades estudadas, 2 vezes ao ano em 25%, uma vez ao ano em 15%
e nunca aconteceu ou raramente aconteceu em 15% das propriedades. Quando
esse tipo de situacdo ocorre, inviabiliza o uso do pingo obtido dos queijos
contaminados e os produtores costumam adquirir um novo pingo do vizinho
(85%), embora outras alternativas tenham sido apresentadas, como a
manutencdo de uma reserva de fermento congelado ou a producdo de um novo
gueijo e consequentemente um novo pingo. Um Unico produtor afirmou nunca
ter tido problemas de contaminagao.

Os queijos contaminados séo vendidos por menores valores em 50% das
fazendas e em 30% s&o utilizados no preparo de quitandas. Outros produtores
afirmaram ainda vender do mesmo jeito, deixar maturar ou dar aos animais
(Figura 8). A prética de vender os queijos contaminados caracterizados pela
producdo precoce de gas € amplamente praticada no mercado, bem como a
procura por queijo “rendados” nos pontos de vendas. Esse comportamento do
consumidor, provavelmente € movido por falta de informac6es de que essas
caracteristicas fisicas advém de falhas na aplicacao de BPA e BPF na produc¢éao
do QMA.

-/ BFaz quitanca

B ende mais barato
D4 para o animais
B Ceixa maturar
Ovende do mesmo jeito

Figura 8 - Destino do QMA contaminado
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Quanto ao processo de fabricacdo dos QMA, em 95% das propriedades
o tempo de coagulacdo dos queijos € inferior a 50 min, gracas ao efeito
associado do coalho e a microbiota do leite cru e do pingo. A prensagem €
realizada com auxilio de um tecido por todos os produtores. A salga dos queijos
é feita com sal grosso em 45% das propriedades, com sal refinado em 50% e
com os dois tipos de sal em 5%. Na legislacao atual, ndo ha exigéncias para a
concentracéo e nem para o tipo de sal a ser utilizado, desde que seja utilizado
sal marinho destinado ao consumo humano (MINAS GERAIS, 2002).

Ao final do processo de fabricacdo dos queijos, € comum realizar a
lavagem do queijo antes de coloca-los para maturar. Em 85% das propriedades,
essa lavagem é realizada somente com agua e em 15% com agua e soro. Os
produtores afirmaram lavar 0s queijos com soro somente no periodo
temperaturas baixas, para auxiliar na maturacao. O soro resultante da producao
é fornecido aos animais em todas as propriedades estudadas. O soro, devido ao
seu alto teor nutritivo, € um dos efluentes liquidos que mais contribuem para a
alta carga poluidora das industrias de laticinios (BARBOSA et al., 2009). Por isso,
a Portaria n°® 523 estabelece que quando nao for possivel utilizar o soro na
alimentacdo animal, que o0 mesmo seja tratado adequadamente antes de ser

descartado na rede de esgoto (IMA, 2002).

3.6.Embalagem

Dos 20 produtores, 25% afirmaram utilizar filme PVC para embalar os
QMA, 25% cryovac, 35% saco plastico, 10% papel manteiga e 20% dos
produtores ndo embalam seus queijos. A maioria dos produtores (65%)
acreditam que a embalagem é importante pois protege 0s queijos contra
sujidades externas e contra contaminacgéao, 30% dos produtores afirmaram néo
ser necessaria a embalagem e 5% deles acreditam que a embalagem s6 é
necessaria para queijos frescos, embora ndo seja permitida a comercializacao
dessa categoria de queijo.

Informalmente os produtores afirmam que a prépria casca é a embalagem
do queijo e, portanto, s6 utilizam embalagens por exigéncia do Decreto n°® 44.864
de agosto de 2008 (MINAS GERAIS, 2008) ou porque os consumidores preferem

0s queijos embalados por questdes de higiene.
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Os queijos produzidos em 90% das propriedades estudadas possuem
namero de identificacdo. Além de ser uma exigéncia da Lei n® 14.185 de janeiro
de 2002 (MINAS GERAIS, 2002), para os produtores, essa € uma forma de evitar

a falsificacdo dos queijos artesanais da Serra da Canastra.

3.7.Impresséo Global

Embora 55% dos produtores afirmaram estarem muito satisfeitos e 35%
satisfeitos com a producédo de QMA, muitos informaram que a atividade precisa
de mais incentivos. Eles afirmaram que continuam a produzir QMA porque
gostam e que o intermediario € quem fica com a maior parte lucro nessa
atividade. Ainda assim, alguns produtores afirmam ser melhor ter uma menor
margem de lucro nas vendas dos queijos a ter que trabalhar em outras atividades
como empregados para se sustentar.

Desde 2002 o governo de Minas Gerais, juntamente com a Emater-MG e
Instituto Mineiro de Agropecuéaria (IMA), desenvolve o programa do Queijo Minas
Artesanal, que tem como objetivo desenvolver a cadeia dos queijos artesanais
mineiros, trazendo renda para os produtores, desenvolvimento regional e
seguranca alimentar. Um convénio entre a EMATER-MG e o MAPA (Ministério
da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento) estabelecido no inicio de 2017,
estabelece mais incentivos para o programa QMA. O convénio prevé o
atendimento a 600 produtores dos 75 municipios inseridos nas sete regides
produtoras caracterizadas, buscando a melhoria da producéo e a qualidade dos
queijos, por meio de capacitacdo de extensionistas, capacitacdo de produtores
em boas praticas de agropecuéria e boas praticas de fabricacéo, realizacdo de
dias de campo em propriedades com queijarias, a impressao de material técnico,
além da compra e distribuicdo de insumos para serem doados aos produtores
contemplados no programa (TERRAVIVA, 2017a). Além do incentivo ao
programa Queijo Minas Artesanal, o governo liberou ainda recurso para ser
utilizado para aprimorar a producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) e para
fomentar novas pesquisas sobre a producéo de leite e derivados (TERRAVIVA,
2017b). Esses incentivos do governo constituem um avango para a melhoria na

qualidade dos QMA e para sua valorizagao.
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4. CONCLUSAO

Observou-se que a tradicdo de fabricar queijo Minas artesanal continua
sendo uma atividade importante na Regido da Serra da Canastra, sendo
responsavel pelo sustento de grande parte das familias. Quanto as condi¢des
das instalacbes da queijaria e as Boas praticas de Fabricacdo exigidas pela
Portaria n® 523 de 2002 (IMA), 19 das 20 propriedades estudadas apresentaram
condicOes satisfatorias de higiene (queijaria limpa, bom asseio pessoal, auséncia
de afeccdes, etc.).

Embora a maioria dos produtores tenha afirmado satisfacdo com a
atividade, alguns mencionaram a necessidade de maiores incentivos e
afirmaram continuar exercendo essa atividade pela experiéncia que ja tém na
atividade, uma vez que o retorno financeiro ainda € baixo. Dessa forma, o estudo
reforca a satisfacdo no exercicio da atividade por parte dos produtores como
uma forma de manter a tradicdo centenaria de fabricacdo de QMA.
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CAPITULO 3 — CARACTERIZACAO MICROBIOLOGICA E FiSICO-QUIMICA
DO FERMENTO ENDOGENO UTILIZADO NA PRODUCAO DE QMA DA
SERRA DA CANASTRA

Resumo

O QMA da Serra da Canastra é fabricado com leite cru, coalho e pingo,
um fermento enddgeno rico em BAL, que juntamente com a microbiota do leite,
auxilia na fermentacdo e maturacdo desses queijos. Objetivou-se avaliar as
caracteristicas microbiolégicas e fisico-quimicas do pingo obtido em
propriedades da regido da Serra da Canastra-MG cadastradas ao IMA (Instituto
Mineiro de Agropecuaria). Para isso, foram coletadas amostras de pingo em 20
propriedades entre as 47 cadastradas, nas quais foram realizadas contagens de
bactérias do acido latico (MRS e M17), mesofilos aerdbios (PCA), coliformes
totais e Escherichia coli (Petrifilm EC 3M®) e Staphylococcus aureus (Petrifilm
Staph Express 3M®). Os pingos foram analisados quanto ao pH, acidez titulavel
e cloretos. O pH dos pingos variou de 4,21 a 5,62, enquanto a acidez titulavel de
0,24 a 1,18% de &cido latico. O teor de cloretos variou de 1,91 a 4,90% NaCl. Os
pingos apresentaram contagens de mesofilos aerébios variando de 5,32 a 8,40
log UFC.mL* (M=6,39) e de bactérias laticas entre 3,90 a 7,67 log UFC.mL*
(M=5,64 em MRS e M=6,43 em M17). Coliformes totais foram detectados em
apenas 4 amostras estudadas (0,78 a 3,26 log UFC.mL), porém ndo se
detectou E. coli na menor diluicdo estudada 10°. S. aureus foi encontrado em 8
amostras com concentragdo variando entre 1,57 a 3,18 log UFC.mL? (M=2,21).
Observou-se diversidade nas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
do pingo obtido de diferentes propriedades de uma mesma regido, carateristica
inerente ao produto artesanal. Além disso, observou-se microbiota
predominantemente composta por BAL, grupo microbiano essencial para a

qualidade dos QMA devido a producéo de metabdlitos antagonistas.

1. INTRODUCAO

O queijo Minas artesanal (QMA) da Canastra € fabricado com leite cru
recém-ordenhado e utiliza o pingo como fermento enddgeno. Esse fermento &
obtido ap6s a enformagem e salga dos queijos, qguando parte do soro eliminado
é coletado e utilizado na producéo do dia seguinte (LIMA et al., 2009; OLIVEIRA,
2010).
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A utilizagcdo do pingo faz parte do “saber-fazer” tradicional de QMA e
apresenta grande importancia pois esse ingrediente possui diversos grupos
microbianos que, juntamente com a microbiota do leite cru, direcionam a
fermentacdo e maturacdo dos QMA. Seu uso permite a inser¢do de uma
microbiota diversificada caracteristica da regido produtora, com predominancia
de BAL, que sdo responsaveis por conferir aos queijos caracteristicas sensoriais
especificas, além de iniciarem a fermentacdo dos queijos por meio da produgéo
de acidos organicos, levando a reducao do pH do leite e formacao da coalhada,
além de produzirem diversos metabolitos capazes de inibir o crescimento de
microrganismos patogénicos, como acidos organicos (KASHKET, 1987; LORCA,
VALDEZ, 2009), peréxido de hidrogénio (DAECHEL, 1989; REID, 2008), diacetil
(LANCIOTTI et al., 2003) e bacteriocinas (ROGELJ; BOGOVIC-MATIJASIC,
1994; COTTER, HILL, ROSS, 2005).

A presenca de altas concentracdes de sal (NaCl) promove a modulacéo
da microbiota do pingo com consequente eliminagcdo de microrganismos
sensiveis ao sal, fazendo com que as BAL maturadoras sejam predominantes
nesse fermento. Entretanto, microrganismos patogénicos, como do género
Staphylococcus, podem estar presentes nesse fermento uma vez que 0 mesmo
€ obtido da dessoragem de queijos feitos com leite cru, uma matéria-prima
altamente manipulado, que para garantir a sua qualidade microbiolégica, exige
praticas higiénicas adequadas.

As Boas préticas agropecuarias (BPA) e de fabricacao (BPF) é uma das
exigéncias para o cadastramento das queijarias produtoras de QMA junto ao
Instituto Mineiro de Agropecuaria (MINAS GERAIS, 2002). BPA e BPF séao
normas envolvendo produtos, processos e instalagdes que visam a promocao e
a certificacdo da qualidade e seguranca do alimento produzido (BRASIL, 1997).
Dessa forma, a implementacao das boas préaticas € uma ferramenta importante
para promover melhoria da qualidade microbiolégica do leite cru e
consequentemente, do QMA produzido nas diferentes regides do Estado, além
de ser uma das primeiras exigéncias para que as unidades produtoras sejam
cadastradas junto ao IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria).

Por ser um insumo obrigatério com composi¢do fisico-quimica e
microbioldgica pouco conhecida, este estudo teve como objetivo determinar

as caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas do pingo utilizado na
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producdo do QMA produzido na regido da Serra da Canastra-MG em 20

propriedades cadastradas junto ao IMA (Instituto Mineiro de Agropecuéaria).

2. METODOLOGIA
2.1.Coleta das amostras

Amostras de aproximadamente 100 mL de pingo foram coletadas em
frascos esterilizados em 20 propriedades produtoras de QMA da regido da Serra
da Canastra - MG, cadastradas no IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria). As
amostras transportadas sob refrigeracdo para o Laboratorio de Culturas Laticas
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vicosa, onde foram mantidas sob refrigeracdo até o momento das analises.
2.2.Andlises microbioldgicas dos pingos

Uma aliquota de 1 mL de cada amostra de pingo foi adicionada a 9 mL de
solucdo salina-triptona estéril, seguindo-se a homogeneizacdo e diluicdes
seriadas posteriores. As amostras foram plagueadas em profundidade para
contagem de bactérias laticas nos meios MRS (DeMan, Rogosa e Sharpe,
Merck®, Darmstad, Alemanha) e M17 (por ingrediente) (WELTHAGEN;
VILJOEN, 1999) e mesofilos aerdbios em meio PCA (Plate count agar, Merck®,
Darmstad, Alemanha) (APHA, 2004).

Uma vez que ndo ha um padrao de qualidade para o pingo, neste estudo
foram utilizados Petriflm™ (3M Center, St. Paul, USA) EC 3M® para
determinacéo de coliformes totais e E. coli (AOAC 991.14) e Staph Express 3M®
para Staphylococcus aureus (AOAC 2003.11). Para pesquisa de patdégenos
indicadores de qualidade forma plagueadas as diluicdes 10° a 10-3.

Para as contagens, foram consideradas as placas que continham entre 25
a 250 unidades formadoras de colénias (UFC). Nas determinacdes em
Petriflms™ (3M Center, St. Paul, USA) foram consideradas contagens entre 15
e 150 UFC, conforme indicacéo do distribuidor.

2.3.Andlises fisico-quimicas dos pingos

As determinagdes de pH (Bell®, modelo: PHS3BW), acidez titulavel e
cloretos foram realizadas imediatamente ap0s a chegada das amostras ao

Laboratério de Culturas Laticas conforme os métodos oficiais descritos na
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Instrucdo Normativa n° 68, Métodos Analiticos Oficiais, Fisico-quimicos, para
controle de leite e produtos lacteos, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), de 12 de dezembro de 2006 (BRASIL, 2006). As

analises de acidez titulavel e cloretos foram realizadas em duplicatas.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados de pH, acidez titulavel e percentual de cloreto de sodio do

pingo da Serra da Canastra estédo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de pH, acidez, cloreto de sodio, média e coeficiente de
variacdo (CV) dos pingos utilizados para fabricacéo de queijo Minas artesanal da
Serra da Canastra.

Produtor pH Acidez (% Ac. latico) Cloreto de sédio (% NacCl)
1 4,70 0,83 4,40
2 5,55 0,29 4,32
3 5,25 0,24 4,80
4 4,49 0,71 4,42
5 5,40 0,25 4,56
6 4,50 0,76 4,74
7 4,70 1,18 3,28
8 4,57 0,41 4,37
9 5,23 0,36 4,59
10 4,87 0,32 4,90
11 4,41 0,59 4,68
12 4,30 0,61 4,48
13 5,62 0,29 3,35
14 4,96 0,97 1,91
15 5,19 0,39 1,93
16 4,48 0,55 4,67
17 5,28 0,54 4,75
18 5,37 0,41 4,24
19 4,21 0,38 4,29
20 5,04 0,82 4,37

Média 491 0,55 4,15
CVv 0,873 0,468 0,204
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No presente estudo observou-se nas amostras de pingo das 20
propriedades cadastradas, uma média de pH de 4,91, 0,55% de &cido latico e
4,15% de cloreto de sddio. Resultados similares foram encontrados por Nébrega
et al. (2008) que avaliaram o pH (4,06 a 5,40), acidez titulavel (0,4 a 1,1%) e teor
de cloreto de sodio (1,5 a 9,0%) de QMA da Serra da Canastra na época da
seca, mesmo periodo em que foram coletadas as amostras no presente estudo,
porém estudaram propriedades ndo cadastradas junto ao IMA. A alta variagdo
observada na acidez e no teor de sal dos pingos mostram a heterogeneidade
nas caracteristicas dos fermentos enddgenos obtidos em diferentes
propriedades que fabricam QMA na Serra da Canastra, uma vez que cada
produtor adiciona a quantidade de sal que julgar necessaria, 0 que influencia
diretamente na composicdo da microbiota do pingo, e consequentemente, na
sua acidez.

O pingo, fermento enddgeno utilizado na fabricagdo do QMA da Canastra,
é coletado apds a adicdo de sal (sal grosso ou refinado) e mantido a temperatura
ambiente até o momento da producdo no dia seguinte. O efeito do sal
selecionando microrganismos mais tolerantes, associado a temperatura da
regido, permite que o pingo atinja valores médios de pH e acidez favoravel ao
crescimento de diversos microrganismos (NOBREGA et al., 2008). Dentre esses
microrganismos estdo as BAL, fungos, leveduras e algumas bactérias
contaminantes, potencialmente patogénicas como S. aureus (BETTS et al.,
1999; GOBBETTI et al., 1999).

N&o ha um padréo definido para a quantidade de sal a ser adicionada aos
QMA, fazendo com que cada produtor coloque a quantidade que julgar
necessaria conforme sua experiéncia, e assim, cada fermento apresenta uma
microbiota Unica. Na época das chuvas (novembro a marco), os produtores
aumentam as concentracdes de sal para evitar o crescimento de microrganismos
indesejaveis, principalmente aqueles responsaveis pelo estufamento precoce
dos queijos (NOBREGA et al., 2008).

No presente trabalho, observou-se auséncia de E. coli em todas as
amostras de pingo, enquanto que S. aureus estava presente em 8 amostras,
gracgas a tolerancia desse microrganismo ao sal em concentracdes de até 15%
(KADARIYA, SMITH e THAPALIYA, 2014). As contagens microbianas obtidas
do pingo estéo dispostas na Tabela 2.
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Tabela 2 — Contagem de microrganismos mesofilicos e bactérias laticas (log
UFC.mL!) média das contagens e coeficiente de variacdo (CV) dos pingos
utilizados para fabricacéo de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra.

- L Bactérias Laticas
Mesodfilos aerdbios

Produtor MRS M17
1 6,98 6,88 4,17
2 6,20 7,04 6,74
3 8,40 7,48 7,00
4 5,34 511 6,32
5 6,67 6,40 6,68
6 5,83 6,04 5,97
7 5,89 6,15 6,61
8 7,48 7,52 7,67
9 6,38 3,90 6,60
10 6,66 7,38 6,15
11 6,74 6,08 6,90
12 5,67 4,96 6,90
13 7,18 4,43 6,81
14 6,48 4,86 6,79
15 6,96 5,49 6,49
16 6,15 4,23 5,46
17 6,34 5,00 6,63
18 5,46 4,20 6,41
19 5,61 5,49 5,63
20 5,32 4,23 6,73

Média 6,39 6,04
Cv 1,198 1,742

A prética de armazenamento do pingo a temperatura ambiente favorece
o crescimento de diversos grupos microbianos mesofilicos, o que explica as altas
contagens de mesoéfilos aerdbios nessas amostras (5,32 a 8,40 log UFC.ml?)
(Tabela 2). As BAL na microbiota do pingo da Serra da Canastra, apresentaram
contagens na ordem de 10 UFC.mL? (3,9 a 7,67 log UFC.ml). Para Furtado
(1980), o pingo € um auténtico fermento enddgeno justamente por apresentar
alta concentracado de microrganismos pertencentes ao grupo de BAL, o que o

torna capaz de direcionar a fermentacao dos queijos. No fermento endégeno da
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Serra da Canastra, os géneros de BAL predominantes sdo Lactococcus e
Lactobacillus (L. plantarum e L. casei) (SANTOS, 2010; DORES; FERREIRA,
2012). No entanto, se o leite utilizado na fabricacdo desses queijos néo for
ordenhado e manipulado de acordo com as BPA e de BPF, podera representar
potencial fonte de contaminacio para os QMA (NOBREGA et al., 2008;
RESENDE, 2010).

Tabela 3 — Contagem de microrganismos indicadores de qualidade (log UFC.mL"
1), média das contagens e coeficiente de variagdo (CV) dos pingos utilizados
para fabricacdo de queijo Minas artesanal da Serra da Canastra.

Produtor Coliformes Totais Escherichia coli ~ Staphylococcus aureus

1 <1 <1 1,76
2 <1 <1 1,57
3 <1 <1 1,67
4 <1 <1 <1
5 <1 <1 3,11
6 <1 <1 3,18
7 <1 <1 <1
8 <1 <1 <1
9 <1 <1 <1
10 0,78 <1 1,62
11 3,26 <1 2,49
12 <1 <1 <1
13 <1 <1 <1
14 <1 <1 <1
15 1,28 <1 <1
16 <1 <1 2,30
17 <1 <1 <1
18 <1 <1 <1
19 <1 <1 <1
20 1,08 <1 <1
Média 1,6 <1 2,21
CVv 0,70 0 0,30

Embora néo haja parametros legais definidos para analise de patdgenos
no fermento endégeno utilizado na fabricacio dos QMA (NOBREGA et al., 2008),
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€ importante conhecer a microbiota predominante para entender melhor o papel
desse pingo no processo de fabricagdo dos QMA. No presente estudo, foram
detectados coliformes totais em 4 propriedades, enquanto E. coli ndo foi
encontrado na menor diluicdo pesquisada (10?). Ja& S. aureus, devido a sua
maior resisténcia as condi¢cdes de pH baixo e alta concentracdo de sal, pode
sobreviver nesse fermento atingindo populacdes de 108 UFC.mL* (PINTO,
2008). No presente estudo, das 20 amostras de pingo analisadas, 8 continham
S. aureus. Dessas, 50% apresentaram contagens acima de 2 log UFC.mL", valor
méaximo estipulado para os QMA (MINAS GERAIS, 2008). A presenca de S.
aureus pode comprometer a qualidade dos QMA, uma vez que alguns produtores
ndo respeitam o periodo minimo de maturacéo exigido por lei (IMA, 2013) para
comercializacao desses queijos (22 dias) e indicios de concentracdes elevadas
desse patdgeno em queijos pode estar relacionado a presenca de toxina
estafilocdcica, que para QMA, necessita de confirmacao.

Embora tenham sido identificados focos de insalubridade na queijaria e
adjacéncias na propriedade 17 e higienizacdo em geral era ruim (caixa d’agua
destampada, soro no chéo, etc. - Capitulo 2), nessa fazenda ndo apresentou E.
coli e S. aureus no fermento nas diluicdes estudadas (<10). Esses resultados
indicam que as condic¢des insatisfatérias de higiene das queijarias e adjacéncias
nao implicam diretamente em um produto com qualidade microbiol6gica
comprometida, sugerindo maiores especificacdes ao se avaliar este quesito. Da
mesma forma, em instalacdbes com higiene aparentemente satisfatoria,
observou-se a presenca de patdgenos no fermento, sugerindo que parametros
de higiene aplicados na fazenda precisam ser reavaliados.

A baixa populacdo de microrganismos patogénicos encontrada no pingo
provavelmente estd relacionada a inibicdo exercida pela microbiota
predominante, composta por BAL (COTTER, HILL, ROSS, 2005; REID, 2008;
LORCA, VALDEZ, 2009). A presenca de S. aureus em algumas amostras de
pingo pode estar relacionada a mastite no rebanho e/ou condi¢Bes inadequadas
de higiene durante a ordenha e producéo dos queijos (BERGONIER et al., 2014).

Pimentel Filho et al (2005) estudaram o fermento enddgeno utilizado na
fabricacdo de QMA no Alto Paranaiba. Das 15 amostras analisadas, 10
apresentaram coliformes totais em até 6,3 x 102 UFC.mL™* e 5 apresentaram E.
coli com contagens de até 5,2 x 102 UFC.mL™. J& S. aureus s estava ausente

em 4 amostras com uma populacdo maxima observada de 1,2 x 102 UFC.mL™.
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Nobrega et al. (2008) encontraram no periodo da seca uma concentracao
populacional média de coliformes totais de 2,54 log UFC.mL™? e E. coli de 1,60
log UFC.mL™ no pingo da Serra da Canastra. J4 para S. aureus, para a mesma
época do ano, encontraram contagens médias 1,68 log UFC.mL", sendo
detectado a presenca desse patdgeno em 62,5% das amostras analisadas.

Embora ndo haja um padrdo microbiolégico para o fermento enddégeno
utilizado na fabricagdo dos QMA, pode-se observar que comparadas aos
estudos anteriores, as amostras de pingos analisadas apresentaram menor
incidéncia de microrganismos patogénicos, uma vez que E. coli ndo estava
presente na menor diluicdo avaliada nas 20 propriedades estudadas e S. aureus
em 40% delas. As Caracteristicas microbioldégicas observadas neste estudo
sugerem avancgos na cadeia produtiva dos QMA ao longo dos anos. Os niveis
dos grupos microbianos avaliados neste estudo representam de certa forma,
uma contribuic&o do leite que deu origem ao pingo, assim como do ambiente, da
raca do rebanho, do manejo agropastoril e principalmente da aplicacdo das BPA
e BPF nas propriedades que compfem este estudo, sugerindo o importante
papel de treinamento de recursos humanos e sua implementa¢do na evolucao
da qualidade do QMA.

4. CONCLUSAO

Observou-se diversidade nas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas do pingo entre as 20 propriedades avaliadas na regido da Serra
da Canastra. O pingo dessa regido apresenta uma microbiota
predominantemente composta por bactérias do acido latico, mas que pode ser
carrear coliformes e S. aureus, uma vez que € originado da dessoragem de
queijo fresco feito com leite cru. A obtencdo de leite cru com qualidade
microbioldgica esta relacionada as condi¢fes sanitarias de manejo animal e a
higiene aplicada ao processo, o que influenciara na qualidade final do QMA.
Conclui-se, portanto, que os resultados desse estudo sugerem importante papel
de treinamento de BPA e BPF a todos envolvidos na cadeia produtiva dos QMA
e a implementacdo dessas ferramentas visando a evolucdo continua da
gualidade dos QMA.
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CAPITULO 4 — ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA
CULTIVAVEL PREDOMINANTE DO PINGO DA SERRA DA CANASTRA

Resumo

O pingo é o fermento enddgeno utilizado na producdo de queijo Minas
artesanal, que apresenta uma microbiota composta predominantemente
composta pelo grupo de BAL que contribuem para a fermentacdo e maturacéo
desses queijos. O presente estudo objetivou identificar os microrganismos
cultivaveis que predominam no pingo da Serra da Canastra e que estdo
envolvidos no processo fermentativo e de maturacao desses queijos, bem como
verificar a presenca Staphylococcus aureus carreado nesse fermento. As
bactérias foram isoladas nas placas de maiores diluicdes apos o plaqueamento
nos meios MRS e M17 (bactérias laticas) e do ASM (Staphylococcus sp.)
(capitulo 4). ApGs a extracdo do DNA, realizou-se a REP-PCR dos isolados
crescidos em meio MRS e M17 com a finalidade de agrupa-los. Além disso, 0s
fendtipos e a morfologia contribuiram para selecdo de 47 isolados do meio ASM
e 42 dos meios MRS e M17 para serem submetidos a amplificacdo do gene 16s
rDNA sequenciamento. Constatou-se prevaléncia de bactérias laticas, uma vez
que 89% dos isolados do meio ASM foram identificados como Enterococcus
feacalis e dois isolados como pertencentes do género Staphylococcus, sendo
Staphylococcus warneri e Staphylococcus xylosus. Dentre os 42 isolados dos
meios MRS e M17 enviados para sequenciamento, 15 foram identificados
erroneamente, uma vez que a morfologia difere do género identificado, e,
portanto, sera necessaria uma identificacdo definitiva posteriormente. Doze
isolados nao foram passiveis de identificacdo devido a presenca de “ruidos” dos
quais, ao serem excluidos resultaram em sequéncias pequenas e com baixa
similaridade com o banco de dados. Dos 15 isolados restantes, todos pertencem
ao género Lactobacillus, sendo Lactobacillus plantarum (13), L. paracasei (1) e
L. rhamnosus (1). Esses resultados reforcam a prevaléncia de BAL no pingo

responsaveis por tornar os QMA seguros para consumo.

1. INTRODUCAO

O queijo Minas artesanal (QMA) atualmente € produzido por produtores
de sete regidoes do estado de Minas Gerais, compreendidas por Araxa, Campo

das Vertentes, Canastra, Serra do Salitre, Cerrado, Serro e Triangulo Mineiro
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(IMA, 2017). Esses queijos sdo tradicionalmente produzidos desde o século
XVIII, quando imigrantes portugueses da Serra da Estrela em Portugal trouxeram
sua cultura e conhecimento para o pais (SANTOS et al., 2012).

Os QMA séao produzidos com leite cru e utilizam o pingo como fermento
endogeno. O pingo é obtido da dessoragem de queijos feitos com leite cru apos
a enformagem e a salga e sendo adicionado ao leite cru recém-ordenhado para
producéo do dia seguinte (LIMA et al., 2009; OLIVEIRA, 2010).

As BAL séo predominantes no leite cru e no pingo e sdo responsaveis por
direcionar a fermentacéo do leite com producéo de &cido latico e outros acidos
organicos, levando a reducgéo do pH do meio com consequente coagulacédo da
massa. Além disso, esse grupo de bactérias produz compostos antimicrobianos
como acidos organicos (KASHKET, 1987; LORCA, VALDEZ, 2009), peroxido de
hidrogénio (DAECHEL, 1989; REID, 2008), diacetil (LANCIOTTI et al., 2003) e
bacteriocinas (ROGELJ; BOGOVIC-MATIJASIC, 1994; COTTER et al., 2005),
que sdo capazes de inibir o crescimento de outros microrganismos, incluindo
patogénicos.

Além das BAL, microrganismos patogénicos podem estar presentes como
contaminantes na matéria-prima, representando uma fonte de preocupacéao para
os 6rgaos publicos (SOUZA et a., 2009). Dentre eles, destaca-se o patdogeno
Staphylococcus aureus, que pode ser encontrado no leite cru e
conseguentemente no pingo, sendo responsavel pela determinacdo do periodo
minimo de maturagdo dos QMA (DORES et al., 2013; MARTINS et al., 2015),
por ser o patégeno que permanece por mais tempo em valores superiores aos
limites tolerados pela legislacdo (2 Log UFC.g?) (MINAS GERAIS, 2008). A
presenca desse patdgeno no leite pode estar relacionada a mastite bovina
(WILSON et al., 1997) ou a condi¢bes higiénicas inadequadas, uma vez que
alguns individuos podem ser portadores assintomaticos dessa bactéria.

Embora S. aureus seja encontrado em QMA em popula¢gdes acima das
permitidas por lei (ARAUJO et al., 2005; BORELLI, 2006; BRANT et al., 2007;
SANTOS, 2010; DORES et al., 2013b; SOUZA et al., 2015), ndo ha relatos
oficiais de surtos de intoxicacdes alimentares causados pelo seu consumo, o que
pode estar relacionado a atividade fermentativa das BAL e a necessidade de
producdo de proteinas de superficie por esse patdégeno para contornar o
estresse acido, produzidas supostamente na mesma regiao onde encontram-se

0s gens produtores de enterotoxinas.
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Diante da importancia da microbiota enddgena para a seguranca
microbiolégica dos QMA, € imprescindivel identificar os microrganismos
cultivaveis que predominam no pingo da Serra da Canastra e que estdo
envolvidos no processo fermentativo e de maturacao desses queijos, bem como
verificar a presenca Staphylococcus aureus que durante a maturacao,
permanece por mais tempo até atingir os limites aceitaveis pela legislacao
vigente. Dessa forma, esse estudo objetivou identificar microrganismos
cultivaveis que predominam no pingo da Serra da Canastra e que estdo
envolvidos no processo fermentativo e de maturacdo dos QMA, bem como

verificar a presenca de Staphylococcus aureus carreado nesse fermento.

2. METODOLOGIA
2.1.Coleta de amostras

Amostras de aproximadamente 100 mL de pingo foram coletadas em
frascos esterilizados em 20 propriedades cadastradas no IMA (Instituto Mineiro
de Agropecuéria), produtoras de QMA da regido da Serra da Canastra, Minas
Gerais, cadastradas no IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria). Oitenta por
cento das propriedades apresentaram condicbes de higiene adequadas
(queijarias e instalacfes limpas, sem presenca de moscas, etc.) e adotavam das
boas praticas de fabricacdo (BPF) desde a ordenha ao produto final. As amostras
foram mantidas sob refrigeracéo e transportadas para o Laboratério de Culturas
Laticas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal

de Vicosa, onde foram analisadas.
2.2.1solamento de grupos microbianos do “pingo”

Para isolamento de BAL, procedeu-se ao plagueamento em profundidade
em agar MRS - De Man, Rogosa e Sharpe, ingredientes (Vetec®, Himedia®,
Merck®, Biomedh, Belo Horizonte, Brasil), seguido de incubacéo a 37 °C, por 48
h e em agar M17 (ingredientes - Vetec®, Himedia®, Merck®, Biomedh, Belo
Horizonte, Brasil), com incubacdo a 30 °C por 48 h. Para o isolamento foram
consideradas as maiores diluicées (10° e 10°), das quais foram coletadas 5
colonias de cada amostra em cada um dos meios. A selecéo foi feita com base
em diferencas de morfologia das colbnias (cor, tamanho), totalizando 200
isolados. Os isolados alvo foram cocos ou bacilos gram-positivos e catalase

negativos.
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Para isolar espécies do género Staphylococcus utilizou-se Agar Sal
Manitol (ASM, Kasvi®, Biomedh, Belo Horizonte, Brasil). Utilizou-se
plagueamento em profundidade das amostras, seguindo-se incubagao a 37 °C
por 48 h. Para os isolamentos foram consideradas as placas com maiores
diluiges (101), sendo coletadas 5 coldnias (quando presentes) de cada amostra.
No &gar ASM, buscou-se isolar colénias amarelas rodeadas por halos amarelos,
representativas de S. aureus. Quando colbnias amarelas ndo estavam
presentes, foram coletadas aleatoriamente, colénias com outras caracteristicas
(CHAPMAN, 1945).

Todos os isolados foram submetidos & coloragcdo de Gram (DOWNES,
ITO, 2001) e teste de catalase (HOLDEMAN et al., 1987). As culturas com mais
de um tipo morfolégico foram estriadas, reisoladas e submetidas a uma nova
coloracdo de Gram. Ap6s o processo de purificacba, os isolados foram
estocados a - 80 °C em caldo MRS (BAL) ou BHI (Staphylococcus spp.) contendo
20% (v/v) de glicerol (SPENCER, SPENCER, 1996) até o momento das andlises.

2.3.Extracédo do DNA

A extracdo do DNA dos isolados de BAL e de Staphylococcus spp. foi
realizada utilizando-se kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega A1125).

Inicialmente, 1,0 mL de solugao contendo cada um dos isolados ativos foi
transferida para microtubos e centrifugados a 15.000 x g por 3 min (Centrifuge
5804 R). O sobrenadante foi descartado e o precipitado utilizado para a extracao
do DNA, com ressuspensao em 480 pyL de tampao EDTA (50 mM e pH = 8) e
posterior adicdo de 120 pL de lisozima (10 mg/mL), enzima responsavel por
promover a lise celular, seguido de incubacdo a 37 T/ 1 h. As etapas
subsequentes foram realizadas conforme orientagées do fabricante e o DNA
extraido foi ressuspendido em 50 uL de solugao de hidratagdo presente no kit. A
quantificacdo do DNA foi realizada em espectrofotbmetro a 260 — 280 nm
(NanoDrop spectrophotometer — Thermo Scientific®). Apos quantificagdo e

ajustes, as solucdes foram estocadas a -20 °C.
2.4.REP-PCR

Devido a possibilidade de varios isolados pertencerem a mesma espécie,
os isolados de BAL foram agrupados por meio de REP-PCR utilizando-se o
primer (GTG)s (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’'). Todas as reagdes de PCR

apresentaram volume final de 25 pL, utilizando-se Go Taq Master Mix
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(Promega®), agua pura para PCR (Promega®), 50 pMol do e 1 uL do DNA da
amostra na concentracao de 80 ng/uL.

As condicOes de reagdo de PCR utilizada foram: 94 °C por 2 min para
abertura inicial das fitas, 35 ciclos de desnaturacao a 94 °C por 45 s, anelamento
a 46 °C por 45 s e extenséo a 72 °C por 100 s e extensao final de 72 °C por 10
min.

Os fragmentos obtidos foram submetidos & eletroforese em gel de
agarose 1 % (m/V) por 3 h a uma voltagem de 90 V em tampdo TBE
(Tris/Borato/EDTA, pH 8,0). As bandas resultantes foram coradas com brometo
de etidio (10mg/mL) e visualizadas em transiluminador LPIX (Loccus
Biotecnologia, Sado Paulo, SP, Brasil). Os padrbes de bandas foram analisados
utilizando-se o programa Bionumerics 7.6.1 (Applied Maths, Kortrijk, Belgium), a
partir dos quais calculou-se a similaridade utilizando-se a correlacéo de Pearson.
Os dendogramas foram construidos por meio do método Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic (UPGMA) (VERSALOVIC et al., 1994; GEVERS; HUYS,;
SWINGS, 2001; DAL BELLO et al., 2010).

2.5.Selecao dos isolados para identificacao

Com base na morfologia foram selecionados 47 isolados obtidos do meio
ASM (bactérias gram-positivas, catalase positivas e fermentadoras de manitol,
fendtipos presuntivos do género Staphylococcus). Utilizando os agrupamentos
obtidos na REP-PCR, as caracteristicas morfoldgicas e os resultados de
antagonismo, foram selecionados 42 isolados obtidos dos meios MRS e M17.
Foram selecionados cocos ou bacilos gram-positivos catalase negativos,

caracteristicas relacionadas ao grupo das BAL.

2.6. Amplificacdo do gene 16S rDNA dos isolados selecionados

O DNA extraido dos isolados bacterianos foi submetido a reacdo de
amplificagéo utilizando-se 0s primers universais P027 (5-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) e 1492R (5-TACCTTGTTACGACTT-3),
visando amplificar o DNA bacteriano entre as posi¢cdes 27 e 1492 da regiao 16S
do rDNA, gerando fragmentos de aproximadamente 1500 pb (OLIVEIRA et al.,
2013). As misturas de amplificagdo foram padronizadas para 50 yL de reacéo e

feitas utilizando tampao GoTag® Gren Master Mix.
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A amplificacdo dos genes de bactérias laticas foi realizada nas seguintes
condi¢des: desnaturacédo inicial a 94 T por 4 min, seguida de 35 ciclos de
desnaturacao a 94 € por 1 min, anelamento a 55 € por 1 min , extensao por 2
min a 72 T e extensao final durante 7 minutos a 72 . Ja para o DNA extraido
de isolados de Staphylococcus spp. o termociclo utilizado foi: desnaturacéo
inicial a 95 T por 5 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 95 T por 30 s,
anelamento a 55 € por 30 s, extensao por 2 min a 74 C e exten sao final durante
5 min a 74 C. Os produtos da PCR foram estocadas a — 20 € até o momento
de sua utilizacao (OLIVEIRA et al., 2013).

Os produtos da reacao da PCR foram separados por meio de eletroforese
em gel de agarose 1,0 % (m/v), com tampéao TBE 0,5 X (Tris Borato EDTA 10 X)
a uma voltagem de 100 V. As bandas resultantes foram coradas com brometo
de etidio (10mg/mL) e os perfis foram analisados em transiluminador. Apos
confirmacdo da amplificacdo e geracdo de um fragmento del500 pb, os
fragmentos foram enviados para empresa Macrogen Inc. (Seoul, Korea), onde

foram purificados e sequenciados utilizando os mesmos primers.
2.7.Andlise das sequéncias

Regides das sequéncias com qualidade inferior a 25 na escala Phred
foram aparadas e as regides remanescentes foram alinhadas para obtencéo da
sequéncia consenso utilizando o programa Geneious Trial version 10.0.7
(KEARSE et al., 2012).As sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias
de genes 16S rRNA presentes no banco de dados do GenBank do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) utilizando-se o software BLAST

(https://submit.ncbi.nlm.nih.gov/subs/genbank/).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracteristicas fenotipicas e identificacdo de isolados em meio ASM

Visando isolar estirpes de Staphylococcus spp. das amostras de pingo
coletadas e estudar a sensibilidade destes isolados as BAL presentes nesse
fermento endogeno, utilizou-se um meio diferencial, classicamente utilizado para
isolamento de S. aureus, o agar sal manitol (ASM). As coldnias coletadas foram,
preferencialmente, as amarelas com halos amarelos, caracteristicas de S.

aureus. Entretanto, na auséncia de tais colbnias, foram coletadas também
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outras, de forma aleatéria, que poderiam ser associadas a Staphylococcus
coagulase negativa (CHAPMAN, 1945). As caracteristicas dos isolados em agar

ASM estao indicadas estéo descritas no Quadro 1.

Quadro 1 - Morfologia, atividade de catalase e fermentacdo de manitol dos
isolados originados em meio Agar Sal Manitol (ASM).
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* N&o houve crescimento de colonias na menor diluicdo do produtor 4 nesse meio.

|:|- Coco catalase positiva fermentador do manitol; - - Coco catalase positiva ndo fermentador
. . .
de manitol; - Coco catalase negativa fermentador de manitol

Um total de 95 isolados, 67 (70%) apresentaram caracteristicas
fenotipicas potenciais da espécie S. aureus, apresentando-se como cocos gram-
positivos, catalase positivos e fermentadores de manitol. Os cocos gram-
positivos que nao fermentaram o manitol (20 isolados) poderiam ser espécies de
Staphylococcus ssp. coagulase negativa, enquanto 0s cocos catalase negativos
fermentadores de manitol (8 isolados) de Enterococcus faecalis, que podem
crescer no ASM devido a capacidade de tolerar concentracdes elevadas de NacCl
(FISHER, PHILLIPS, 2009) e por ter a capacidade de utilizar o manitol como
fonte de carbono (QUILOAN, VU, CARVALHO, 2012).
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A presenca de coagulase é considerada um fator de patogenicidade em
microrganismos, pois essa enzima € capaz de converter o fibrinogénio em fibrina
e provocar a deposi¢éo dessa proteina em torno do microrganismo, dificultando
0 seu reconhecimento e fagocitose pelas células do sistema imune (SANTOS et
al., 2007).

Até a década de 80, o grupo Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
era considerado n&o patogénico por ser um integrante comensal da microbiota
de humanos e animais (KLOOS, BANNERMAN,1994). Entretanto, espécies
desse grupo tém sido apontadas como responsaveis por infeccdes hospitalares
(CUNHA et al., 2006; MAZZARIOL et al., 2012; SADER et al., 2016), além de
terem sido detectados em seu genoma fatores de viruléncia comumente
identificados em S. aureus como enterotoxinas (PARK et al., 2011; NANOUKON
et al.,, 2017), determinantes de resisténcia a antibiéticos (PODKOWIK et al.,
2012; NANOUKON et al., 2017), entre outros. Estirpes de SCN que apresentam
fatores de viruléncia em seu genoma ja foram isoladas em queijos nao
maturados (NUNES et al., 2016), revelando o potencial patogénico das bactérias
deste grupo. Nao ha, até o nosso conhecimento, estudos similares envolvendo
QMA maturados.

Dentre as espécies pertencentes ao grupo SCP, o género S. aureus € 0
mais conhecido devido a sua patogenicidade. A presenca desse microrganismo
no leite geralmente esta associada a condicfes de higiene inadequadas e a
ocorréncia de mastite bovina no rebanho (AARESTRUP et al.,1995). Em queijos
ndo maturados feitos com leite cru, esse patdgeno muitas vezes é encontrado
em contagens acima de 10° UFC.g', um fato preocupante para os 6rgaos
publicos, visto que a partir dessa concentracao toxinas podem ser produzidas e
causar a intoxicagao por ingestao do alimento contaminado (AKINEDEN et al.,
2008).

Dos 67 isolados em meio ASM consideradas potenciais estirpes de S.
aureus, 47 deles foram selecionados para que as sequéncias fossem
comparadas com as sequéncias depositadas no banco de dados GenBank. As
espécies identificadas foram Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus, e
Enterococcus faecalis (Tabela 1). Dos 47 isolados, somente 3 ndo apresentaram

similaridade significativa com o banco de dados.
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Tabela 1 - Espécies isoladas do pingo utilizado na fabricacdo do QMA da Serra
da Canastra em meio ASM (Agar Sal Manitol) e prevaléncia de identificacao.

Género Espécies identificadas Prevaléncia
Staphylococcus warneri 1
Staphylococcus Staphylococcus xylosus 1
Enterococcus Enterococcus faecalis 42
Sem identificacao - 3
Total a7

Cerca de 89% dos isolados foram identificados como E. faecalis. Embora
0 meio Agar Sal Manitol seja considerado diferencial para o isolamento de S.
aureus (AKINEDEN et al.,, 2008; RIEU et al.,, 2008; ALHASHIMI, AHMED,
MUSTAFA, 2017), E. faecalis também tem a capacidade de crescer em altas
concentracfes de sal (6,5% m/v) (FISHER, PHILLIPS, 2009) e de utilizar o
manitol como fonte de carbono (QUILOAN, VU, CARVALHO, 2012), alterando o
pH do meio com consequente mudanca na cor do ASM de vermelho para
amarelo. As elevadas concentracfes de E. faecalis no pingo pode ter suprimido
o0 crescimento de S. aureus no meio, resultando no baixo nimero de isolamento
de estirpes desse género. Isso indica que o pingo ndo deve ser considerado fonte
importante de contaminacdo pela possibilidade de carrear o género
Enterococcus que compete e desfavorece o crescimento dos Staphylococcus,
incluindo a espécie S. aureus que ndo foi isolada em nenhuma das amostras das
20 propriedades estudadas.

No presente estudo, somente 2 espécies de Staphylococcus foram
identificadas, S. xylosus e S. warneri, ambas isoladas na amostra do pingo do
produtor 1. Por serem halotolerantes, essas estirpes foram capazes de resistir
ao teor de sal do pingo e do meio de isolamento. As estirpes isoladas néo
apresentam atividade para a coagulase e sao consideradas comensais que
podem ser encontradas na pele e nas membranas mucosas de mamiferos e aves
(NAGASE et al., 2002), além de estarem naturalmente presentes na carne crua
e no leite (BAUTISTA et al. 1988; TALON, LEROY-SETRIN, FADDA, 2002).
Embora a maioria das cepas de Staphylococcus coagulase negativas sejam
comensais, algumas podem causar infeccbes oportunistas em humanos
(KOKSAL, YASAR, SAMASTI, 2009) e animais (MIEDZOBRODZKI et al., 1989).

Apesar de 8 das 20 amostras de pingo ocorreram contagens de S. aureus

(Capitulo 3), no meio de cultura utilizado ndo ocorreu o isolamento. Porém, esses
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resultados confirmam a prevaléncia de bactérias do acido latico nesse fermento,
uma vez que quase 90% dos isolados foram identificados como Enterococcus
spp., género pertencente ao grupo de BAL.

O género Enterococcus € composto por 56 espécies e 2 subespécies
(EUZEBY, 2017a). Essas espécies estéo associadas a diversos habitats, como
solo, plantas, agua, silagem, alimentos e trato gastrointestinal de humanos e
animais (PORTENIER, WALTIMO, HAAPASALO, 2003). A presenca de
Enterococcus € comum em queijos e tem sido isolado em QMA de diversas
regides como Serra do Salitre (LIMA et al., 2009), Serra da Canastra (RESENDE
etal., 2011), Campo das Vertentes (CASTRO, 2015) e Araxa (SILVA, 2016). Sua
presenca em alimentos ja foi considerada indicativo de condi¢des higiénicas
sanitarias inadequadas durante a manipulagcéo dos alimentos, porém, devido a
sua ubiquidade, essa relacao foi abolida (GIRAFFA, 2002). No entanto, espécies
do género podem causar infecgcdes em animais e humanos, e algumas estirpes,
apresentarem resisténcia a diversos antibidéticos (HAMMET, HASSAN,
SHIMAMOTO, 2015) e sédo carreadoras de fatores de viruléncia tais como
adesinas, invasinas e hemolisinas (FRANZ et al, 2011). Nos queijos,
Enterococcus desempenha papel importante na maturacéo, contribuindo com a
textura e flavor pela alta atividade lipolitica e proteolitica (RENYE et al., 2011),
acumulando ainda compostos aromaticos volateis oriundos do metabolismo do
citrato, como diacetil, acetaldeido e acetoina (BULUT et al., 2005).

Castro (2015) ao isolar BAL utilizando os meio MRS e M17 a partir de
QMA de Campos das Vertentes, observou predominancia de E. faecalis no leite,
no fermento endégeno e no queijo. As mesmas espécies foram encontradas,

embora no presente estudo o meio de isolamento tenha sido o ASM.

3.2.Caracteristicas fenotipicas e identificacdo dos isolados de

Bactérias do acido latico

Os meios MRS e M17 sdo comumente utilizados para isolamento r cultivo
de Lactobacillus spp. e Lactococcus/Streptococcus/Enterococcus spp.
respectivamente. Esses géneros bacterianos pertencem ao grupo de BAL
caracterizadas como bacilos ou cocos gram-positivos catalase negativas, néao
formadores de esporos e que geralmente sdo anaer6bios ou anaerobios
facultativos (BERGEY, HOLT, 1994).
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Visando conhecer a morfologia (cocos, diplococos, bacilos, diplobacilo,
etc) dos isolados, utilizou-se laminas coradas pela técnica de coloracdo de Gram
observadas ao microscopio.

Dentre os 200 microrganismos isolados em meio MRS e M17 (100 em
cada meio), 144 (72%) apresentaram—se como cocos ou bacilos gram-positivos
catalase negativos, caracteristicas inerentes ao grupo de BAL (Quadro 1). Vinte
oito dos isolados apresentaram caracteristicas morfolégicas ndo conformes com

o0 estipulado neste estudo.
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Quadro 1 — Caracteristicas de Gram e atividade de catalase de microrganismos
predominantes isolados nos meios MRS* e M17** de amostras do fermento
enddogeno utilizado na produgcédo do QMA da Serra da Canastra.
Isolados em meio MRS Isolados em meio M17
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. CPN - Coco gram-positivo e catalase negativo; DBNN — Bacilo gram-negativo e catalase
negativo; |:| BPN — Bacilo gram-positivo e catalase negativo; D BPP — Bacilo gram-positivo

e catalase positivo; . CNN - Coco gram-negativo e catalase negativo; "]]]] CPP - Coco
gram-positivo e catalase positivo (n=200 isolados)
*MRS (DE MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960); ** M17 (TERZAGHI, SANDINE, 1975)

Os meios MRS e M17 tém sido frequentemente empregados no
isolamento de bactérias do acido latico em diversos tipos de queijos (SHANKAR,
DAVIES, 1977; DOLCI et al., 2008; BARBIERI et al., 2012; DOMINGOS-LOPES
et al., 2017). No entanto, no presente estudo, a diversidade nas caracteristicas
morfolégicas dos isolados obtidos nos meios empregados corroboram com a
baixa seletividade desses meios comerciais. Géneros comumente isolados a
partir do meio M17 incluem Enterococcus, Lactococcus (DOMINGOS-LOPES et
al., 2017); Lactobacillus (DOLCI et al., 2008), Streptococcus (ANDRIGHETTO et
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al., 2002), além de Staphylococcus spp. (BARBIERI et al., 2012). J& em MRS
tém sido descritas estirpes de Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus,
Streptococcus, Leuconostoc (DOLCI et al., 2008) e Pediococcus (BARBIERI et
al., 2012).

Os 200 isolados bacterianos obtidos dos meios MRS e M17 foram
agrupados por meio de técnica de REP-PCR, resultando em 79 padrdes
distintos, considerando-se uma similaridade acima de 90% (Anexo 2). Partindo
de isolados representantes dos 79 padrdes, foram selecionados 42 isolados com
caracteristicas inerentes a BAL.

Dos 42 isolados enviados para sequenciamento, 12 nao foram passiveis
de identificacdo devido a presenga de “ruidos”, dos quais ao serem excluidos,
resultaram em sequéncias pequenas e com em baixa similaridade com o banco
de dados. Outros 15 isolados (5 do meio MRS e 10 do M17) apresentaram a
morfologia de cocos, ou seja, divergente do género ao qual foi identificado e,
portanto, sera necessario que estes sejam submetidos a identificacdo definitiva
posteriormente. Os 15 isolados restantes foram identificados definitivamente
(morfologia é condizente com a do género identificado) como pertencentes ao
género Lactobacillus, sendo L. plantarum (13), L. paracasei (1) e L. rhamnosus

(1) como mostrado na Tabela 2.

Tabela 2 — Bactérias do acido latico (género/espécie) isoladas do pingo
utilizado na fabricacdo do QMA da Serra da Canastra, MG isoladas em agar
MRS* e M17**,

Género Espécies identificadas Prevaléncia
Lactobacillus paracasei (MRS) 1
_ Lactobacillus rhamnosus 1
Lactobacilluos (M17)
Lactobacillus plantarum (MRS 13
e M17)
Identificacédo a ser - 15
confirmada
Sem identificacao - 12
Total 42

*MRS (DE MAN, ROGOSA, SHARPE, 1960); ** M17 (TERZAGHI, SANDINE, 1975)

Todas as bactérias isoladas nos meios MRS e M17 foram identificadas
como pertencentes ao género Lactobacillus. Embora o agar M17 seja

comumente utilizado para crescimento de espécies do género Lactococcus e
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Streptococcus devido a variedade de nutrientes nele contida, ndo se esperava
gue o pingo carreasse grande numero de espécies desses géneros na forma
viavel, uma vez que Streptocccus sdo sensiveis a pequenas concentracfes de
sal e espécies de Lactococcus tém sua tolerancia variavel. Considerando que
50% das amostras nao identificadas apresentam a morfologia de cocos,
possivelmente esses isolados pertencam ao género Enterococcus, por ser um
género conhecidamente resistente ao sal nas concentragcdes encontradas no
pingo.

Ao associar o dendograma resultante da REP-PCR aos resultados obtidos
na identificacdo do gene 16S rRNA, fica ainda mais evidente a prevaléncia da
espécie L. plantarum nos pingos obtidos nas diferentes propriedades como

mostrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Identificacdo e agrupamento das bactérias laticas isoladas nos
meios MRS e M17

ifi 3 [§)
Nimero UEVCC Identificagc&o dos N° de acesso ao Isolados

isolados Genbank agrupados
0114 MFE425548 99

MRS plantarum EE— MRS
P13.5
MRS

% |ldentidade
P1.4 Lactobacillus P1.4*

P2.1 Lactobacillus P2.1*
MRS 0115 paracasei MF425551 100 MRS
P2.2

MRS

P6.3
MRS
P6.4
MRS
P7.3 Lactobacillus P7.3

MRS 0116 paracasei MF425549 100 MRS

P7.5

MRS

P8.5 Lactobacillus P8.5
MRS 0117 plantarum MF425550 100 MRS
P10.2

MRS
P10.4

MRS
P14.5

MRS
P16.3

MRS

P4.5

M17

P9.1

M17
P10.4

M17
P13.2

M17
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NuUmero

UFVCC

Identificacdo dos

isolados

N° de acesso ao

Genbank

% ldentidade

Isolados
agrupados

P13.4
M17
P14.5
M17

P9.5
MRS

0118

Lactobacillus
plantarum

MFE425553

100

P9.2
MRS
P9.3
MRS
P9.4
MRS
P9.5
MRS
P10.1
MRS

P10.5
MRS

P11.3
MRS

0119

0120

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

MFE425552

MF431211

100

100

P10.3
MRS
P10.5*
MRS
P11.1
MRS
P11.2
MRS
P11.3
MRS
P11.4
MRS
P11.5
MRS
P12.1
MRS

P12.4
MRS

0121

Lactobacillus
plantarum

MFE425556

100

P12.4
MRS

P13.4
MRS

0122

Lactobacillus
plantarum

MFE425554

100

P12.5
MRS
P13.3
MRS
P13.4*
MRS
P14.1
MRS

P15.4
MRS

P16.5
MRS

0123

0124

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

MF425556

MF425557

100

100

P15.4
MRS
P15.5
MRS
P16.5
MRS
P17.1
MRS
P17.2
MRS

P17.4
MRS

0125

Lactobacillus
plantarum

MFE425558

100

P17.4
MRS
P17.5
MRS

P18.4
MRS

0126

Lactobacillus
plantarum

MFE425559

100

P16.4
MRS
P18.3
MRS
P18.4
MRS
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NuUmero

UFVCC

Identificacdo dos

isolados

N° de acesso ao

Genbank

% ldentidade

Isolados

agrupados

P19.3
MRS

P20.2
MRS

0127

0128

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

MFE425560

MFE425562

100

100

P18.5
MRS
P19.1
MRS
P19.2
MRS
P19.3
MRS
P19.4
MRS
P19.5
MRS
P20,1
MRS
P20,2*
MRS
P20,3
MRS
P20,4
MRS
P20,5
MRS

P2.4
M17
P3.1
M17
P9.3
M17

0129

0130

0135

Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
plantarum
Lactobacillus
plantarum

MFE425585
MF425561

MFE425565

100

100

100

P1.2
M17
P1.3
M17
P15
M17
P2.4*
M17
P3.1*
M17
P9.3*
M17

P4.1
M17

0131

Lactobacillus
rhamnosus

MF425580

100

P4.1
M17

P5.2
M17

0132

Lactobacillus
plantarum

MF425563

100

P5.2*
M17
P5.3
M17
P7.4
M17
P8.1
M17
P8.3
M17
P9.2
M17
P9.4
M17
P9.5
M17

P7.5
M17

0133

Lactobacillus
plantarum

MF431206

100

pP7.5*
M17

P8.5
M17

0134

Lactobacillus
plantarum

MF425564

100

P8.5*
M17
P10.1
M17

P10.3
M17

0136

Lactobacillus
plantarum

MF425566

100

P10.3
M17
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NuUmero

UFVCC

Identificacdo dos

isolados

N° de acesso ao

Genbank

% ldentidade

Isolados
agrupados

P11.5
M17

P12.4
M17

0137

0138

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

MF425581

MFE425582

100

100

P11.1
M17
P11.2
M17
P11.3
M17
P11.4
M17
P11.5*
M17
P12.1
M17
P12.2
M17
P12.3
M17
P12.4*
M17
P12.5
M17
P13.1
M17
P13.3
M17
P13.5
M17
P14.1
M17

P15.1
M17

P16.3
M17

P17.4
M17

0139

0140

0141

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
plantarum

MF425584

MFE425567

MF425568

100

100

100

P14.2
M17
P14.3
M17
P15.1*
M17
P15.2
M17
P15.3
M17
P15.4
M17
P15.5
M17
P16.1
M17
P16.2
M17
P16.3*
M17
P16.4
M17
P16.5
M17
P17.1
M17
P17.2
M17
P17.3
M17
P17.4*
M17

78


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF425581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF425582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF425584
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF425567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF425568

Identificacdo dos N° de acesso ao Isolados

Numero UFVCC % ldentidade

isolados Genbank agrupados
Lactobacillus
plantarum
P18.4 Lactobacillus P18.4
M17 0142 plantarum MF425569 100 M17
P19.1
M17
P19.4
M17
P20.1 Lactobacillus P20.1
M17 0143 plantarum MF425583 99 M17
P20.3
M17

*Isolados caracterizados como cocos, passiveis de confirmacao da identificagcao
UFVCC - Colecéo de culturas da Universidade Federal de Vigosa

O género Lactobacillus compreende 223 espécies e 29 subespécies
(EUZEBY, 2017b). Sua presenca nos queijos artesanais esta relacionada a
maturacdo, devido a producdo de compostos aromatizantes volateis que
contribuem para o seu perfil sensorial (SGARBI et al., 2013). L. rhamnosus, L.
casei e L. plantarum sdo consideradas espécies desejadas nos queijos devido a
suas caracteristicas sensoriais e pelo papel probidtico das mesmas
(HOLZAPFEL et al., 2001).

Lactobacillus plantarum € uma espécie pertencente ao grupo de BAL,
anaerobia facultativa, mesofilica, heterofermentativa e que apresenta um melhor
desenvolvimento na presenca de 4,0 a 6,0% m/v de NaCl, em valores de pH
entre 4 e 9. Essa espécie ja foi isolada de diferentes nichos ecoldgicos como
produtos de origem vegetal (BRINGEL et al., 2005), leite e derivados (BRUNO,
CARVALHO, 2009), produtos cérneos (SCHILINGER et al., 1987) e trato
intestinal de humanos e animais (JATOBA et al., 2008; COSTA et al., 2012).
Estirpes de L. plantarum isoladas de QMA da Serra da Canastra demonstraram
elevado potencial probiético in vitro por sua capacidade de tolerar altas
concentracbes de sais biliares e acidos e de inibir bactérias patogénicas
causadoras de intoxicacoes e infec¢des alimentares, como L. monocytogenes e
S. aureus (ANDRADE, 2012; OLIVEIRA, 2012). Além disso, a producédo de
bacteriocinas por essa espécie ja foi relatada (ENNAHAR et al., 1996; MILLS et
al., 2011). Dessa forma, a presenca de L. plantarum no queijo pode contribuir
tanto para o desenvolvimento de sabor como para seguranca microbiolégica dos
QMA (OUADGHIRI et al., 2005).
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A espécie Lactobacillus rhamnosus é anaerdbia facultativa, com
temperatura 6tima entre 30 — 40C. E comum em derivados de leite,
principalmente em queijos artesanais, e também no trato gastrintestinal e vaginal
de humanos (DORON et al., 2005; LEAO et al., 2015). Essa espécie apresenta
potencial probidtico por resistir ao acido e a bile, assim como pela capacidade
de colonizacdo que contribui para modulagcéo do sistema imune do hospedeiro
(DORON et al., 2005).

Utilizando o meio MRS para isolamento de bactérias do QMA de Araxa,
Luiz et al. (2017) encontraram 0s géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Pediococcus e Lactococcus. Lactobacillusspp. foi prevalente (72% dos isolados),
sendo L. plantarum e L. rhamnosus as espécies mais frequentemente
encontradas. Ao isolarem bactérias em amostras de QMA das regides de Araxa,
Serra do Salitre, Serro, Campo das vertentes e Canastra em meio MRS, Perin et
al. (2017) identificaram a presenga dos géneros Lactobacillus, Enterococcus,
Weisella e Lactococcus. Em todas as variedades de queijos estudadas
Lactobacillus spp. foi prevalente, sendo o Unico género identificado nos queijos
da Serra do Salitre e Araxa. Além disso, no queijo da Serra da Canastra, 17 dos
28 isolados foram identificados como L. plantarum. Embora no presente estudo
o isolamento tenha sido realizado a partir do pingo, os resultados corroboram os
trabalhos citados em que foi observada em todas as avaliagcdes a prevaléncia de

L. plantarum em queijos.

4. CONCLUSAO

Este estudo confirmou a prevaléncia de BAL nas diferentes amostras de
pingo, com predominancia de L. plantarum e E. faecalis. Nos QMA, esses
microrganismos auxiliam no processo fermentativo, na maturacdo, no
desenvolvimento de flavor caracteristico, além de produzir compostos
antimicrobianos capazes de antagonizar microrganismos indesejaveis,
contribuindo para que esses queijos se tornem seguros para consumo apos
periodo adequado de maturacao.

Observou-se ainda que o fermento endogeno utilizado na fabricacdo do
QMA produzido na serra da Canastra ndo deve ser considerado fonte de
contaminacgao por S aureus, possivelmente pelo fato de o género Enterococcus

ser capaz de tolerar elevadas concentragcbes de NaCl (>6,5%) e sua
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predominédncia nesse fermento pode ser considerada uma protecdo em
detrimento a proliferacdo de espécies do género Staphylococcus, incluindo a
espécie S aureus. Informagdes cientificas, dessa natureza, também corroboram
o saber fazer tradicional tAo importante na perpetuacao dos produtos artesanais.
O pingo direciona a maturacdo do QMA e pode ser um protetor para seguranca
do produto, por agir desde o inicio do processo de fabricacdo dos QMA,
direcionando as reag0des fermentativas que ali ocorrem.

Portanto, a producdo do QMA sem 0 pingo ou a sua substituicdo pelas
“‘ralas”, como tem ocorrido apds alteragdes fisicas implementadas, por exemplo
a retirada da banca e outros utensilios de madeira, como forma de legalizar o
processo de fabricacdo, devem ser vistos como uma deterioragdo do processo,
pois tais praticas levam a desapropriacdo do saber e precisam com urgéncia, de
uma revisao pelas autoridades que as impdem. O fermento enddgeno, pingo, faz
parte do QMA que foi registrado como um bem nacional, e como tal, deve ser
mantido como parte integrante da receita original, ou seja, do processo de

fabricacdo do QMA tradicional.
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CAPITULO 5 - PAPEL DA MICROBIOTA DO FERMENTO ENDOGENO
(PINGO) UTILIZADO NA FABRICACAO DO QUEIJO CANASTRA NO
ANTAGONISMO A PATOGENOS INDICADORES DE QUALIDADE

Resumo

A microbiota do fermento enddgeno utilizado na producdo de QMA é
composta predominantemente por bactérias pertencentes ao grupo de BAL que
durante a fermentacdo e maturacdo, produzem metabolitos com capacidade
antagbénica que sdo primordiais para o alcance da seguranca microbiol6gica
desses queijos no final do seu periodo de maturacéo. O objetivo do estudo foi
verificar o efeito antagonista de bactérias predominantes do fermento endégeno
utilizado na fabricacdo de queijos produzidos na Serra da Canastra sobre
patégenos indicadores de qualidade. As BAL que foram isoladas nos meios MRS
e M17 foram avaliadas ainda quanto a producdo de diacetil e atividade
proteolitica. Os 49 isolados testados apresentaram atividade antagonista sobre
0s patodgenos indicadores. O antagonismo foi atribuido a producédo de acidos
organicos e a outras substancias antimicrobianas, possivelmente diacetil e
substancias de natureza proteica, uma vez que 89,9% dos isolados
apresentaram atividade proteolitica e 91,8% a capacidade de produzir diacetil.
Desta forma, sugere-se um importante papel da microbiota enddégena do pingo
na qualidade microbioldgica final dos queijos, por contribuir no processo de
maturacdo, principal periodo em que ocorre esse antagonismo. A inibicdo das
BAL exercida sobre microrganismos indicadores de qualidade durante a
maturacdo, é um dos fatores responsaveis para que esses queijos atinjam os

limites microbioldgicos exigidos por lei, tornando-0s seguros para consumo.

1. INTRODUCAO

A producdo do queijo Minas Artesanal (QMA) € uma atividade que
atualmente faz parte da vida econémica de 9445 familias e que gera anualmente
29.000 toneladas de queijos para o Estado de Minas Gerais (EMATER, 2017).
Para fabricacdo de QMA os produtores utilizam o leite cru combinado com a
adicdo de coalho, sal e de fermento endégeno, também conhecido como “pingo”.
O pingo € uma porc¢ao do soro colhida na fase final do processo de dessoragem

e apos a salga dos queijos. Esse fermento enddgeno reflete a microbiota do leite
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cru utilizado na fabricacdo do QMA, sendo adicionado ao leite na producéo do
dia seguinte (LIMA et al., 2009). A microbiota desse fermento contribui para
direcionar a fermentacéo e a maturacao desses queijos. Essa receita tradicional
esta presente em diversas regides do Estado, com um maior destaque para as
regides do Serro e da Serra da Canastra que, em 2008, teve o modo artesanal
de fazer o queijo registrado como patrimonio cultural imaterial pelo Instituto do
Patrimonio Histérico e Artistico Nacional (IPHAN) (IPHAN, 2008).

A microbiota do leite, carreada no pingo e consequentemente no queijo, é
composta predominantemente por bactérias do acido latico (BAL), podendo
conter também patdgenos contaminantes tais como Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp. e Staphylococcus aureus (FRANCIOSI et al.,
2009). Desses, 0 que permanece por mais tempo em contagens acima do
permitido por lei (102 UFC.mL"1) (MINAS GERAIS, 2008) durante a maturagéo, é
a espécie estafilococica (DORES et al.,, 2013, MARTINS et al., 2015). Essa
espécie estd presente no leite/queijo devido a falhas na implementacdo de
técnicas de BPF e BPA. Além disso, faz parte do grupo de microrganismos
responsaveis por infecgbes intra mamarias e o conhecimento das estirpes
contribui para o seu rastreamento e identificacdo de fontes de contaminacao
(BERGONIER et al., 2014).

Em diversos estudos realizados com QMA produzido em diferentes
regides e em amostras com diversos graus de maturacdo, foram detectadas
contagens de S. aureus acima do exigido pela legislacdo (MINAS GERAIS,
2008), (ARAUJO et al., 2005; BRANT et al., 2007; BORELLI et al., 2006; DORES
etal., 2013a; SOUZA et al., 2015). Paradoxalmente, embora o consumo do QMA
seja elevado, registros de notificacdo de doencas ou surtos envolvendo o desse
alimento sdo raros. Essa constatacdo pode estar relacionada a atividade
metabdlica da microbiota diversificada presente no QMA feito com leite cru onde
BAL predominam e ao seu conhecido efeito antagonista a patégenos (HAINES,
HARMON, 1973; HARRIS et al, 1989; REID, 2008; LORCA, VALDEZ, 2009).
Bactérias do acido lactico séo acidificantes, tornando o pH do ambiente improprio
para o crescimento de patogenos. Aléem do efeito antagbnico exercido pela
presenca de &cidos organicos (KASHKET, 1987; LORCA, VALDEZ, 2009),
outras substancias produzidas pela microbiota enddégena tais como perdxido de
hidrogénio (DAECHEL, 1989; REID, 2008), peptideos bioativos e bacteriocinas

(ROGELJ; BOGOVIC-MATIJASIC, 1994; COTTER et al., 2005; DE VUYST,
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LEROY, 2007) e substancias aromaticas como diacetil e acetaldeido
(LANCIOTTI et al., 2003; SUSKOVIC et al., 2010), podem estar contribuindo para
0 antagonismo que ocorre durante o processo de maturacao, responsavel pela
seguranca microbiolégica do QMA atingida durante esse processo (DORES et
al, 2013b; MARTINS et al, 2015).

Atualmente os periodos minimos de maturacgdo exigidos para que o QMA
seja considerado seguro para consumo é de 17 dias para os produzidos no Serro
e de 22 dias para os da Serra da Canastra, Cerrado, Araxa e Campo das
Vertentes (IMA, 2013). Dessa forma, € importante conhecer a contribuicdo das
BAL na seguranca dos QMA e descrever 0s possiveis mecanismos de protecdo
gue desempenham nessa matriz alimentar.

O objetivo do estudo foi verificar o efeito antagonista da microbiota
endodgena predominante no fermento enddgeno utilizado na fabricacdo de
queijos produzidos na Serra da Canastra sobre patdgenos indicadores de
qualidade, além de avaliar a producéo de diacetil e atividade proteolitica desses

isolados.

2. METODOLOGIA
2.1. Teste de atividade antagonista

Com base na morfologia (cocos), identificacdo e agrupamento dos
isolados pela REP-PCR, foram selecionados 41 isolados do meio MRS e 8 do
meio M17 (Capitulo 4) para avaliar a capacidade antagonistas das BAL frente a
patdgenos indicadores. Para isso foram utilizados os seguintes patdégenos
referéncia: E. coli ATCC 11229, S. aureus ATCC 13565, L. monocytogenes
ATCC 15313 e S. Enteritidis ATCC 13076, gentilmente doados pela Fundacéo
Osvaldo Cruz e mantidos a — 80 °C em caldo BHI contendo 20% (v/v) de glicerol.
Antes de iniciar os testes, os patégenos foram ativados, por trés vezes
consecutivas, em caldo BHI (Acumedia®, Biomedh, Belo Horizonte, Brasil) e os
isolados, em caldo MRS.

O ensaio da atividade antagonista foi realizado conforme descrito por
Fleming et al. (1975), utilizando-se a técnica de toque em superficie soélida (spot-
on-lawn-assay). Os isolados do meio MRS e do M17 apds ativacdo foram
inoculados em placas contendo agar MRS e incubados a 37 e 30 °C

respectivamente. Apos a formacgéo de colbnias visiveis, foram vertidos 10 mL de
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BHI semissélido (0,7% m/v de &gar) contendo 10®° UFC.mL! de um dos
patégenos referéncia sobre as placas. Apos a solidificacdo do meio, as placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida os diametros (mm) dos halos de
inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro.

Para andlise do efeito de acidos na inibicdo, o teste de antagonismo foi
realizado utilizando-se meios tamponados com bicarbonato de sédio (2 g.L?)
(TOURE et al, 2003), seguindo-se o0 mesmo procedimento descrito

anteriormente.
2.2. Teste de producéo de diacetil

A producao de diacetil pelos isolados obtidos nos meios MRS e M17 foi
verificada conforme descrito por Hammer e Babel (1957), em que foi adicionado
a um tubo de ensaio contendo 2,5 mL da cultura ativa, 2,5 mL de NaOH 10N e 1
mL de solug&o de creatina 1% (m/v), seguido de agitagdo em vortex por 10 min.
A alteragcdo da cor do meio para résea-avermelhado foi indicativo de resultado
positivo para a presenca de acetoina e/ou diacetil de acordo com o principio do
meétodo. Para controle positivo utilizou-se a estirpe Lactococcus lactis subs. lactis
biovar diacetylactis obtida do banco de culturas do Laboratério de Culturas
Laticas do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
de Vicosa.

2.3.Teste de atividade proteolitica dos isolados de BAL

Os isolados dos meios MRS e M17, previamente ativados foram
semeados por micro gota em placas contendo Agar Padrdo para Contagem —
PCA (BD®, Biomedh, Belo Horizonte, Brasil) acrescido de leite desnatado
reconstituido (LDR) a 10% (m/v) esterilizado, modificado conforme descrito por
Collins, Lyne (1976). O LDR foi preparado e esterilizado separadamente e,
posteriormente adicionado ao PCA. Foram considerados proteoliticos os

isolados em que halos foram observados ao redor das colbnias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados obtidos do pingo a partir dos meios MRS e M17 foram
avaliados quanto a capacidade antag6nica (diametro dos halos em mm, Figura

1) em meio MRS e em MRS tamponado (Figura 2 e 3).
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Figura 1 - Formacao de halo (diametro em mm) no teste de antagonismo de
isolados do fermento end6geno utilizado na fabricacdo do QMA da Serra da
Canastra

Os 41 isolados do meio MRS avaliados quanto a capacidade antagbnica
apresentaram halos com diametro variarndo de <2 a 60 mm. Grande parte dos
isolados em meio MRS apresentou atividade antagonista (halos maiores de 2
mm de diametro) sobre os patégenos indicadores, porém quando o meio foi
tamponado um maior percentual (17% em média) de isolados ndo apresentaram

atividade antagonista contra os diferentes patdégenos indicadores (Figura 2).
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Figura 2 —Antagonismo (diametro dos halos de inibicdo em mm) em agar MRS e MRS tamponado de microrganismos predominantes
em fermentos enddgenos utilizados na produgcdo de QMA da Serra da Canastra isolados em meio MRS (DE MAN, ROGOSA,

SHARPE, 1960) contra patdégenos indicadores (n=41 isolados).
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O antagonismo exercido pelos isolados do agar MRS sobre E. coli, S.
aureus e S. Enteritidis foram semelhantes (Figura 2A, 2B, 2C), com o tamanho
dos halos na faixa de 3 a 16 mm de diametro por parte de 95% dos isolados. O
antagonismo a L. monocytogenes apresentou maior variagdo na inibicdo, em que
foram formados halos com diametros na faixa de 3 a mais de 31mm (Figura 2D).

Dos 41 isolados estudados quanto a capacidade antagonista, 3 foram
identificados como Lactobacillus paracasei e 38 como Lactobacillus plantarum.
Embora os niumeros de isolados sejam muito discrepantes, é possivel observar
que os isolados de L. paracasei foram mais eficientes na inibicdo de L.
monocytogenes (Figura 3A), enquanto L. plantarum apresentaram diametro de

halos maiores contra S. Enteritidis (Figura 3B).
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Figura 3 —Antagonismo (diametro meédio dos halos de inibicdo em mm) em agar
MRS e MRS tamponado de Lactobacillus paracasei e Lactobacillus plantarum
isolados em meio MRS a partir de fermentos enddgenos utilizados na producao
de QMA da Serra da Canastra contra patogenos indicadores (n=41 isolados).
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Os isolados em meio M17 foram mais eficientes na inibicdo dos patdgenos
(Figura 4), o que ficou evidenciado pelo maior didmetro médio dos halos de
inibic&o.
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(TERZAGHI, SANDINE, 1975) contra patdgenos indicadores (n=8 isolados).




Todos os isolados em M17 estudados antagonizaram o0s 4 patdgenos
indicadores com diferentes graus de eficiéncia (Figura 4A, 4B, 4C e 4D).
Observa-se que E. coli, foi o patégeno indicador mais sensivel, uma vez que
todos formaram halos com didametros superiores a 13 mm e 37,5% apresentou
halos superiores a 43 mm de diametro (Figura 4A).

Foram avaliados 8 isolados no meio M17 quanto a capacidade
antagonica, do qual 1 foi identificado como Lactobacillus rhamnosus e 7 como
Lactobacillus plantarum. Os halos de inibicdo produzidos por L. rhamonosus
apresentaram diametros maiores que o didametro médio dos isolados de L.
plantarum (Figura 5A e 5B) e foi mais eficiente na inibicao E. coli e S. Enteritidis
(Figura 4A) enquanto os isolados de L. plantarum foram mais eficientes na
inbicdo de E. coli (Figura 5B). L. monocytogenes foi o patdgeno mais sensivel
aos metabdlitos produzido por L. rhamnosus, tendo apresentado halo com

didmetro menor (Figura 5A).
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Figura 5 —Antagonismo (didametro médio dos halos de inibicdo em mm) em agar
MRS e MRS tamponado de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus plantarum
isolados em meio M17 a partir de fermentos enddgenos utilizados na producao
de QMA da Serra da Canastra contra patdgenos indicadores (n=8 isolados).

A presenca de bactérias do género Lactobacillus nos queijos artesanais
esta relacionada a maturacéo, devido a producao de compostos aromatizantes
volateis que contribuem para o seu perfil sensorial (SGARBI et al., 2013). L.
rhamnosus, L. casei e L. plantarum sao consideradas espécies desejadas nos
queijos devido a suas caracteristicas sensoriais e pelo papel probiético das
mesmas (HOLZAPFEL et al., 2001), em especial, a capacidade de antagonizar
patégenos de importancia a saude publica (ANDRADE et al., 2014).

O antagonismo de BAL sobre patégenos tem sido amplamente
demonstrado em diversos estudos. Na pesquisa de Ferrari et al. (2016) verificou-
se que Lactobacillus brevis (L. brevis) e Lactobacillus paracasei (L. paracasei)
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isolados de leite de cabra foram capazes de antagonizar L. monocytogenes, S.
Typhi e S. aureus, formando halos com diametro de até 11,40 mm. Caggia et al.,
(2015) mostraram inibicdo de L. paracasei e L. rhamnosus contra E. coli, L.
monocytogenes e S. aureus, formando halos com diametro superiores a 8 mm.
Alegria et al. (2010) estudaram a capacidade antagbdnica de L. lactis contra
diversos microrganismos e observaram baixa inibicdo contra S. aureus.

Gonzaléz et al. (2007) estudaram a atividade antimicrobiana de 395
estirpes de bactérias laticas (137 Lactobacillus, 125 Lactococcus, 58
Leuconostoc e 75 Enterococcus) isolados de queijo Genestoso durante o
periodo de maturacdo contra uma série de microrganismos, incluindo, L.
monocytogenes e S. aureus. Os pesquisadores verificaram que 78% das BAL
avaliadas apresentaram atividade antimicrobiana contra algum dos 6
microrganismos indicadores analisados. Os autores verificaram ainda que a
inibicdo observada foi resultante principalmente pela presenca de acidos
organicos e peroxido de hidrogénio. No presente estudo, os resultados mostram
maior atividade antagonica (Figura 3 e 4) por parte dos isolados de M17. Embora
a natureza da inibicdo ndo tenha sido completamente elucidada, € possivel
constatar que os acidos organicos tém influéncia na inibicdo dos patégenos, mas
ndo séo exclusivamente responsaveis por ela.

L. monocytogenes € um patdgeno frequentemente encontrado em
diversos produtos alimenticios cuja presenca ja foi relatada em diferentes tipos
de queijos, como no queijo Minas frescal (DESTRO et al., 1991; FURLANETTO
et al.,, 1996; BRITO et al., 2008; APOLINARIO et al., 2014), queijo coalho
(BRANCO et al., 2003; SOUZA et al., 2006), ricota (ESPER, 2006) e gqueijo
mucarela (LIMA et al., 2015). Embora casos de listeriose em humanos sejam
raros, esse patdégeno é potencialmente perigoso principalmente para neonatos,
mulheres gravidas, idosos e individuos imunodeprimidos (SWAMINATHAN;
GERNER-SMIDT, 2007). Este foi o patdgeno que apresentou maior resisténcia
aos metabolitos antagonistas produzidos pelos isolados em MRS e M17, uma
vez que nenhuma inibigdo foi observada em 20% desses isolados (Figura 2D e
3D). Essa resisténcia pode estar relacionada a sua variada composicdo de
acidos graxos da membrana externa com reduzida concentracdo de fosfolipidios
(ABEE et al., 1995), que possivelmente protegem esse microrganismo do meio

em que o cerca, pois, essas caracteristicas de membrana dificultam a formacéo
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de poros na parede celular, impedindo a acédo de bacteriocinas (ABEE et al.,
1995).

O papel do fermento enddégeno de garantir uma rapida producéo de acido
€, provavelmente, o fendmeno mais importante responsavel para seguranca do
queijo Minas feito com leite cru. No presente estudo, a neutralizacdo do meio
promoveu reducdo do tamanho dos halos de inibicdo de diversos isolados
(Figura 2 e 4), indicando que os acidos organicos produzidos pelos isolados de
MRS e M17 influenciam no antagonismo de microrganismos indesejaveis. L.
monocytogenes apresentou maior sensibilidade no meio tamponado (Tabela 1).
O decréscimo do efeito inibitorio apds a neutralizacdo do meio de crescimento
indica reducdo do antagonismo exercido pelos acidos organicos ali presentes,
além de elucidar a presenca de outras substancias antagonistas de natureza nao
acida, como diacetil, acetaldeido e de natureza proteica como bacteriocinas (nédo

avaliadas neste estudo).

Tabela 1 — Percentual de redugédo, aumento ou manutencdo do antagonismo
(diametro dos halos em mm) apds o tamponamento do meio MRS no teste de
antagonismo dos 49 isolados de bactérias em meios MRS e M17.

E.coli S.aureus S. Enteritidis L. monocytogenes

Reduc&o (%) 55,1 59,2 63,3 87,8
Aumento (%) 28,6 20,4 28,6 2,0
Manutencéo (%) 16,3 20,4 8,2 10,2
Total (%) 100 100 100 100

A queda no pH resultante da producdo de acido latico e outros acidos
organicos pode ser suficiente para inibir o crescimento bacteriano. A inibicao
ocorre pelo efeito que a forma ndo dissociada dos &cidos desencadeia,
diminuindo o pH intracelular e provocando um colapso no gradiente
eletroquimico de prétons em bactérias sensiveis (ZAKI et al., 2015). Assim, a
acidificacdo do citoplasma compromete o transporte de nutrientes, o
metabolismo de aminoacidos e energia, a sintese do material genético, gerando
um efeito bacteriostatico ou bactericida (ZAKI et al., 2015). As concentragfes e
o0s tipos de &cidos organicos produzidos durante o processo de fermentacao irdo

depender da espécie microbiana, da presenca ou auséncia de outros
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microrganismos e das condicdes de crescimento (LINDGREN, DOBROGOSZ,
1990; YANG, 2000).

Além dos &cidos orgéanicos, as BAL séo capazes de produzir diversas
substancias antimicrobianas como o diacetil, peréxido de hidrogénio e
bacteriocinas (LINDGREN, DOBROGOSZ, 1990; STILES, 1996; HOLZAPFEL et
al., 2001), ou mesmo vitaminas, antioxidantes e peptideos bioativos (FAVARO
et al., 2015).

Dentre os 49 isolados avaliados nesse estudo, 44 (89,9%) apresentaram
atividade proteolitica. A protedlise é o processo de degradacao das proteinas do
leite por acdo de enzimas que resulta em peptideos e amino4cidos de cadeia
média ou curta. Essas enzimas podem ser de origem natural no leite e/ou
produzidas por BAL, que sdo as principais responsaveis pela geracdo de
peptideos bioativos em produtos lacteos fermentados (SMACCHI, GOBBETTI,
2000). Esses resultados indicam que o antagonismo observado para os 44
isolados proteoliticos, pode ser, em parte, devido ao acumulo de peptideos
bioativos resultantes da protedlise.

As bactérias laticas carreiam um complexo sistema proteolitico e séo tidas
como potenciais ativadoras de peptideos devido a capacidade de hidrolisar mais
de 40% das ligacBes peptidicas da caseina. Os peptideos fazem parte da
estrutura primaria das proteinas do leite e séo liberados durante proteélise na
fase de maturacdo do queijo (KORHONEN; PIHLANTO, 2006). Os peptideos
resultantes apresentam de 4 a 40 residuos de aminoacidos (MINERVINI et al.,
2003). Essa protedlise é também responsavel pela geracdo de compostos que
influenciam no sabor, aroma e textura dos queijos (PANESAR et al., 2013).

De maneira geral, peptideos antimicrobianos atuam na membrana
plasmatica das bactérias por meio de uma ligacéo eletrostatica dos grupamentos
catibnicos dos peptideos com os grupamentos fosfatos da membrana, enquanto
a parte hidrofébica dos peptideos interage com os lipideos da membrana. Essa
interagcdo promove a formacdo de um canal transmembrana que altera a
permeabilidade ou causa a ruptura da membrana plasmatica e, como
consequéncia, a desintegracdo da célula (GOBBETTI et al. 2004;
BENKERROUM, 2010). Alguns exemplos de peptideos com atividade
antimicrobiana séo: casecidinas (ZUCHT et al., 1995), Lactoferrampina (VAN
DER KRAAN et al.,, 2004), Isracidina (LAHOV, REGELSON, 1996). Esses

compostos apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas
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e gram-negativas, incluindo E. coli, Salmonella Typhi, S. Enteritidis, S.
Typhimurium, Bacillus cereus e S. aureus (MOHANTY et al., 2014).

Peptideos com atividade antimicrobiana podem ser gerados a partir de
diferentes variedades de queijo. Rizzelo et al. (2005) observaram atividade
antimicrobiana de peptideos solUveis em agua extraidos de 9 variedades de
gueijos italianos feitos com leite de vaca, cabra e ovelha contra diversas
bactérias, incluindo E. coli, L. innocua, B. megaterium e S. aureus. Pritchard et
al. (2010) observaram inibicdo por extratos peptidicos de queijo cheddar da
Australia contra E. coli e B. cereus. Peptideos sollveis em agua extraidos de
queijo coalho do nordeste do Brasil apresentaram a capacidade antagonista na
concentragdo de 50 mg.mL? contra E. faecalis, E. coli, B. subtilis e
Pseudomonas aeruginosa (SILVA et al., 2012). Esses estudos comprovam a
atividade antimicrobiana exercida pelos peptideos bioativos encontrados em
diversas variedades de queijos, incluindo queijos feitos com leite cru, em que a
microbiota endégena atua na protedlise e maturacdo, como acontece nos QMA.

Outro composto com caracteristicas antimicrobianas e que pode ter
contribuido para o antagonismo apresentado no presente estudo € o diacetil. O
diacetil ou butanodiona (CsHsO2) € produzido por microrganismos incluindo
espécies de géneros pertencentes ao grupo de BAL, sendo obtido a partir do
citrato que acumula no meio durante o metabolismo intermediario de espécies
de alguns géneros como Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Pediococcus e Oenococcus (BARTOWSKY; HENSCHKE, 2004). Dentre os 49
isolados estudados, 45 (91,8%) foram caracterizados como capazes de produzir
diacetil. O diacetil age sobre as bactérias por meio do bloqueio do sitio catalitico
da enzima responsavel pela utilizacdo de arginina, tornando as células
microbianas incapazes de sintetizar proteinas essenciais (HOLZAPFEL et al.,
2003; LANCIOTTI et al., 2003; OUWEHAND; VESTERLUND, 2004). E
caracterizado como um composto antimicrobiano de amplo espectro, sendo mais
efetivo contra bactérias gram-negativas, como E. coli e Salmonella spp.
(LANCIOTTI et al.,, 2003). Segundo Jay (1982), o efeito do diacetil sobre
bactérias gram-positivas € bacteriostatico, enquanto contra bactérias gram-
negativas, € bactericida. No presente estudo, considera-se a possibilidade desse
composto contribuir para a atividade antimicrobiana exercida sobre os patégenos

indicadores pelos isolados do pingo do queijo Canastra, visto que os isolados
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gue se mostraram capazes de produzir diacetil geraram diametros de halos de
inibicdo maiores em relacdo aqueles incapazes de produzir este metabdlito.

Estudos demonstraram a eficacia do diacetil na inibicdo ou na eliminagéo
de véarios microrganismos, incluindo Salmonella sp. (KANG, FUNG, 1999;
ARCHER et al., 1996), E. coli (KANG, FUNG, 1999; LANCIOTTI et al., 2003), L.
monocytogenes (LANCIOTTI et al., 2003) e S. aureus (LANCIOTTI et al., 2003).
Apesar desses estudos indicarem a eficidcia do diacetil como antimicrobiano,
para Piard e Desmazeaud (1991) este composto raramente é encontrado em
produtos alimenticios em concentrac¢des suficientes (aproximadamente 200 mM)
para exercer a inibi¢cdo, pois causaria alteragdo no aroma e sabor do produto
final. No presente estudo, os protocolos utilizados ndo permitiram a quantificacéo
das concentracfes do diacetil produzido pelos isolados, no entanto, nos isolados
em que a capacidade de produzir esse composto foi demonstrada, o
antagonismo observado pode ter tido sua contribuigc&o.

Outros compostos ndo contemplados neste estudo também poderiam ser
responsaveis pela atividade antagonista apresentada pelos isolados, como as
bacteriocinas e o peroxido de hidrogénio.

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos ribossomicamente
sintetizados capazes de produzir um efeito bactericida ou bacteriostatico em
estirpes relacionadas com as bactérias produtoras (GILLOR et al., 2005). As
bacteriocinas produzidas por BAL constituem um grupo heterogéneo de
peptideos que apresentam diferentes espectros de atividade antimicrobiana,
determinantes genéticos e caracteristicas bioquimicas (NETTLES, BAREFOOT,
1993; KLAENHAMMER, 1993). Entretanto, sua atividade antimicrobiana parece
estar relacionada ao carater anfifilico e catibnico da maioria dessas moléculas
(OJCIUS, YOUNG, 1991). Bacteriocinas produzidas por BAL isoladas do leite e
de produtos lacteos foram capazes de inibir diversos patégenos, como: B. cereus
(KABUKI et al.,, 2007), E. coli, S. Typhimurium (IVANOVA et al., 1998), L.
monocytogenes (RIBEIRO et al., 2014) e S. aureus (RILLA et al., 2004; ALEGRIA
et al., 2010; PINTO et al., 2011).

O peréxido de hidrogénio (H202) é produzido por bactérias laticas na
presenca de oxigénio por meio da acdo das enzimas oxidases ou NADH
peroxidases e como um mecanismo de protecdo contra os radicais de oxigénio
(VAN DE GUCHTE et al., 2002). Como as BAL ndo possuem a enzima catalase,

capaz de degradar o peroxido de hidrogénio, esse metabolito se acumula no
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meio e exerce efeito inibitério sobre os microrganismos presentes (KONG,
DAVISON, 1980). A acdo desse composto se da por meio do seu efeito oxidante,
causando a desnaturacao de enzimas e a peroxidacdo de lipideos de membrana,
aumentado assim a permeabilidade da mesma (KONG, DAVISON, 1980). Além
disso, o peroxido de hidrogénio pode ser um precursor de radicais livres que
podem danificar o DNA (BYCZKOWSKI, GESSNER, 1988).

Dentre os patdégenos mais comumente encontrados em QMA, S. aureus
€ 0 que permanece por mais tempo em concentracdes acima do permitido por
lei (2 Log UFC.g?t), tendo sido demonstrado niveis de seguranga atingidos
durante a maturacdo de 17 dias para os queijos fabricados no Serro e 22 dias
para os queijos da Serra da Canastra (MINAS GERAIS, 2008). Dos 49 isolados
de BAL do pingo estudados, 47 foram capazes de antagonizar S. aureus, porém,
houve reducédo no tamanho dos halos em mais de 59% dos isolados em meio
tamponado. Esses resultados demonstram a importancia dos acidos organicos,
isoladamente ou em conjunto com outros metabdlitos produzidos por
microrganismos predominantes no fermento endégeno no antagonismo de S.

aureus durante a maturacao do QMA.

4. CONCLUSAO

A microbiota enddgena carreada pelo pingo, € de extrema importancia
para a seguranca microbioldégica dos QMA devido a sua atividade antagonista
contra diversos patégenos, incluindo, E. coli, L. monocytogenes, S. Enteritidis e
S. aureus. Embora a natureza da inibicdo néo tenha sido completamente
elucidada, foi possivel observar que os acidos organicos, diacetil e possiveis
peptideos bioativos influenciam na inibicdo de patégenos indicadores, embora
nao sejam 0s Unicos responsaveis pela capacidade antimicrobiana observada.

Fazendo-se uma analogia na metabiose observada na producédo de
qgueijos, muitos dos géneros componentes do grupo de BAL acidificam
rapidamente o ambiente antagonizando patdgenos. Especificamente, em se
tratando de S. aureus, sugere-se que a inibicdo ocorre ndo sé pelo acumulo de
acido, mas também pela deplecdo de vitaminas e outros nutrientes especificos
essenciais para o crescimento de Staphylococcus. A capacidade da espécie de
contornar o estresse acido com a producdo de proteinas de superficie e da
provavel localizacdo dessas proteinas de protecdo no mesmo lécus da producdo

da toxina, sugere ser uma das razdes do elevado consumo de QMA fresco, as
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vezes com concentracdes estafilocdcicas acima das exigidas na legislacao e

ainda assim nao ser detectada a atividade da enterotoxina.
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CONCLUSOES GERAIS

A producdo de queijo Minas artesanal na Serra da Canastra € uma
atividade tradicional responséavel pelo sustento de diversas familias mineiras que
proporciona satisfacdo entre os produtores com a atividade, apesar do baixo
retorno financeiro por alguns deles. Gracas as recomendacfes de Orgaos
estaduais como o IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria) e EMATER (Empresa
de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais), as
instalacbes tém se mantido adequadas para a producdo, com condi¢cdes
higiénicas satisfatorias.

Todos os produtores entrevistados utilizam o pingo como fermento, que
por ser originado de um produto artesanal, apresenta caracteristicas fisico-
guimicas e microbioldgicas variadas entre as diferentes propriedades.

Por ser oriundo de queijo fresco feito com leite cru, o pingo apresenta uma
microbiota predominantemente composta por bactérias do acido latico, embora
estirpes de espécies patogénicas possam estar presentes. A microbiota
predominante do fermento enddégeno é capaz de inibir microrganismos
patogénicos indicadores como E. coli, S. aureus, L. monocytogenes e S.
Enteritidis gragas a producdo de metabdlitos antimicrobianos como acidos
organicos, diacetil e possivelmente de peptideos antimicrobianos, dentre outros.

Observou-se a importancia das espécies Enterococcus faecalis e
Lactobacillus plantarum prevalentes no pingo. Essas &o espécies de BAL, por
sua tolerancia ao sal, exercem um importante papel no antagonismo de estirpes
estafilococicas. Neste estudo, ndo foram isloladas estirpes de S. aureus fazendo
com que o pingo, pela prevaléncia de BAL, exer¢ca um papel protetor no processo
de fabricacdo do QMA carreando uma microbiota com capacidade antagonista a
patdgenos.

As Boas praticas de fabricacdo implementadas em um ambiente de
fazenda diferem em muito daquelas implementadas nas industrias e antes que
essas implementacdes sejam exigidas, estudos devem ser feitos para previsao
das alteracdes que as mesmas podem causar no processo produtivo do QMA.
Como exemplo, sempre € citada a proibicdo das bancas de madeira que, fizeram
com que o produtor reinventasse a producdo do QMA. Essa exigéncia conduziu
a utilizacéo da rala para contrapor ao aumento do tempo coagulacao até o corte
da massa e a um dessoramento incompleto pela mudanca nas superficies de

trabalho. Essa mudanca alterou a dinamica microbiana e a seguranca do
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processo foi diminuida, resultando num aumento do tempo de maturacado nas
regides onde a pratica foi estabelecida.

Durante a elaboracao desse estudo, constatou a importancia de politicas
publicas que, se aplicadas poderao contribuir para a producao de um leite melhor
qualidade, aumentando assim a seguranca do QMA e permitira o consumo dos
mesmos com um tempo menor de fabricacdo. Essa possibilidade é uma
prioridade para os produtores que esperam uma legislagdo mais justa para que
possam consolidar suas expectativas e dessa forma, trabalhar na legalidade e

atender a demanda do consumidor.
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ANEXOS

ANEXO | - Questionario queijo Minas artesanal: condi¢des de

processamento
1- IDENTIFICACAO
Nome:
Idade: Cadigo:
Regido produtora dos queijos: Serro ( ) Canastra ( )

Microrregido:

Cidade:

2 - INFORMAGCOES GERAIS

2.1- DA PRODUCAO

a) Quantos litros de leite produz/dia?

b) Quantos queijos produz/dia?

¢) Qual o peso médio do queijo?

d) Quantos litros de leite/Kg de queijos?

e) Com guantos dias o0s queijos sdo comercializados ou entregues ao entreposto ou

cooperativa?

f) Qual o valor unitario dos queijos?
OBS:

2.2— HA QUANTO TEMPO FAZ QUEIJO?

a) ( )<5anos c) () Entre 11 e 15 anos
b) ( ) Entre5e 10 anos d) ( )>16 anos
OBS:

2.3 - QUEM FAZ OS QUEIJOS (QUEIJEIRO)?
a) () Empregado b)( ) Dono da propriedade
OBS:
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2.4— NIVEL DE ESCOLARIDADE DO QUEIJEIRO

a) () Nao é alfabetizado e) () Ensino médio completo
b) ( ) Ensino fundamental incompleto f) () Curso superior
c) () Ensino fundamental completo g) () Pés graduacéo

d) ( ) Ensino médio incompleto
OBS:

2.5- DESTINO DOS QUEIJOS (Mais de uma opcédo pode ser marcada)

a) () Este municipio b) ( ) Outros municipios c) ( ) Outros Estados
OBS:
2.6— FORMA DE VENDA
d) ( ) Diretamente aos e) ( ) Diretamente aos f) () A comerciantes e a
consumidores comerciantes consumidores
OBS:

2.7- A PRODUCAO DE QUEIJO E O UNICO SUSTENTO DA FAMILIA? () Sim () N&o
OBS:

2.8— QUANTAS PESSOAS DEPENDEM DESSA PRODUCAO?

a) ( )<3pessoas c) () De6 a7 pessoas
b) () De 4 a5 pessoas d) ( )>8 pessoas
OBS:

2.9— LOCAL DE COMERCIALIZACAO

a) () Feiralivre d) () Supermercado
b) ( ) Padaria e) ( ) Desconhece
c) ( ) Mercearia f) () Outros:

OBS:

2.10- PERTENCE A ALGUMA ENTIDADE DE CLASSE? () Sim () Néo
OBS: (ldentificar)

2.11- VOCE PARTICIPA DE REUNIOES DE ENTIDADE DE CLASSE
a) () Sempre que é convidado d) () Nunca participou
b) ( ) Muitas vezes e) () Nunca foi convidado

c) ( ) Poucas vezes
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OBS:

2.12—- VOCE ACHA IMPORTANTE PARTICIPAR DE UMA ENTIDADE DE CLASSE? ( ) Sim ( ) N&o

OBS:

2.13 - VOCE PARTICIPA OU JA PARTICIPOU DE ALGUM TIPO DE TREINAMENTO A
PRODUCAO DE QUEIJOS? () Sim ( ) N&o

2.13.1- Qual a data do ultimo treinamento?

2.13.2 - Qual(ais) foi(ram) a(s) entidade(s) envolvida(s) nesse

treinamento?

2.13.3 - Por que vocé nao participa de treinamentos?

a) ( ) Falta de convite c) ( ) Acha desnecessério
b) ( ) Falta de oportunidade d) () Outro:
OBS:

3-OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

3.1- TEMPO DO INiCIO DA ORDENHA AO INICIO DA PRODUCAO DO QUEIJO
a) ( ) <50 minutos b) ( )> 50 minutos
OBS:

3.2 - METODO DE ORDENHA
a) () Manual b) ( ) Mecénica
Se utilizar ordenhadeira mecanica, responder as questdes 3.3 e 3.4. Se a ordenha for manual,

passar para questao 3.5.

3.3 - POR QUE VOCE UTILIZA ORDENHADEIRA MECANICA? (Pode marcar mais de uma opg&o)

a) () Praticidade na ordenha d) ( ) Exigéncia da legislacao
b) ( ) Rapidez da ordenha e) () Outro:
¢) () Influencia na qualidade do leite

OBS:

3.4 COMO E FEITA A HIGIENIZACAO DA ORDENHADEIRA MECANICA? FAVOR DESCREVER
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3.5- PRINCIPAL RACA DO REBANHO

3.6 - TAMANHO ATUAL DO REBANHO

3.7 - EM RELACAO AOS ULTIMOS ANOS, SEU REBANHO TEM:

a) ( ) Aumentado b) ( ) Diminuido c) ( ) Se manteve inalterado
OBS:
3.8— ALIMENTACAO PRINCIPAL DO REBANHO
a) () Braquiaria c) () Silagem
b) ( ) Capim meloso d) () Outro:
OBS:

3.9- VOCE SEMPRE FORNECEU ESSE ALIMENTO AO SEU REBANHO? ( ) Sim ( ) N&o

3.10- SE MUDOU, QUAL FOI A RAZAO?

3.11- VOCE CONSIDERA QUE A ALIMENTACAO DO ANIMAL INTERFERE NA QUALIDADE DO
QUEIJO? () Sim () Néo

Por qué?

4 - QUEIJARIA

4.1- CONSTRUCAO
a) FOCOS DE INSALUBRIDADE NA QUEIJARIA () Sim ( ) N&o
b) FOCO DE INSALUBRIDADE NAS ADJACENCIAS  ( )Sim ( ) N&o
OBS:

4.2— ANIMAIS DOMESTICOS, MOSCAS E ROEDORES (Pode marcar mais de uma)

a) () Presenca de animais domésticos (b) Presenca de moscas
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c) () Presenca de roedores d)) Outros
OBS:

4.3—-PISO: ( ) Cimento ( ) Ceramica ( ) Outro:
OBS:

4.4— PAREDES: ( ) Alvenaria ( ) Madeira ( ) Outro:
OBS:

4.5- REVESTIMENTO DAS PAREDES: ( ) Tinta lavavel ( ) Azulejo ( ) Outro:

OBS:
4.5-TETO
a) () Forro de lage d) () Telha de amianto
b) ( ) Forro de madeira e) () Outro:

c) () Telha de ceramica
OBS:

4.6—- PORTAS E JANELAS
a) Manutencdo emdia ( ) Sim ( ) Nao Brotecdo contra insetos () Sim ( ) Nao
OBS:

4.7—ILUMINACAO
a) Natural:  ( )Sim ( ) Ndo b)Artificial:  ( )Sim ( ) N&o
OBS:

4.8 - VENTILACAO: ( ) Adequada ( ) Inadequada

OBS:

4.9- HOUVE INDICACAO DE ALGUM ORGAO OU INSTITUICAO SOBRE A LOCALIZACAO DA
QUEIJARIA E SUAS INSTALACOES? ( ) Sim () N&o

Qual (ais)?

4.10- HIGIENIZA(;AO GERAL DO LOCAL DE FABRICA(}AO
a) () Excelente b)( ) Boa c) () Ruim
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OBS:

4.11- QUE SANITIZANTE E UTILIZADO NA HIGIENIZAGAO DAS INSTALAGOES DA QUEIJARIA?

4.11.1 - Vocé sempre utilizou esse sanitizante? ( ) Sim ( ) Nao

4.11.2 - Se NAO, por que mudou de sanitizante?
a) () Pela maior eficiéncia c) ( ) Exigéncia da legislacéo
b) () Pelo custo d) () Outro
OBS:
4.11.3 - Quanto as caracteristicas desejaveis dos queijos, esse sanitizante:
a) ( ) Melhorou b) ( ) Piorou c) ( ) Nao alterou d)( ) Outro
OBS:

411.4 — Houve indicagéo de algum 6rgéo ou instituicdo sobre a higiene da queijaria e suas
instalagbes? ( ) Sim ( ) Nao

Qual (ais)?

5- AGUA DE CONSUMO

5.1- PROCEDENCIA

a) ( ) Rede de abastecimento c) () Mina
b) () Poco artesiano d) () Outra:
OBS:

7 - CRIACAO DE ANIMAIS

7.1- PROXIMIDADE DO LOCAL DE PROCESSAMENTO
a) () Até 50 metros b)( ) De 51 a 100 metros c) ( )> 100 metros
OBS:

7.2 - OUTROS TIPOS DE CRIACAO

a) () Aves b) ( ) Suinos c) () Caprinos d) ( ) Outros:
OBS:
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8 - MANIPULADORES

8.1—- CONTROLE DE SAUDE (CARTEIRA DE SAUDE, EXAMES PERIODICOS) ( )Sim ( ) N&o
OBS:

8.2— VESTUARIO
a) ROUPA LIMPA ( )Sim () Nao
b) COM PROTECAO ( )Sim ( ) N&o
c) USO DE BOTAS ( )Sim () Nao
d) PROTECAO DE CABELO ( )Sim( ) N&o
OBS:
8.3— VOCE ACHA IMPORTANTE O USO DOS EPI’S (Bota, touca, méascara, etc) ( ) Sim () Néo

Por qué?

8.4— HABITOS HIGIENICOS (ASSEPSIA DAS MAOS/FUMAR/TOSSIR/ETC)
a) ( ) Adequados b)( ) Inadequados
OBS:

8.5—- ESTADO DE SAUDE (Pode marcar mais de uma)
a) ( ) Afeccdes cutaneas (feridas)
b) () Afeccdes respiratdrias (tosse)
c) () Auséncia de afeccdes
OBS:

8.6 - ASSEIO PESSOAL (MAOS LIMPAS, UNHAS CURTAS, ROUPAS LIMPAS, AUSENCIA DE
ADORNOS NAS ORELHAS, PESCOCO, PULSOS E MAQOS)
a) ()Bom b) () Regular c) () Ruim
OBS:

8.7 - VOCE RECEBEU ALGUM TIPO DE DIRECIONAMENTO PARA IMPLEMENTACAO DAS ®AS
PRATICAS DE FABRICAGAO (BPF) NA PRODUGCAO DOS QMA? ( )Sim ( ) N&o

8.7.1 - De que forma foi esse direcionamento?

a) () Treinamento c) ( ) Guia Técnico
b) ( ) Palestra d) () Outro:
OBS:
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8.7.2 - Qual o 6rgdo ou instituicdo responséavel por esse direcionamento?

9- EQUIPAMENTOS E UTENSILIOS DIRETAMENTE RELACIONADOS AO

9.1- FILTRACAO DO LEITE

a) () Tecido natural algodéo
b) ( ) Tecido artificial- volta ao mundo

OBS:
9.2— COAGULACAO

a) ( ) Tambores plasticos
b) ( ) Latbes
OBS:

9.3- MEXEDURA
a) ( ) Espatula de madeira
b) () Espatula de metal
OBS:

9.4- DESSORAGEM
a) () Tecido de algodao
OBS:

9.5—- BANCADA PARA MANIPULACAO DA MASSA

a) () Madeira
b) () Ardédsia
OBS:

9.6— FORMAS
a) () Madeira
b) () Plastico

OBS:

9.7- PRATELEIRAS DE MATURA(;AO
a) () Madeira

b} ) Tecido de nylon ¢) ( ) Outro:

PROCESSAMENTO

c) () Peneira plastica
d) () Outro:

c) ( ) Fermenteira de aco inox
d) () Outro:

c) () Lira de metal
d) () Outro

c) () Acgoinox
d) () Outro:

c) () Acoinox
d) () Outro:

b) ( ) Ardésia
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c) () Acoinox d) () Outro:
OBS:

10— PROCESSOS DE LIMPEZA E SANIFICACAO DOS EQUIPAMENTOS E
UTENSILIOS DIRETAMENTE RELACIONADOS AO PROCESSAMENTO

10.1- TANQUE DE FABRICACAO
a) PRE-LAVAGEM ( )Sim ( )N&o
b) LAVAGEM () Sim ( ) N&o
c) USO DE SANIFICANTES () Sim ( ) N&o
10.2— BANCADA DE ENFORMAGEM E PRENSAGEM
a) PRE-LAVAGEM () Sim ( ) N&o
b) LAVAGEM () Sim ( ) N&o
c) USO DE SANIFICANTES () Sim ( ) N&o
OBS:

10.3- PANOS E SACOS
a) PRE-LAVAGEM ( ) Sim ( ) Nao
b) LAVAGEM ( ) Sim ( ) Nao
c) USO DE SANIFICANTES ( ) Sim ( ) Néo
OBS:

11 - PROCESSO

11.1-TIPO DE FERMENTO UTILIZADO:

a) () Pingo b) ( ) Rala ¢) ( ) Nenhum d) ( ) Outro

Proporc¢éo:

11.2— VOCE SEMPRE UTILIZOU ESSE FERMENTO?
( ) Sim ( ) N&o

Se a resposta for NAO, favor responder 11.2.1 e 11.2.2. Caso contrario, passe para 11.3.

11.2.1 - Desde quando passou a utilizar esse fermento?

11.2.2 - Por que passou a utilizar esse fermento?

11.3- QUAL A PERIDIOCIDADE DE CONTAMINACAO (“FERMENTACAO”) DOS SEUS QUEIJOS?



a) () Nunca d) () Outro (indicar a periodicidade):

b) () <1 vez por semana

c) ( )>1 vezpor semana
OBS:

11.4- EM CASO DE CONTAMINACAO DOS SEUS QUEIJOS, COMO VOCE OBTEM O FERMENTO PARA
PROXIMA PRODUCAO?
a) ( ) Adquire do vizinho c) ( ) Outro (especificar):
b) ( ) Adquire da cooperativa/associagao
OBS:
11.5- DESTINO DO QUEIIO “FERMENTADO”
a) () Faz quitanda b)( ) Vende mais barato  ¢) ( ) Outro:
OBS:

11.6 - TEMPO DE COAGULACAO:
OBS:

11.7- PRENSAGEM
a) () Somente com pressao das maos (b) Prensagem com tecido c) () Outro
OBS:

11.8—- SALGA - TIPO DE SAL
a) () Sal grosso b)( ) Sal refinado
OBS:

11.9- LAVAGEM FINAL DO PRODUTO
a) () Agua b) ( ) Soro c) () Leite
OBS:

11.10 - DESTINO DO SORO

a) () Alimentacdo de animais b} ) Elaboracdo de outros produtos c¢) ( ) Outro

OBS:
12— EMBALAGEM

12.1 - TIPO DE EMBALAGEM

a) () Sem embalagem by ) Cry-o-vac c) () Outra
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OBS:

12.2— NA SUA OPNIAO, A EMBALAGEM DO QMA E NECESSARIA? () Sim ( ) N&o
Por qué?

12.3— OS QUEIJOS POSSUEM ALGUM NUMERO DE IDENTIFICACAO? ( ) Sim ( ) N&o
Por qué?

13. OPNIAO GLOBAL
13.1 - QUAL O SEU NIVEL DE SATISFACAO COM A ATIVIDADE QUEIJEIRA?

a) () Muito satisfeito c) () Indiferente e) () Muito insatisfeito
b) () Satisfeito d) () Insatisfeito
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OBS:
13.2—- CONSIDERANDO A EPOCA EM QUE VOCE COMECOU A PRODUZIR QUEIJOS EMISS ATUAIS,

HOUVE ALGUMA ALTERACAO EM ALGUMA ETAPA DO PROCESSAMENTO DO QMA? |
Sim ( ) Nao

OBS:

Agradecemos sua colaboracao!
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado (a) voluntéario (a) ,

Estamos realizando o estudo “Impacto da Ado¢ao das Boas Praticas de Fabricagao
e do Tempo de Maturacdo na Qualidade Microbioldégica dos Queijos Minas
Artesanais Produzidos nas Regifes do Serro e Serra da Canastra - MG” e para isto
gostariamos de contar com sua ajuda. Sua participacéo incluira o fornecimento das
seguintes informacdes: nome, endereco, telefones, e-mail. Além disso, serd aplicado
um questionario a respeito dos produtores dos queijos, assim como aspectos
relacionados a producao e comercializacdo dos mesmos.

Leia cuidadosamente o que segue e me pergunte sobre qualquer davida que voce tiver.
ApoOs ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso aceite fazer parte do
estudo, assine ao final deste documento, que consta em duas vias. Uma via pertence a
vocé e a outra ao pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sofrera
nenhuma penalidade.

Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho tem por finalidade verificar a seguranga microbiolégica dos queijos
artesanais produzidos nas regibes do Serro e da Canastra a partir de unidades
registrados e adequados de acordo com a legislacédo vigente.

2. Ao participar desse trabalho estarei contribuindo para a caracterizacdo dos queijos
artesanais produzidos em minha unidade, bem como a confirmagdo de sua
gualidade, garantindo dessa forma, que o produto possa estar sendo distribuido com
total seguranca aos consumidores.

3. Terei que doar para a realizagdo dessa pesquisa, 0S seguintes materiais: amostras
do leite e do pingo utilizados como matéria prima para a fabricacdo dos queijos e os
queijos oriundos da minha producao no dia da coleta. Terei que responder um longo
guestionario, cuja recusa ndo me causara nenhum dano e nenhuma penalidade. A
minha participacdo como voluntario devera ter a duracdo de um ano, sendo que a
visita e as coletas serdo realizadas duas vezes ao ano.

4. Durante a execucao do projeto poderdo ocorrer riscos de constrangimento devido a
coleta de informacdes de dados pessoais que serdo atenuados com o devido sigilo
de todos os dados informados. A coleta do material sera realizada conforme
procedimentos técnicos recomendados e usuais. A0 mesmo tempo estarei
recebendo como beneficios pela minha participacdo os resultados referentes a
pesquisa.

5. Os procedimentos aos quais serei submetido ndo provocardo danos morais, fisicos,
financeiros ou religiosos.

6. NA&o terei nenhuma despesa ao participar desse estudo.

7. Poderei deixar de participar do estudo a qualquer momento sem prejuizo do meu
tratamento.

8. Meu nome sera mantido em sigilo, assegurado assim a minha privacidade e se
desejar, deverei ser informado dos resultados dessa pesquisa.
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9. O sucesso deste trabalho dependera de minha participacdo, mas esta € voluntaria,
dessa forma néo receberei nenhuma remuneracao.

O trabalho é de interesse cientifico e esta sob responsabilidade da Professora Dra
Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira, professora da Universidade Federal de Vigosa
(UFV). Esse estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da UFV. Qualquer transgressao das normas éticas, duvidas ou
solicitacdo de esclarecimentos, o(a) participante poderd recorrer a esse comité,
dirigindo-se a sua presidente: Patricia Aurélia Del Nero, pessoalmente no endereco
listado na ultima pagina deste documento, pelo telefone: (31) 3899-2492 ou pelo
email: cep@ufv.br. Em qualquer davida ou solicitacdo de esclarecimento o (a)
participante podera entrar em contato com a equipe cientifica pelo telefone (31)
3899-3813 (Laboratorio de Culturas Laticas da Universidade Federal de Vigosa).
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Diante dos esclarecimentos prestados, concordo em participar do estudo
“Impacto da Adocgao das Boas Praticas de Fabricagao e do Tempo de Maturagao
na Qualidade Microbioldgica dos Queijos Minas Artesanais Produzidos nas
Regides do Serro e Serra da Canastra — MG ”, na qualidade de voluntério (a).

Vicosa, de de

Assinatura do voluntario
Telefone:

e-mail:

Atenciosamente

Viviane da Cruz Rafael
Departamento de Tecnologia de Alimentos
vivicrafael@gmail.com
Telefones: (31) 3891-3545/ (31) 8832-6558

Responsaveis pela pesquisa:

Nome: Viviane da Cruz Rafael

Endereco: Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario — Vigosa (MG) —
CEP: 36570-900— Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)

Endereco particular: Rua Paris, 105, Santo Antdnio, Vigosa (MG) - CEP: 36570-000.
Telefone: (31) 3899-3813
Telefone Particular:  (31) 3891-3545 ou (31) 8832-6558

Nome: Erika Carla da Costa

Endereco: Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario — Vigosa (MG) —
CEP: 36570-900— Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)
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Endereco particular: Rua Jorge Ramos, 80, ap 301, bloco 4, Santo Antdnio, Vigosa
(MG) - CEP: 36570-000.

Telefone: (31) 3899-3813
Telefone Particular:  (31) 8748-1622 ou (31) 8748-1622

Nome: Célia Lucia de Luces Fortes Ferreira

Endereco: Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario — Vicosa (MG) —
CEP: 36570-900 — Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA)

Endereco particular: Travessa Irma Francisca, 31, ap903, Clélia Bernardes, Vigosa
(MG) — CEP: 36570-000

Telefone: (31) 3899-2960
Telefone Particular: (31) 3899-1756 ou (31) 8881-6535

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP)
Universidade Federal de Vigcosa

Avenida Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario — Vigosa (MG) — CEP: 36570-
900

Telefone: (31) 3899-2492
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ANEXO Il — Parecer consubstanciado do CEP

oo Seos Humans

EEP’W“’E“”‘W UNIVERSIDADE FEDERAL DE £~ Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Impacto das Boas Praticas de Fabricacéo e do Tempo de Maturacéo na Qualidade
Microbiologica dos Queljos Minas Artesanais Produzidos nas Regides do Serro e da
Serra da Canastra ¢ MG

Pesquisador: Ceélia Licia de Luces Fortes Ferreira

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 27983614.0.0000.5153

Instituicdo Proponente: Departamento de Tecnologia de Alimentos

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 611817
Data da Relatoria: 11/04/2014

Apresentagao do Projeto:
Trata-se de um projeto de avaliacéo das condigdes microbiologicas e de seguranca na producao de queijos,
envolvendo unidades produtoras das regides do Serro-MG e da Canastra-MG, que estejam cadastradas no

IMA (Instituto Mineiro de Agropecuaria).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Verificar o impacto das Boas Praticas de Fabricacdo na qualidade microbiologica dos
Queijos Minas Artesanais (QMA), caracterizar a produg¢do dos mesmos em propriedades cadastradas nas
regides do Serro e da Serra da Canastra (MG), e determinar o tempo minimo de maturag&o necessario para
seguranga de consumo.

Objetivos Secundarios:

1 - Coletar informacg&es sobre as caracteristicas fisicas, econdmicas e sociais envolvendo as unidades
produtoras de (QMA). 2 - Coletar informagdées sobre o processo de producio dos QMA das regides do Serro
e da Serra da Canastra, desde a obtencgéo do leite até o produto pronto. 3 - Salientar as maiores
dificuldades e os pontos de deficiéncia no processo de obtencéo de leite e fabricacio dos queijos com
qualidade. 4 - Determinar micro-

organismos indicadores de qualidade em amostras de agua, pingo e leite destinados a producéo

Enderego: Universidade Federal de Vicosa, prédio Arthur Bemardes, piso inferior

Bairre: campus Vigosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3893-2492 E-mail: cep@ufv.br
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dos QMA das regifdes do Serro e da Serra da Canastra, assim como no produto acabado em diversas fases
de maturacgéo. 5 - Determinar as caracteristicas fisico-quimicas e microbiologicas nos QMA das regides do
Serro e da Serra da Canastra em diversas fases de maturacéo. 6 - Determinar o tempo minimo de
maturacdo dos QMA das regiGes do Serro e da Serra da Canastra produzidos em propriedades
cadastradas. 7 - Definir e listar, junto com os produtores, as praticas a serem seguidas nos cadernos de
obrigagdes dos QMA a serem produzidos na sua regiao.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Adequadamente descritos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Atende aos requisitos do CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Atende aos requisitos do CEP.

Recomendagdes:

Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nenhuma.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Ao término da pesquisa € necessaria a apresentacédo do Relatorio Final e apos a aprovacéo desse, deve ser
encaminhado o Comunicado de Término dos Estudos.

Projeto analisado durante a 22 reuniao de 2014.

Enderego: Universidade Federal de Vigosa, prédio Arthur Bernardes, piso inferior

Bairro: campus Vigosa CEP: 36.570-000
UF: MG Municipio: VICOSA
Telefone: (31)3899-2492 Fax: (31)3899-2492 E-mail: cep@ufv.br
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VICOSA, 10 de Abril de 2014

Assinador por:
Patricia Aurélia Del Nero
(Coordenador)
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ANEXO IV - Dendograma derivado da rep-PCR de bactérias do acido
latico isoladas nos meios MRS e M17
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