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RESUMO

O queijo Minas artesanal (QMA) ¢ um produto com origem em Minas Gerais tendo seu
reconhecimento em todo pais. Sua fabricagao ¢ feita de maneira empirica e familiar por pequenos
e médios produtores em propriedades rurais usando leite cru e a adi¢do culturas starters
naturais.Alimentos como o QMA dependem de boas praticas de fabricagdo, uma vez que a
manipulagdo inadequada pode favorecer uma réapida proliferagdo microbiana. Outros pontos
interferentes em uma boa qualidade do produto sdo o local de produgdo e maturagdo e as
possiveis falhas nos cuidados com a sanidade dos animais que facilitam a contaminagdo por
microrganismos indesejaveis, € consequentemente, a veiculagdo de doengas. A legislacao do
Estado preconiza que,para a comercializagao, os QMAs devem preencher requisitos, fazendo-se
necessaria a maturagao por, no minimo, 22 dias. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo
avaliar os pardmetros microbiologicos dos QMAs produzidos na microrregido do Tridngulo
Mineiro durante o periododa seca. Foram selecionadas pela EMATER, amostras coletadas até
22 dias de maturagdo (0, 10, 14,17 e 22) para a realizagdo das andlises microbioldgicas. O
resultado do grupo de Sthaphylococccuscoagulase positiva apresentou ao final do vigésimo
segundo dia uma contagem dentro do padraoda legislacdo. Para o grupo de Sthaphylococccus
coagulase negativa houve um aumento constante nas contagens de microrganismos mesmo com
a maturagdo. A presenca de Salmonella spp. ocorreu em amostras de um unico produtor, sendo
detectada a partir do décimo dia de maturagdo. Com essa pesquisa foi possivel verificar
insuficiente o processo de maturagdo para redugdo ou inibi¢do do crescimento dos
microrganismos analisados em todas as amostras. Considerando a aplicacdo das Boas Praticas
Agropecudrias e de Fabricagdo na cadeia produtiva essenciais, o produdor proporcionard ao
mercado um produto com uma boa qualidade.

Palavra-chave: Microrganismos. Legislacdo. Maturagdo. Analise microbiologica. Produtores

rurais.



ABSTRACT

Minas artisanal cheese (OMA) is a product originating in Minas Gerais and recognized
throughout the country. Its manufacture is done in an empirical and familiar way by small and
medium-sized farmers produced in rural properties using raw milk and the addition of natural
starter cultures. Foods such as OMA depend on good manufacturing practices, since the
recommended therapy may favor microbial anticipation. Other interfering points in a good
quality of the product are the place of production and behavior and the possible failures in
the care with the health of the animals that facilitate the contamination by microorganisms,
and, consequently, the transmission of diseases. The State legislation recommends that, for
the reduction, the QMAs must fulfill requirements, necessarily making the satisfaction for, at
least, 22 days. Therefore, this work aimed to evaluate the microbiological parameters of
OMAs produced in the Triangulo Mineiro microregion during the dry season. Samples
collected up to 22 days of control (0, 10, 14, 17 and 22) were selected by EMATER for
microbiological analysis. The result of the Staphylococcus coagulase positive group
presented, at the end of the twenty-second day, a count within the legislation standard. For
the coagulase negative Staphylococcus group there was a constant increase in microorganism
counts even with the control. The presence of Salmonella spp. occurred in Exclusive of a single
producer, being identified from the tenth day of maturity. With this research it was possible to
verify the inefficiency of the domain process for the reduction or followed by the growth of the
analyzed microorganisms. Considering the application of Good Agricultural and
Manufacturing Practices in the essential production chain, the producer will supply his
product with a good quality in the market.

Keyword: Microorganisms. Legislation. Maturation. Microbiological analysis. Farmers..
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1. INTRODUCAO

1.1 Queijo Minas artesanal

Segundo dados historicos, ha controvérsias sobre qual periodo e em qual regido comegoua
producio de queijo artesanal no Brasil, todavia, a provavel producio advém de Portugal (ARAUJO,
2020). O Estado de Minas Gerais tem destaque na produg@o de queijo, sendo o maior produtor, mais
antigo e o primeiro a vigorar a legislacdo que viabilizou a produgdo de queijos a partir de leite cru
(MINAS GEIRALIS, 2002). Atualmente, sdo reconhecidas dez microrregides doEstado na produgado
do QMA: Diamantina, Serro, Canastra, Araxd, Cerrado, Campo das Vertentes, Serra do Salitre,

Tridngulo Mineiro, Serra da Ibitipoca; e “Entre Serras da Piedade ao Caraca” (Figura 1) (FREITAS,

2022).

Figura 1 - Microrregides produtoras de QMA
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A portaria do IMA n° 1.969 de 26 de margo de 2020 traz a defini¢ao do queijo Minas artesanal
(QMA) como um queijo elaborado, a partir do leite cru, higido, integral, de produgdo propria, com
utilizacao de soro fermento (pingo), € que o produto final apresente consisténcia firme, core sabor
proprios, massa uniforme, isenta de corantes e conservantes, com ou sem olhaduras mecanicas, e que
satisfaca os seguintes requisitos: I — processamento com inicio em até noventa minutos apos 0 comego
da ordenha; II — fabricagdo com leite que ndo tenha sofrido tratamento térmico; III — utilizagdao dos
seguintes ingredientes: culturas lacticas naturais como pingo, soro fermentado ou sorofermento,
coalho e sal; IV — maturag¢do, conforme o periodo estipulado para as microrregides que possuam
pesquisa (IMA, 2020). O modo de preparo do queijo de forma artesanal foi registrado como
patrimonio imaterial brasileiro pelo Instituto do Patrimdnio Historico e ArtisticoNacional (IPHAN,
2022).

O processo de fabricagdo do QMA se desenvolve nas seguintes etapas de acordo com a

Portaria IMA n° 1.969 de 26 de margo de 2020:

1|.|:|.i|;:'||1|n de
Filtracio =3 fermento natural o —) Coagulagiio =3 Corte da coalhada

coalho l

Mexedura  €—  Dessoragem €= Elormagem <4—  Prensagem

l

Salgn seca =— Maturacio

Fonte: IMA, 2020

O QMA tem sua peculiaridade em cada regido e possui uma grande variedade devido,
principalmente, ao pingo, que ¢ o fermento natural e que d4 as caracteristicas do queijo. Os elementos
do ambiente interferem de forma direta no pingo, tais como a agua, a altitude, a pastagem, o clima,
trazendo essa peculiaridade para os queijos na forma de sabor aroma, textura da massa, cor,
consisténcia e componentes nutritivos (MONTEIRO, MATTA; 2018). A produgdo ¢ uma pratica de
cunho familiar sendo o modo de sobrevivéncia de muitas familias. Os produtores fabricam esses
queijos ha muitos anos de forma empirica, com respaldo na sua experiéncia do dia a dia (SOBRAL,

2017).
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Sendo um produto feito de forma artesanal e tradicional, o QMA garante sua tradicionalidade
através do certificado fornecido pelo Selo Arte. Certificado esse que assegura que o produto
alimenticio de origem animal foi elaborado de forma artesanal, com receita e processo que apresentem
caracteristicas proprias, tradicionais, regionais ou culturais. Ele pode ser concedido a produtos lacteos,
carneos, pescados e seus derivados e produtos de abelhas (NASCIMENTO, 2022). Ja o Selo Queijo
Artesanal ¢ um certificado que assegura que os queijos artesanais foram elaborados por métodos

tradicionais com vinculagao e valorizagao territorial, regional ou cultural (NASCIMENTO, 2022).

1.2 Queijo Minas artesanal do Triingulo Mineiro

O Triangulo Mineiro (TM) ¢ uma microrregido localizada no sudeste do Brasil, composta
pelosseguintes municipios: Araguari, Cascalho Rico, Estrela do Sul, Indian6polis, Monte Alegre de
Minas, Monte Carmelo, Nova Ponte, Romaria, Tupaciguara e Uberlandia. E uma regido reconhecida
como produtora de QMA de acordo com os estudos técnicos realizados pela Empresa de Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural de Estado de Minas Gerais (EMATER-MG) e através da Portaria n® 1397
de 13 de fevereiro de 2014, do Instituto Mineiro Agropecuario (IMA, 2014).

A producdo do QMA do TM segue normas estabelecidas que abrangem a fabricacdo de
queijos artesanais a partir de leite cru, beneficiados nas queijarias das propriedades rurais, sem
utilizacdo das técnicas industriais (MINAS GERALIS, 2012). O QMA confeccionado conforme a
tradi¢do historica e cultural da regido do estado onde for produzido, maturado por um periodo de 22
dias, apresenta as seguintes caracteristicas: cor amarelo-ouro, casca semidura e textura compacta. O
sabor € pouco pronunciado e suavemente acido. Seu formato € cilindrico de 12 a 15 cm, alturade 4 a

6 cm e peso entre 1,0 kg a 1,2 kg (COSTA et al., 2022).

1.3 Processo de maturacao

A maturagdo corresponde a complexas transformagdes bioquimicas, tanto na parte superficial
quanto no interior da massa, sob a agdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas de origemmicrobiana
(DORES, FERREIRA; 2017). Além da formagdo de componentes que dao aroma e sabor por
diferentes vias, o processo de maturacdo possui um papel importante para a saide alimentar, uma vez
que ha uma reducdo nas contagens de bactérias indesejaveis e, onsequentemente, uma condi¢do de
permanéncia para as bactérias benéficas. Esse controle bacteriologico ¢ devido a diminuicdo da

atividade de 4gua (Aw) do queijo, que esta associada ao aumento da quantidade de sal e a reducao de
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umidade (SOARES et al., 2018).

Bioquimicamente, a maturagdo ocorre em decorréncia da acdo da microbiota, podendo ser
dividida em dois grupos: bactérias iniciadoras de acidos latico (LAB) e os microrganismos que fazem
uma reagao primaria. As LABs sdo bactérias que transformam 4acido latico, peptideos e acidosgraxos
em produtos variados que contribuem para o refinamento do sabor, aroma e caracteristicas do queijo.
Porém, elas também sdo as principais envolvidas quanto a deterioragdo do produto por acidificacao.
A partir dos microrganismos primarios, ocorrem os processos de glicdlise, que afeta no crescimento
dos microrganismos indesejaveis e também colabora com a firmeza do produto. A protedlise ocorre
através destes microrganismos, hidrolisando proteinas de alto e baixo peso molecular por meio da
quebra enzimatica, liberando peptideos e aminoacidos livres. Esses aminoacidos sdo catabolizados
em uma variedade de compostos sapidos e aromaticos, por exemplo, aminas, acidos, carbonilas e
compostos contendo enxofre. Por fim, o processo de lip6lise decorrente destes microrganismos, traz
ao queijo a textura e o sabor caracteristico, através da hidrdlise enzimatica dos triglicerideos que sao
convertidos em acidos graxos, sendo possiveis precursores de compostos de sabor, tais como metil
cetonas, alcoois secundarios, ésteres, alcanos e lactonas(CORSATO et al., 2021; FERNANADES,
2021; BONFIM, 2019; SANTIAGO-LOPEZ, 2018; PAULA, 2019; FOX et al., 2017; TEKIN;
GULER, 2019.

A maturacdo deve ocorrer em um ambiente no qual o sistema esteja com temperatura e
umidade controladas, levando em conta a regido de producao. Além disso, deve ter um espago
adequado, higienizac¢do e desinfec¢do perioddica de pisos, prateleiras e paredes, sendo o ambiente livre
de corrente de ar para que a parte exterior dos queijos ndo seque de forma desigual da parte interior.
Sujidades e colonias fingicas devem ser sempre removidas com agua corrente quando aparentes na
parte externa ( LIMA, 2021; MONTERO; MATA, 2018).

De acordo com a Portaria IMA n° 1.969 de 26 de margo de 2020, o produtor rural se estabelece
como fabricante de queijo Minas artesanal quando estd apto nas boas praticas de manejo, além da
forma de identificagdo de acordo com o local que foi produzido, tanto para comercializagao regional

quanto para comercializacao.

1.4 Boas Praticas Agropecuarias e de Producio

A qualidade do leite cru para a producgao de queijo artesanal est4 relacionada diretamente com

as condicdes higiénicas que sdo aplicadas desde o primeiro processo de fabricacdo, a ordenha
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(FOLCHINTI, 2018). A composigao do leite com alto valor nutritivo (a4gua, gordura, lactose, proteinas
e sais minerais), favocere o crescimento tanto de grupos de microrganismos da microbiota natural
quanto de microrganismos indesejaveis. Isso demonstra a necessidade de boas praticas na higiene e
limpeza durante os processos iniciais, para a reducao de infec¢des mamarias nos animais, € logo, a
obtencdo de um leite com qualidade microbiolodgica e fisico-quimica (MENEZES, 2014).

Outros diversos fatores também contribuem para a contaminacao do leite como: temperatura
de armazenamento, da regido, qualidade da agua, equipamentos e utensilios utilizados. Para que o
produtor mantenha a qualidade, recomenda-se as Boas Praticas Agopecudrias que implementam em
todas as etapas de obteng¢do, produgdo, processamento, armazenamento, transporte e distribuicao de
matérias-primas, procedimentos higienicos e de seguranga (LINHARES, 2021).

Através do Decreto N° 48.024 de 19 de agosto de 2020, a propriedade onde o leite empregado
para a producdo de queijos artesanais deve dispor de curral de espera e sala de ordenha, para a
realizacdo de andlise laboratorial do leite cru, em laboratorio da 24 Rede Brasileira de Qualidade do
Leite - RBQL, tendo como referéncia todos os pardmetros estabelecidos na legislagao especifica. Na
propiedade devera ser realizado teste para detec¢ao de mastite clinica, vacinagao contra a febre aftosa
e contra a raiva dos herbivoros. Devera ainda realizar o controle de parasitas e de manifestacdes
patologicas que comprometam a saude do rebanho ou a qualidade do leite; realizar o controle da
administracdo de medicamentos, respeitando o periodo de caréncia, além do controle de insetos,
roedores e qualquer outra praga.

A dificuldade de pequenas propriedades em seguirem as exigiéncias impostas pelos 6érgaos de
inspecdo, sdo maiores. No qual, ¢ gerado questionamentos quanto a qualidade na cadeia produtiva.
Nesse caso, 0 ato da limpeza na ordenha e a preocupacao com a higiene pessoal, sdo tdo importantes
quantos os equipamentos utilizados para garantir essa qualidade (LIMA, 2021).

A ordenha consiste de técnicas fundamentais que consistem na preparacdo dos tetos das vaca.
O pre- dipping garante a higienizacdo completa dos tetos antes destes serem ordenhados, através da
lavagem com produtos atiassépticos, diminuindo a0 méximo o nimero de agentes patogénicos e
sujidade que possam estar presentes na pele (NETA, 2018).

O pos-dipping € uma etpara de extrema importancia para o controle de novas infec¢des intra-
mamarias e sujidades. Consiste basicamente na desinfeccdo dos tetos ao término da ordenha,
introduzindo completamente os tetos em uma solugdo que contém um desinfetante, com intuito de
reduzir ou até mesmo eliminar o risco de novas infec¢des nas glandulas mamadrias. A imersdo em

solucdo desinfetante podera ser feita pelo uso de caneca para imersdo de tetos, especialmente as de
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modelos “sem retorno”, que impedem o retorno da solugdo apoés contato com o teto (LINHARES,
2021).

A implementagdo do programa de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) em queijarias
artesanais para melhora do amebiente e da manutengao dos recusros naturais ¢ fundamental, pois, traz
beneficios para os produtores rurais de diversas formas, principalmente na melhora da qualidade dos
alimentos, evitando que estes oferegam perigos de natureza fisica, quimica e biologica (SILVA,

2022).

1.5 Legislacio

A fabricacdo de produtos artesanais durante muitas décadas foi marginalizada, pois a
legislacdo criada em 1950 para regulamentar a inspecdo sanitdria do setor industrial também era
aplicada aos produtos produzidos de forma empirica pelos produtores. Isso implicou na dificuldade
de comercializagdo, tendo em vista que o modo de produg¢ao e o controle de qualidade para adequagao
aos parametros exigidos por lei distanciam-se enormemente do modo de producdo industrial
(CAMPOS, 2019; FERNANDES, 2021.)

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), mediante a Resolugao N°® 7
do ano de 2000, estabeleceu uma regularizagdo da produgdo e comercializagdo dos queijos artesanais
através do Servigo de Inspegdo Federal. Resolugdo essa que descreve quais condi¢cdes a maturagao
deve acontecer, nesse caso, sdo colocados no minimo 21 dias, com excecdo do queijo produzido
através do leite cru, no qual, a maturacdo deve ocorrer em 60 dias para sua posterior comercializagao.
Esses requisitos causaram burocracia na comercializagdo e limitavam o processo de maturacao. Como
forma de auxiliar os produtores, o governo do Estado de Minas Gerais por meio do IMA e com o
apoio da Empresa de Assiténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER-
MG), o programa de melhoria na produ¢do de queijo Minas artesanal foi criado permitindo que a
comercializacao do produto fosse feito através do leite cru dentro do Estado (MONTEIRO; CHAVES,
2020).

A partir de 2011 por meio da Instrugdo normativa N° 30 do MAPA, os queijos artesanais
tradicionalmente elaborados a partir de leite cru passaram a ser maturados por um periodo inferior a
60 (sessenta) dias. No entanto, foi preconizado a necessidade da inocuidade e a qualidade serem
comprovadas com analises técnicas devido a reducao desse periodo de maturagao, tendo a abertura

da comercializagdo das demais regides que tivesse essa certificagdo (ANDRADE, 2013). O IMA
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estabelece a Portaria de n® 2033, de 23 de janeiro de 2021, que dispde os parametros e padroes fisico-
quimicos e microbiologicos de alimentos de origem animal e para a 4gua de abastecimento (IMA,

2021).

1.6 Qualidade microbioldégica do queijo Minas artesanal

Para a produgdao do QMA o leite cru ¢ a principal matéria-prima. Além de ser uma fonte de
importantes nutrientes presentes no queijo (proteinas de alto valor biologico, lactose, lipideos,
vitaminas e célcio), ele contém uma variedade de bactérias, as quais, tem participagao no processo de
maturacdo (SALES, 2015).

A atengdo as questdes sanitarias do leite que daréa origem aos produtos artesanais, € vital,pois
o processo quando mal executado coloca em risco a saude publica (FIGUEREIDO, 2018).

A legislagdo exige a utilizagdo de rebanhos sadios, livres de doengas infectocontagiosas ecujos
testes oficiais de zoonoses apresentem resultados negativos. Também, prevé a possibilidadedo Estado
fornecer auxilio para a realizacdo de exames de brucelose e tuberculose, ¢ a reposi¢dode matrizes em
caso de morte através dessas doengas (MINAS GERALIS, 2012).

A 4gua também ¢ um insumo muito importante, principalmente, no ambiente de ordenha,
sendo utilizada tanto nos equipamentos quanto nos tetos das vacas. Com falhas na sanitizagao, a agua
pode atuar como veiculo de transmissdao de microrganismos patogénicos, comprometendo a qualidade
do leite, visto que, passa diretamente pela superficie contaminada. (FERREIRA, 2021). O QMA
apresenta uma comunidade microbioldgica bastante heterogénea que pode ser constituida de
microrganismos tanto desejaveis quanto indesejaveis. Microrganismos desejaveissdo as bactérias
acido-laticas, importantes como agentes fermentativos por apresentarem diversas enzimas
glicoliticas, proteoliticas e lipoliticas, responsaveis por transformaros nutrientes em compostos com
propriedades sensoriais desejaveis, além de produzirem fatores antimicrobianos, como acidos
organicos, bacteriocinas, diacetil e acetaldeido, que podem atuarbeneficamente nos alimentos
(MELLO, 2022). J& os microrganismos indesejaveis saodeteriorantes e/ou patdgenos que,
presentes nos queijos, podem causar problemas sanitarios em todo processo de produgao (FARIA,

2017; NEOPROSPECTA, 2019).
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1.6.1 Microrganismos indesejaveis

1.6.1.1 Staphylococccus

O género Staphylococcus ¢ formado por cocos Gram-positivos, ndo esporulados, com cerca
de 0,5 a 1,5 um de diametro e com coldnias relativamente grandes. As colonias sdo opacas,convexas
e cremosas, podendo ser brancas ou ter um tom amarelado dependendo da espécie (RODRIGUES,
2011).

Sdo microrganismos mesoéfilos com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8°C, sendo
conhecidas como espécies produtoras de exotoxinas termorresistentes em uma temperatura 6tima de
40 a 45°C. Este grupo tem a capacidade de sobreviver e multiplicar em altas quantidades cloreto de
sodio, se referindo a alimentos curados, como os queijos. A atividade de agua (aw) é considerada
minima para a sua metabolizacdo quando comparados a outras bactérias halofilas. Sendo assim, ¢ um
grupo de bactérias que, através dessas versatilidades, consegue crescer com facilidade (FAVILLA,
2017).

Existem alguns fatores que sdo utilizados na pesquisa epidemiologica para validar a
capacidade enterotoxigénica do género Staphylococcus. A produgdo de coagulase ¢ um dos fatoresde
viruléncia mais aceitos. Se trata de uma enzima extracelular que transforma o fibrinogénio emfibrina
e, consequentemente, a coagulacdo do plasma sanguineo, sendo assim, usado para identificar cepas
como o S. aureus (SANTANA et al., 2010).

Os estafilococos sao diferenciados em dois grupos usando o teste de coagulase: coagulase
positiva, geralmente patogénicos, tendo em alguns casos capacidade de colonizagdo assintomatica; e
os coagulase negativa, sejam saprofitas ou causadores de infecgdes oportunistas(GONZALEZ-
MARTIN et al., 2020). O risco causado por cepas de coagulase positivas em alimentados
contaminados se deve pela produgdo de toxinas termoestaveis. Na dgua e emalimentos € comum
a contamina¢do de cepas como o Staphylocccus aureus, sendo um microrganismo que faz parte da
microbiota natural do ser humano, sendo assim, o processo de contaminagéo ¢ facilitado. Essas
toxinas conferem caracteristica de resisténcia, de modo que, os processos de pasteurizacao e
ultrapasteurizagao se tornam inuteis para sua eliminagao. Nesse caso,a intoxicacao estafilococica tem
seu inicio violento havendo sintomatologias, como nduseas, vOmitos, colicas e prostracdo, e
podendo apresentar outros sintomas a medida que se torna mais grave, como cefaleia, caibras

musculares, e modificagdes de pressio e pulsagio (ARAUJO et al., 2022).
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A legislacdo apresenta um padrdo somente para o grupo de coagulase positiva devido a
presencados superantigenos, no qual, a relevancia baseia-se em vdrios surtos de doengas de forma
global eo fato de ser uma toxina termoestavel (OLIVEIRA, 2021). Entretanto, Mendes (2018)
menciona em seu trabalho que a presenca em grandes quantidades do grupo de Staphylococcus
coagulase negativa sdo de grande relevancia para a saude alimentar, pois ja existem relatos que esses
microrganismos também podem produzir a toxina da Sidrome de Choque Toxico, tendo como

consequéncia, uma intoxicagao alimentar.

1.6.1.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella sao bacilos Gram negativo, ndo espiralados, anaerdbios
facultativos e pertencentes a ordem Enterobacterales. A sua presenca em alimentos ¢ de grande
preocupagdo, pois trazem problemas a saude caracterizados por nauseas, febre, dor abdominal,
vomitos ligados a desidratagdo, podendo desencadear sequelas cronicas como a artrite (LUZ et al.,
2020). E um grupo de grande importancia quando se fala em Doengas Transmitidas por Alimentos
(DTAs), em que estdo entre os principais patdgenos envolvidos. A transmissdo ocorreprincipalmente
através de produtos de origem animal que sdo consumidos por humanos, sendo microrganismos que
conseguem sobreviver em ambientes com baixa temperaturas (CAETANO;PAGANO, 2019).

A salmonelose ocorre quando a Salmonella € ingerida em uma quantidade consideravel, na
qual, o microrganismo seja capaz de se multiplicar nas células intestinais liberandotoxinas que
provocam uma destrui¢ao dessas células, e assim, desencadeando um processo inflamatorio. As
subunidades da toxina LT que sdo liberadas em células alvo especificas desregulam a sintese de
nucleotideos ciclicos por ribosilagdo, outra ¢ capaz de cessar a sintese proteica e uma terceira possui
atividade fosfolipase A (PLA). A enterotoxina Snt (Salmonella-enterotixina) ¢ um peptideo
biologicamente ativo que tem acdo na AMPc que desencadeia um quadro diarreico (SEGUNDO,
2020).

O microrganismo tem uma grande importancia para a saude publica, uma vez que a maioria
dos sorotipos sdo de carater patogénico para o ser humano. Ademais, com espécies da bactéria mais
relacionadas a alimentos, como as entéricas, esse fato viabiliza ainda mais a contaminagao, uma vez
que, alimentos como os ovos, podem ser facilmente contaminados, pois as aves infectadas sao
assintomaticas (SANTOS et al., 2020). Esses animais de forma indireta, sdo também capazes de
contaminar outros alimentos, tendo em vista que, em alimentos produzidos em propriedades

familiares, a chance de ocorrer contaminagao cruzada se torna maior.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar os pardmetros microbiologicos de queijo Minas artesanal da microrregido do

TrianguloMineiro com até 22 dias de maturagdo, produzido durante a estacao da seca.

2.2 Objetivos especificos

- Quantificar Staphylococcus coagulase negativo e Staphylococcus coagulase positivo em QMAdo
Tridngulo Mineiro em diferentes periodos de maturacao (0, 10, 14, 17 e 22 dias).
- Investigar presenca de Salmonella spp em QMA do Triangulo Mineiro em diferentes periodosde

maturacao (0, 10, 14, 17 e 22 dias).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostra e local de desenvolvimento da pesquisa

Foi selecionado pela EMATER de Uberlandia um grupo composto por cinco produtores de
QMA dos municipios de Araguari, Uberlandia e Monte Carmelo, registrados no SIM, IMA ouSIF que
atendem aos critérios de interesse e disponibilidade. As coletas e as andlises foram realizadas nos
meses de julho e agosto de 2021, no periodo de seca.

As amostras foram coletadas por colaboradores da EMATER/MG em fazendas, enviadaspara
o Laboratdrio de Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia, Campus Patos de Minas e
analisadas por colaboradores compostos por alunos de graduacdo e de mestrado dos cursos
Engenharia de Alimentos e de Biotecnologia.

Foram utilizadas para o transporte caixas de isopor identificadas, higienizadas, vedadas e
contendo gelo artificial, estrutura necessaria para que nao haja contaminagdo de forma externa e que

a temperatura seja mantida em todo o percurso. Os queijos foram coletados com 0, 10, 14, 17 e 22
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dias de maturagdo. A maturagdo ocorreu na propria fazenda, sob condi¢cdes normalmente aplicadas

no dia a dia.

3.2 Preparo das amostras

No preparo das amostras, os queijos foram partidos, picados e homogeneizados, obtendo-se
25 £ 0,2 g. Essa quantidade foi adicionada a uma garrafa contendo 225 ml de agua peptonada
tamponada e previamente esterilizada (Neogen) para formar a dilui¢io 107!, e assim, posteriormente
realizar diluigdes seriadas em tubos de ensaio. Foi transferido 1 mL da dilui¢do anterior para tubos
contendo 9 mL de 4gua peptonada tamponada e esterilizada, até a concentragdodesejada, levando-se
em consideracdo as contagens de microrganismos nas placas das amostras anteriores e o tempo de
maturacao dos queijos. Todo o processo de plaqueamento foi realizado em triplicata a partir das

diluigdes selecionadas.

3.3 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva e negativa

Para a contagem de Staphylococcus foi utilizado o meio agar Baird Parker (BPA, Neogen)
suplementado com gema de ovo contendo telurito de potassio. Foram selecionadas 3 dilui¢des, sendo
inoculadas em triplicata com auxilio do uma al¢a de Drigalski na superficie do meio de cultura. As
placas foram incubadas a 36 + 1 °C de 30 a 48 horas e para a contagem foram selecionadas aquelas
que continham entre 20-200 colonias.

Foi realizada a contagem de coldnias tipicas e atipicas, sendo consideradas tipicas aquelasnegras
brilhantes com anel opaco, rodeadas por um halo claro, transparente e com um destaque sobre a
opacidade. Ja colonias atipicas se apresentavam com cor acizentada ou negra brilhante, com ou sem
a presenga de halo. Posteriormente, as placas foram submetidas a coloragdo de Gram, e as provas da
catalase e a coagulase.

Na colora¢dao de Gram foram verificadas as caracteristicas morfotinturiais. Em uma laminade
microscopia foi feito esfregaco das colonias obtidas (atipicas e tipicas) e fixadas pelo calor dobico de
Bunsen. Logo em seguida, os esfregacos foram tratados com solugdes: cristal violeta, lugol, etanol-
acetona e fucsina. Essas laminas foram analisadas em microscopios oticos de luz (Opton) com
aumento de 1000x e com o auxilio de 6leo de imersao. Ao analisar a morfologia foiesperado observar

as coldnias em formato de cocos, organizados em “cachos” e com uma colocagdo arrocheada.
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Para a realizacdo da prova de catalase foi acrescentado as colonias suspeitas gotas de perdxido
de hidrogénio 3% (Exodo) em uma lamina de vidro para microscopia, observando-se a ocorréncia ou
auséncia de liberagdo de bolhas. No teste, ¢ possivel verificar a decomposicao do perdxido de
hidrogénio, por enzimas produzidas pelo microrganismo, liberando oxigénio, evidenciado pela
formacdao de bolhas.

O teste de coagulase consistiu em incubar as colonias selecionadas em caldo Brain HeartInfuson
(BHI, Neogen) a 36° C por 24 horas. Em seguida, acrescentou-se plasma de coelho liofilizado
(Coaguplasma, Laboclin), previamente ressuspendido em solugdo de cloreto de s6dio (Dinamica)
solugdo a 1% estéril e os tubos foram novemente incubados a 36 + 1°C por 6 horas. Com a ocorréncia
de coagulagdo ndo muito aparente, a incubacao foi realizada até completar 24 horas. O teste tem como
finalidade verificar a capacidade do microrganismo de transformar o plasma em codgulos visiveis
apos um periodo definido de incubacdo. Uma vez que, as espécies do género Staphylococcus possuem
a enzima responsavel por formar esses coagulos, € possivel confirmar a presenga do microrganismo.

Com os resultados obtidos das provas de coagulase, catalase e a coloracdo de Gram, a contagem

final da presenca do Sphylococcus foi expressos em LOG UFC/g.

3.4 Avaliacao da presenca de Salmonella spp.

Para a andlise da presenca de Salmonella spp. a dilui¢io 10! preparada anteriormente foi
incubada a 37° C em uma estufa de 16 a 24 horas. Posteriormente, na etapa de enriquecimento
seletivo, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL da amostra contida nos frascos e inoculada em um tubo
contendo 5,0 mL do caldo Rappaport Vassiliadis (RV, Neogen). Os tubos foram incubados a 41 (£
0,5°C), em banho-maria, com agita¢do ou circulagdo continua de adgua, de 24 a 30 horas. Apos a
incubacgdo agitou-se manualmente o tubo de enriquecimento seletivo da etapa anterior e com auxilio
de uma alga de inoculagdo foi feita a técnica de estriamento em meio Agardesoxicolato-lisina-xilose
(XLD, Neogen). As placas foram incubadas a 36°C, de 18 a 24 horas. Apods a finaliza¢do do periodo
de incubacgdo, seguiu-se para a etapa final de confirmacao. Observou-se o desenvolvimento das
coldnias nas placas, sendo consideradas colonias tipicas de Sa/monella spp. aquelas que apresentaram
no agar XLD com coloragio negra, devido a formagdo de H>S, lisas e com bordas arredondadas.

A verificacdo da presenga da Salmonella spp. de todas as coldnias (atipicas e tipicas), foi
realizada com o teste Reveal — Salmonella TestSystem (AOAC Licenca 960801), de acordo com os

procedimentos determinados pelo fornecedor.
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3.5 Analises Estatisticas

Para analise estatistica dos dados, foram utilizados os programas Graph Prad Prism versdo 5.0. Devido
a falta de normalidade e homogeneidade de variancia, foram realizados testes ndo paramétricos.

Para a comparacao dos resultados microbioldgicos entre os dias de maturacao avaliados, utilizou-se o

teste de Mann Whitney devido a falta dos pardmetros para a ANOVA, seguida de post hoc de Dunn.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Os resultados da contagem de Staphylococcus coagulase positiva das amostras analisadas
referente ao periodo da seca e nos dias de maturacdo 0, 10, 14, 17 e 22 estdo representados na
Tabela 1 e na Figura 3. Houve diferenca significativa (p<0,05) ao comparar os dias de maturagdo
mediante aos valores da mediana.

Foram analisadas contagens altas de Staphylococcus coagulase positiva no primeiro dia
de producao. E ao longo dos dias de maturacdo sdo verificadas oscilagcdes nessas contagens.

Tendo as anélises realizadas em grupo, no primeiro dia de fabricagdo e no décimo de
maturagdo somente um produto chegou no limite da legislagdo. No décimo quarto dia e no
vigésimo segundo dia trés do total conseguiram chegar. Ja no décimo sétimo dia, somente dois

produtos estavam dentro do padrao.

Tabela 1: Medianas (UFC/g), coeficientes de variagdo (CV) e % de produtores que atendem ao
padrao dalegislacdo para a contagem de Staphylococcus coagulase positiva em QMA do grupo
de 5 produtores do Tridngulo Mineiro durante 22 dias de maturacdo no periodo de seca.

Dias de Maturacao Mediana (UFC/g) CV (%) Legislagdo
0 9,47x10% B 69,57 20% (1/5)

10 1,16x10%B 146,82 20% (1/5)

14 1,00x103 A 236,16 60% (3/5)

17 4,00x10%B 199,07 40% (2/5)

22 1,00x103 4 185,10 60% (3/5)

Medianas seguidas por letras distintas na linha, diferem entre si pelo teste Mann Whitney (p<0,05)
n=5. Valor padrio da legislagio 1,00x10° segundo a Portaria IMA 2033 de janeiro de 2021.
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Figura 3 — Contagem de Staphylococcus coagulase positivo ao longo do processo de maturagdo em

um periodo da seca do QMA do Tridngulo Mineiro

Staphylococcus coagulase positiva
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Dias de maturagao
—@— Seca(log mediana) —g@— Legislagdo ..... Linear (Seca(log mediana))

Os queijos avaliados no dia de fabricagdo e no décimo dia apresentaram contagens elevadas
de microrganismos. No décimo quarto dia de maturagdo, foi verificada uma redugdo nacontagem
atingindo o limite padrao exigido pela legislacdo. No entanto, no décimo sétimo dia dematuracao
ocorre novamente um aumento dessa contagem, seguida de uma nova oscilagdo, com declineo no
vigésimo segundo dia até o limite permitido pela legislacdo. Mediante esses resultados e através do
trabalho relatado por Cruvinel (2019), além da importancia da produ¢do de queijos artesanais seguir
o padrao exigido pela legislacao, existem varios parametros na parte da manipula¢do que podem ser
interferentes na garantia de uma boa qualidade do produto final: o uso de utensilios e recipientes; uso
da matéria prima (leite) e deaditivos (pingo, sal e coalho); uso da fonte de dgua; vestimenta do
manipulador; e inconformidade quanto a higiene pessoal.

O local de maturagdo também pode ter sido um fator interferente nos resultados no
processo de maturagdo. A utilizacdo de prateleiras de madeira ainda ¢ uma forma comumente
utilizada para cura de queijos feitos de forma artesanal. O IMA através da Portaria N°518, de 14
de junho de 2002, permiti o uso do material. A sua superficie consiste de porosidades que facilitam
o processo de contaminacdo, sendo assim, ummaterial que em sua grande maioria ndo pode ser
limpo e desinfetado, além de sofrer facildesgaste (SILVA, 2019). A formacao de biofilmes em

estruturas porosas € facilitada, uma vez que, essas comunidades de bactérias, como as da espécie
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Staphylococcus aureus, produzem umamatriz polimérica que aderem de forma resistente a superficies,
sendo resistentes a procedimentosde saneamento. Essa colonizagdo atinge de forma negativa o
produto, pois eleva a contagem demicrorganismos indesejaveis (BENINCA, 2018).

Fatores intrinsecos aos queijos no processo de maturagao como a perda de umidade, o aumento
de acidez, a queda de ph e a concentracao de sal, além de conferir sabor e textura caracteristica, inibem
o crescimento de microrganismos. Porém, existem casos em que esses fatores ndo sdo suficientes para
a diminui¢do de contagem devido a tolerancia dos microrganismosa esses fatores. Além dos processos
de manipulagdo e do local de maturagdo, a qualidade do leitetambém pode modificar o produto final
(BENINCA, 2018). Sudré (2018) aborda em seu trabalho a importancia de fatores como raga, espécie,
estado nutricional, individualidade, satide e estdgio de lactacdo do animal para uma determinada
qualidade do leite e, como consequéncia, as caracteristicas dos queijos.O leite como matéria-prima
para fabricacdo de queijos deve ser proveniente de animais sadios com baixa contagem de células
somaticas (auséncia de inflamagdes nas glandulas mamarias ), livre de impurezas quimicas, odores e
acidos organicos que venham afetar o flavour do queijo e livre de antibioticos a fim de evitar a inibigao
das bactérias do fermento latico. A mastite ¢ uma infermidade comumente acometidas nesses animais
(SUDRE, 2018).

Em trabalhos como de Soares (2014), ndo foi verificada reducao significativa na contagem de
Staphylococcus coagulase positiva ao longo de 26 dias de maturagdo em queijos artesanais produzidos
em Uberlandia.

Analisando os queijos na regido de Araxd, Sales (2015) observou que a partir do 14° dia de
maturagdo o limite do padrdo da legislacdo foi atingido.

Em trabalho realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, tendo como regido avaliada o Cerrado,
Rodrigues (2021) obteve em seus resultados em todos os dias de maturagao avaliados uma contagem
de Staphylococcus coagulase positiva dentro do padrdao da legislagdo. Isso € positivo para os
produtores da regido e para a populagcdo consumidora, uma vez que, demonstra uma boa qualidade
microbiologica do produto para a comercializacdo, antes mesmo de se completar os 22 dias de

maturagdo exigidos por lei.

4.2 Contagem de Staphylococcus coagulase negativa

Na Tabela 2 e Figura 4, estdo demonstrados os resultados das contagens de Staphylococcus
coagulase negativo dos queijos analisados nos periodos de seca com 0, 10, 17 e 14 e 22 dias de

maturagdo. Apesar da tendéncia de aumento no nimero de microrganismos, ndo houve diferenca
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significativa (p<0,05) na contagem entre os dias de maturagdo avaliados.
A tabela ndo traz as informagdes referentes aos valores correspondentes a legislagdo, uma vez

que, nao existe um padrao de contagem por meio da Portaria 2033, de 23 de janeiro de 2021.

Tabela 2: Medianas (UFC/g), coeficientes de variagdao (CV) que atendem ao padrdo da
legislacdo para a contagem de Staphylococcus coagulase negativa em QMA do grupo de nove
produtores do Triangulo Mineiro durante 22 dias de maturagao no periodo de seca.

Dias de Maturagao Mediana (UFC/g) CV (%)
0 1,01x10% A 272,62
10 3,47x10* A 166,95
14 1,27x105 A 109,11
17 1,67x10° A 97,11
22 1,09x10° A 144,13

Medianas seguidas por letras iguais na linha, equiparam entre si pelo teste Mann Whitney (p<0,05)
n=35.

Figura 4 — Contagens de Staphylococcus coagulase negativo ao longo do processo de

maturagdo e em um periodo do ano do QMA do Triangulo Mineiro

Staphylococcus coagulase negativa
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O aumento na contagem de microrganismos pode ser justificado pela constante manipulacao
sem cuidados com a higiene necessaria, principalmente, quando esses queijos sdo virados nas
prateleiras ou bancadas diariamente (SANTOS, 2013). Medidas cautelosas sdoessenciais para a
diminui¢do desses microrganismos, uma vez que, o processo de maturacdo ndo foi capaz de
proporcionar essa redugdo. Rodrigues (2021), dentro do grupo de pesquisa com a regido do Cerrado
no periodo da seca, também obteve em seus resultados altas contagens do grupode coagulase negativa,

com aumento ao longo do periodo analisado.
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O crescimento desse grupo de microrganismo ¢ considerado um problema, tanto quanto o
crescimento do grupo de SCP. Trabalhos como o de Silva (2022) relatam a existéncia de endotoxinas
produzidas pelos SCN, o qual envolveu linhagens de Staphylococcus coagulase negativa e revelou
genes relacionados com o potencial patogénico, além da sua importancia comoum reservatorio de

genes, que podem ser transferidos para outras bactérias presentes em um mesmo nicho ecoldgico.

4.3 Resultados de Salmonella spp.

Foi verificada a presenga de Salmonella spp. em amostras com 10, 14, 17 e 22 dias de
maturagao de um unico produtor no periodo avaliado. Tal fato se da pelos possiveis fatores:
contamina¢do na estrutura e area fisica pos-producdo, manipulagdo durante a lavegem e viragem,
contato com agua e/ou utensilios contaminados e portador assintomatico (MELO, 2021, RAMOS;
SILVA; RIBEIRO; NASCIMENTO, 2021). Sendo assim, a necessidade das boas praticas, sao
importantes ndo s6 na pratica da ordenha e no processo de fabricagdo, mas na p6s produgao.

Figueredo (2018) na regido da Serra do Salitre ¢ Resende (2014) na regido de Campo das
Vertentes, ndo identificaram o género Salmonella em nenhuma das amostras analisadas. Soares
(2014), detectou Salmonella spp. em uma das 40 amostras analisadas no primeiro dia de maturagao
em queijos minas artesanal na regido de Uberlandia. Lempk (2018) verificou a presenca da bactéria
em duas amostras de um grupo de dezoito amostras de queijos artesanais maturados em temperatura
ambiente na cidade de Montes Claros. Rodrigues (2021) obteve em seu trabalhoum resultado positivo
para Salmonella spp. em apenas uma amostra, com 1 dia de maturagdo, porém, nos outros dias de

maturacdo nao foi observada mais a presenca.

CONCLUSAO

No presente trabalho foi possivel observar uma oscilagdo na contagem de Staphylococcus
coagulase positiva, com maiores contagens deste microrganismo no inicio do processo de maturacao.
Em contraponto, o grupo de Staphylococcus coagulase negativa apresentou uma contagem alta em
todos os periodos avaliados. Tais fatos podem ser resultado de condi¢des higi€nico-sanitdrias
insatisfatorias no momento da viragem, lavagem e/ou raspagem dos queijos; instalacdes inadequadas

ou contaminadas na camara de maturacao; e ainda pela tolerancia desses microrganismos a perda de
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umidade, aumento de acidez, queda de pH e a concentracdo de sal.

Salmonella foi identificada em apenas uma amostra de queijo do décimo até o vigésimo
segundo dia de maturagdo. Sugere-se que tenha ocorrido uma contaminag¢do posterior ao de processo
fabricagdo. Eventualmente, o manipulador das queijarias pode apresentar contaminagao assintomatica,
ou ainda por se tratar de uma producao familiar, frequentemente, o mesmo individuo pode atuar em
varias atividades, favorecendo contaminag¢ao cruzada.

O processo de maturagdo nao foi eficiente na reducdo da contagem dos grupo de
Staphylococcus coagulase negativa e positiva, além de ndo inbir a presenca de Salmonella. E uma
etapa que por si s6 ndo confere inibi¢ao ou a reducao de microrganismos. Diante disso, melhorias na
cadeia produtiva, com emprego das Boas Praticas Agopecuarias e de Fabricagdo, podem auxiliar os

produtores na obten¢do de um QMA de boa qualidade e dentro do padrdo exigido pela legislacao.
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