UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos
Departamento de Alimentos e Nutricao Experimental

Avaliacao microbiolégica de queijos minas artesanais
provenientes da Serra da Canastra durante e apés o periodo

de maturacao

Gabriela Zampieri Campos

Dissertacdo para obtencdo do Titulo de Mestre

Orientador: Prof. Dr. Uelinton Manoel Pinto

Sao Paulo
2019



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncia dos Alimentos
Departamento de Alimentos e Nutricao Experimental
Area de Bromatologia

Avaliacao microbiolégica de queijos minas artesanais
provenientes da Serra da Canastra durante e apds o periodo

de maturacao

Gabriela Zampieri Campos

Versao corrigida da Dissertacdo conforme resolugdo CoPGr 6018.

Dissertacao para obtencéo do Titulo de Mestre

Orientador: Prof. Dr. Uelinton Manoel Pinto

Sao Paulo
2019



Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Secio Técnica de Informatica do ICMC/USF e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentagio do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientagdo de catalogagdo da publicagao:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Campos, Gabriela Zampieri

Cl%8a Avaliacic microbioldgica de gueijos minas
artesanais provenientes da Serra da Canastra
durante & apds o pericdo de maturagio / Gabriela

Fampieri Campos. - S5380 Paule, 2019,
89 p.
Dissertacio (mestrado) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de 530 Paulo.
Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental.
Orientader: Pinte, Uelinten Manoal

1. Queije minas artesanal da Canastra. 2.
Seguranca de alimentos. 3. Patdgenos alimentares. 4.
Micro-organismos indicadores. I. T. II. Pinto,
Uelinton Mancel, orientador.







Gabriela Zampieri Campos

Avaliacao microbioldgica de queijos minas artesanais
provenientes da Serra da Canastra durante e apos o periodo
de maturacao

Comisséo Julgadora
da
Dissertacao para obtencéo do Titulo de Mestre

Prof. Dr.
orientador/presidente

1o. examinador

20. examinador

30. examinador

40. examinador

Sao Paulo, de de 2019




AGRADECIMENTOS

Primeiramente o meu agradecimento é a Deus pela saude, forca e sabedoria para
batalhar e nunca desistir diante de todos os desafios dessa fase.

Ao meu orientador Uelinton M. Pinto pela oportunidade, confiancga, ajuda, dedicacéo,
paciéncia, aprendizado e por contribuir para tornar esse sonho possivel.

Aos membros da banca julgadora composta por Bernadette D. G. M. Franco, Evelise
Oliveira Telles, Leo Kunigk e ao presidente da banca Thomas Prates Ong pelas
contribuicdes para o enriquecimento do trabalho.

As professoras Mariza Landgraf e Bernadette Franco pela oportunidade de
aprendizagem na disciplina ministrada por elas ao qual fui monitora e por todos os
ensinamentos em sala de aula durante a pés-graduacao.

A Katia Leani e dona Lucia, funcionarias do laboratério de microbiologia, pela ajuda,
paciéncia e ensinamentos.

Aos meus companheiros de pesquisa Raquel Oliveira, Ana Paulina Arellano, Thamires
Guarnieri (iniciacao cientifica), Gustavo Lacorte, Luciano Queiroz e Wiliam Isidoro por
toda a ajuda dentro e fora do laboratdrio.

Aos amigos que fiz durante essa jornada e levarei para sempre comigo: Ana Clara
Candelaria, Carlos Tersarotto, Débora Oliveira e Marcelo Belchior. Deixaram minha
rotina mais feliz e leve.

A todos os colegas do laboratorio de microbiologia pela amizade.

Aos produtores de queijo da Serra da Canastra e a Associacao dos Produtores de
Queijo da Serra da Canastra (APROCAN) que aceitaram participar dessa pesquisa. A
Gabriela Almeida, veterinaria da APROCAN, pela disponibilidade me recebendo
durante alguns dias em sua casa para realizacédo do estudo in loco e pela ajuda.

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pois o
presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.

Ao FORC (Food Research Center) e Fundagcdo de Amparo a Pesquisa de Séo Paulo
(FAPESP) pela contribuig&o financeira para o desenvolvimento deste projeto e ajuda
de custo para apresentacao do trabalho em congressos cientificos.

A todos professores da USP com os quais tive oportunidade de adquirir conhecimento
atraves de disciplinas, palestras, workshops.

A todos os funcionarios da FCF/USP por toda a ajuda.

Ao meu marido Guilherme, que desde o inicio me apoiou, me incentivou, teve
paciéncia, compreensdo, companheirismo e amor. Aos meus pais Shyrlei e Antonio,
que nunca pouparam esforcos para me ajudar, sempre estiveram presentes, mesmo
a 400 km de distancia, e que foram meus maiores motivadores.

Agradeco também ao meu cunhado Vitor, sogra Rute e sogro Wagner que também
sempre estiveram presentes e me motivando.



RESUMO

CAMPOS, G. Z. Avaliagcdo microbiolégica de queijos minas artesanais
provenientes da Serra da Canastradurante e ap6s o periodo de maturagao. 2019.
90p. Dissertacao (Mestrado). Programa de Pds-graduacao em Ciéncia dos Alimentos.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, SP, 2019.

O gueijo minas artesanal da Canastra é produzido na regido da Serra da Canastra por
pequenos produtores, sendo que alguns sao cadastrados no Programa Queijo Minas
Artesanal (PQMA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA). Por ser fabricado com
leite cru, é importante que os patégenos que podem ser veiculados sejam controlados
durante e apds o periodo minimo de maturacédo do queijo de 22 dias. Este trabalho
avaliou as caracteristicas microbiolégicas de queijos obtidos de 78 produtores rurais
da regido da Canastra ap6s a maturacdo e de trés produtores rurais durante
maturacdo. As contagens de coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus
coagulase positiva foram realizadas em placas Petrifilm® (3M). A deteccdo de
Salmonella spp. foi realizada utilizando o método ISO 6579: 2002 e por PCR
convencional e Listeria monocytogenes foi investigada de acordo com o método ISO
11290-1:1996/(A) 1: 2004 e PCR convencional. A contagem de Enterobacteriaceae
foi determinada pelo método APHA 9.62: 2015. As mensuracbes de pH foram
realizadas de acordo com o método IAL 017/IV em pHmetro digital BEL engineering e
aferidas diretamente com pHmetro Hanna Instruments e a atividade de agua (aw) em
analisador Aqua Lab. No estudo realizado ao longo da maturacdo, as analises
indicaram que as amostras, todas provenientes de produtores cadastrados no PQMA,
atingiram os limites estabelecidos pela legislagdo antes dos 22 dias de maturacao.
Houve diferenca significativa (p<0,05) no pH das amostras ao longo da maturacéo,
embora este parametro ndo tenha correlacdo com as contagens analisadas. Ja no
estudo p6s maturacdo, os resultados mostraram que 54% das amostras dos
produtores cadastradas e 65% das amostras dos produtores ndo cadastradas no
PQMA nao atenderam a pelo menos um parametro microbiolégico exigido pela
legislacdo. As contagens obtidas para Enterobacteriaceae variaram de <1 a 6,6 log
UFCl/g, para coliformes totais de <1 a 6,4 log UFC/g, E. coli de <1 a 5,8 log UFC/g e
Staphylococcus coagulase positiva de <1 a 7,6 log UFC/g. Em nenhuma amostra foi
encontrada Salmonella spp e L. monocytogenes foi detectada e confirmada por PCR
em uma amostra analisada. Os valores obtidos de pH e aw estratificados em grupos
que atendem e ndo atendem a legislacdo ndo mostraram diferenca significativa,
sugerindo que esses parametros nao sdo bons indicadores de qualidade
microbiolégica do produto. O elevado numero de ndo-conformidades indica que séao
necessarios esforgos para melhoria das condi¢des higiénico-sanitarias refletidas por
meio dos indicadores microbiolégicos. O registro no PQMA mostrou-se efetivo durante
o estudo da maturacdo, mas nao teve o mesmo resultado no estudo mais abrangente
realizado pés maturacéo. S&o necessarios mais esfor¢cos dos produtores (cadastrados
e ndo cadastrados) bem como dos 6rgaos reguladores para melhoria dos indicadores
microbioldgicos.

Palavras chave: Queijo minas artesanal da Canastra; seguranca de alimentos;
patdgenos alimentares; micro-organismos indicadores.



ABSTRACT

CAMPOS, G. Z. Microbiological evaluation of artisanal minas cheeses from Serra
da Canastra during and after the ripening period. 2019. 90p. Dissertation (Master
Degree). Graduate Program in Food Science, Faculty of Pharmaceutical Sciences,
University of Sao Paulo, SP, Brazil, 2019.

Canastra artisanal minas cheese is produced in the Serra da Canastra region by small
farmers who may or may not be registered in the Artisanal Minas Cheese Program
(PQMA) of the Agricultural Institute of Minas Gerais (IMA). Since this cheese is made
from raw milk, it is important that the pathogens that may be carried in this product are
controlled during the 22 days of ripening. This work evaluated the microbiological
characteristics of cheese samples from 78 rural properties in the Canastra region after
the ripening period and during ripening in three rural properties. Total coliform counts,
Escherichia coli and Staphylococcus coagulase positive were performed on Petrifilm®
plates (3M). The detection of Salmonella spp. was performed using the ISO 6579: 2002
method and conventional PCR and Listeria monocytogenes was investigated
according to ISO 11290-1: 1996/(A) 1: 2004 and conventional PCR. The
Enterobacteriaceae count was determined by the APHA method 9.62: 2015. The pH
analyzes were performed according to the IAL 017/IV method on a BEL engineering
digital pHmeter and measuring directly with Hanna Instruments pHmeter and the water
activity (aw) in Aqua Lab analyzer. In the study carried out during ripening, the analyzes
indicated that the samples, all from properties registered in the PQMA, reached the
limits established by the legislation before the 22 days of ripening. There was a
significant difference (p <0.05) in the pH of the samples during ripening, even though
this parameter did no correlate with the microbiological counts. In the post-ripening
study, the results showed that 54% of samples from PQMA registered properties and
65% of samples from non-registered properties did not comply with at least one
microbiological parameter required by the legislation. Enterobacteriaceae counts
ranged from <1 to 6.6 log CFU/qg, for total coliforms from <1 to 6.4 log CFU/g, E. coli
from <1 to 5.8 log CFU/g and Staphylococcus coagulase positive from <1 to 7.6 log
CFU/g. Salmonella spp was not detected and L. monocytogenes was detected and
confirmed by conventional methodology and by PCR in one analyzed sample. The pH
and aw values stratified in groups that complied and did not comply with the legislation
showed no significant difference, suggesting that these parameters are not good
indicators of microbiological safety of the product. The high number of nonconformities
indicates that efforts are needed to improve the hygiene and sanitary conditions
reflected through the microbiological indicators. The PQMA registration was effective
during the ripening study but did not have the same result in the larger post-ripening
study. More efforts are needed from producers (registered and non-registered) as well
as regulators to improve microbiological indicators of this cheese.

Keywords: Canastra artisanal minas cheese; food safety; foodborne pathogens;
indicator micro-organisms.
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1. INTRODUCAO

O queijo minas artesanal € um dos queijos mais conhecidos e apreciados pelos
consumidores brasileiros. O comeco de sua producdo ocorreu com a chegada dos
portugueses em Minas Gerais, no século XVIII, que introduziram suas técnicas de
fabricacao originarias da Serra da Estrela em Portugal, passando por modificacfes,
de acordo com cada regido produtora do estado (IPHAN, 2006). No ano de 2006, o
gueijo minas artesanal foi reconhecido pelo Instituto do Patriménio Historico e Artistico
Nacional (IPHAN) devido ao seu histérico cultural, sua forma artesanal de producéo e
sua importancia econdmica para a regiao.

Entre os tipos de queijos artesanais mineiros, destaca-se o queijo da Canastra,
gue é um queijo do tipo semi-duro, de média umidade e maturado, produzido na regido
da Serra da Canastra, localizada no estado de Minas Gerais. Em seu preparo €
utilizado leite cru, ou seja, sem tratamento térmico, e um fermento endégeno chamado
“pingo” ou “soro-fermento”, originario da etapa de dessoramento do queijo do dia
anterior e utilizado para a fermentacdo do produto diariamente. Os produtores desse
alimento geralmente sdo agricultores que podem ou nao estar cadastrados no
Programa do Queijo Minas Artesanal (PQMA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA), o que possibilitava, até 2018, a venda legal desse produto dentro do estado de
Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2012).

O periodo de maturacéo do queijo minas artesanal € muito importante visto que
as comunidades microbianas auxiliam na determinacéo do sabor, aroma, textura e no
controle de patdégenos. A producédo de 4cidos orgéanicos, que resulta na mudanca de
pH do meio, aliados ao baixo potencial de oxi-reducdo, bem como a competicdo por
nutrientes pelos micro-organismos, controlam o crescimento e composi¢do da
microbiota de queijo. Além disso, durante o periodo de maturagédo, ocorre producéo
de peroxido de hidrogénio, dioxido de carbono, acetaldeido, diacetil e bacteriocinas
por bactérias do &cido latico, o que também contribui para o controle de patégenos
(McSWEENEY et al., 2017).

O uso do leite cru é um fator de risco para a seguranc¢a do produto e, portanto,
€ importante que os patdogenos que podem ser veiculados por esta matéria prima

sejam controlados durante e apds o periodo minimo de maturagao.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar os indicadores de higiene e seguranca microbiolégica, focado nas
bactérias da familia Enterobacteriacea, coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva, Salmonella e Listeria monocytogenes, bem como
aspectos fisico-quimicos, como pH e atividade de agua, do queijo minas artesanal da

Canastra durante e apo6s o periodo de maturacéao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar e comparar com a legislacdo vigente os indicadores de higiene,
seguranca microbiolégica e caracteristicas fisico-quimicas de queijo minas artesanal
da Canastra provenientes de produtores cadastrados no PQMA, no decorrer da
maturacao;

v Avaliar e comparar com a legislacdo vigente os indicadores de higiene,
seguranca microbiolégica e caracteristicas fisico-quimicas de queijo minas artesanal
da Canastra, apds o periodo de maturacdo, em amostras provenientes de produtores
cadastrados e ndo cadastrados no PQMA;

v Avaliar a relacdo entre as caracteristicas fisico-quimicas e as contagens dos
indicadores e a presenca de patégenos;

v Coletar dados microbioldgicos para possivel revisdo da legislacdo para queijo

minas artesanal.

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. QUEIJO MINAS ARTESANAL

Dados de 2015 indicam que a producéo de leite voltada a fabricacao de queijo
no Brasil foi de 11 bilhdes de litros, 0 que equivale a quase metade da producédo do
leite no pais. No ano de 2017 foram produzidas mais de um milhdo de toneladas de
gueijo em todo o territério nacional, sendo o consumo desse produto de
aproximadamente 5,5 quilos por habitante, por ano (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
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INDUSTRIA DE QUEIJO, 2017). O estado de Minas Gerais € o maior produtor de
gueijo do Brasil, e dentro do estado, a regiao Centro-Sul destaca-se entre as demais
devido a producéo de queijo artesanal. Entre 0s queijos artesanais produzidos no pais,
0 queijo minas artesanal € o mais tradicional e antigo, ja que sua producédo comecou
com os portugueses no século XVIII.

De acordo com a Lei n°® 23.157 de 18 de dezembro de 2018, enquadra-se
como queijo minas artesanal “o queijo elaborado com leite integral fresco e cru e com
caracteristicas de identidade e qualidade especificas (MINAS GERAIS, 2018). O
queijo minas artesanal € um tipo de queijo semi-duro, sendo o valor de sua umidade
em base Umida de até 45,9% (MINAS GERAIS, 2008).

O gueijo minas artesanal € produzido em sete regides de Minas Gerais (Figura
1), com certificacdo de origem: Campo das Vertentes, Araxa, Canastra, Cerrado,
Serro, Serra do Salitre e Triangulo Mineiro (IMA, 2018). Segunda a Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER-MG)
(2017), ha no estado cerca de 30.000 produtores de queijos artesanais, sendo que
9.000 sao produtores de queijo minas artesanal e estdo localizados nas sete regifes,
produzindo anualmente 50 mil toneladas de queijo. Ao todo, 503 municipios em todo
estado abrigam esses produtores de queijo artesanal, originando 250 toneladas de
queijo diariamente (EMBRAPA, 2018).
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Figura 1: As sete regides produtoras de queijo minas artesanal.
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Fonte: EMATER, 2004.

No ano de 2002, o governo do estado de Minas Gerais, com 0 apoio da
EMATER-MG e IMA, criou o Programa Queijo Minas Artesanal (PQMA). Esse
programa tem como objetivo contemplar a “organizagdo e padronizacdo dos
produtores, padronizacdo de produtos, normatizacdo de processos de produtos,
normatizacao de processos de producao, embalagens, comercializacao e certificacao
da origem e qualidade de seus queijos” (EMATER, 2002).

O cadastro e registro dos produtores sdo de responsabilidade do IMA, 6rgéo
estadual credenciado junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA), ao qual realiza as inspecdes sanitarias das queijarias. Dentre as
responsabilidades da queijaria cadastrada, pode-se citar o certificado de conclusao
do curso de boas préaticas de ordenha (BPO) e de fabricacdo (BPF) pelos
manipuladores; manual de boas praticas de ordenha e de fabricacdo; exame
microbiolégico e fisico—quimico da agua de abastecimento; exame microbioldgico e
fisico-quimico do queijo, conforme parametros estabelecidos pelo servico de
inspecao; e exame negativo de brucelose e tuberculose de todos os animais. A
EMATER-MG auxilia aos produtores com programas de assisténcia técnica, como,
por exemplo, cursos de boas praticas de fabricacdo, programas de concessdo de

créditos, facilitando assim a concessao do cadastro no programa.



17

Entre as praticas adotadas pelas queijarias cadastradas no PQMA como
controle de BPO e BPF estéo: controle diario da Potabilidade da 4gua (mensuragéo
do nivel de cloro e pH); acidez do leite e do fermento enddgeno (pingo), bem como a
mensuracao da temperatura e umidade da queijaria; registros de limpezas da sala de
ordenha (higienizac&o dos Uberes e tetos dos animais antes (pré-dipping) e apos (pos-
dipping) a ordenha, teste da caneca de fundo preto, limpeza do equipamento de
ordenha, lavagem do chao, limpeza de dejetos, troca/calibragem de equipamentos) e
queijaria (higienizacdo dos funcionarios, higienizacdo dos utensilios, bancas,
armarios, prateleiras, pia); rastreabilidade/controle de producdo (tipo de queijo
produzido, quantidade produzida, data de saida, local de expedi¢do). Como controle
semanal séo feitos os testes de Alizarol e teste de CMT (California Mastistis Test) e
semestralmente séo realizadas as limpezas de reservatoérios de agua. O controle de
pragas é feito sempre que a queijaria necessitar.

Vale ressaltar que queijaria cadastrada € “o estabelecimento rural que elabora
o produto e comercializa-o no estado de Minas Gerais”; queijaria relacionada € “o
estabelecimento rural que elabora o queijo e estd vinculada a um Entreposto”;
Entreposto registrado é “o0 estabelecimento que recebe, matura, classifica e embala o
queijo e comercializa o produto em todo territério devido ao registro no Sistema
Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (SISBI-POA)” e queijaria
registrada é “o estabelecimento rural que elabora o queijo, com maturacéo prevista na
legislacdo, e comercializa o produto nacionalmente devido ao registro no SISBI” (IMA,
2018). Até o ano de 2017, existiam 254 queijarias cadastradas no PQMA e apenas
cinco dessas queijarias e dois entrepostos eram registrados no SISBI (IMA, 2017).

3.2. EVOLUCAO DA LEGISLACAO BRASILEIRA A RESPEITO DE QUEIJOS
ARTESANAIS

A Lei 1.283 de 1950 (BRASIL, 1950) e o Decreto Lei 30.691 de 1952 (BRASIL,
1952) tiveram por objetivo a criagdo da obrigatoriedade de fiscalizagdo industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, visando tornar a producdo desses alimentos
mais homogénea, frente a seguranca dos alimentos e a propria maneira de producao

industrial. Com o Regulamento e Inspecdo Industrial e Sanitaria de produtos de
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Origem Animal (RIISPOA), veio a criacdo do Servico de Inspecdo Federal (SIF),
tornando possivel a comercializagdo dos produtos de origem animal fora do estado
originario de producéo. Para o estabelecimento receber o selo do SIF, 0 mesmo passa
por muitas fases de fiscalizacdo e inspecao, realizadas pelo Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (Dipoa), da Secretaria de Defesa
Agropecuaria (SDA/Mapa) (MAPA, 2017). Logo, os produtos artesanais e industriais
eram fiscalizados e inspecionados da mesma forma. Este descompasse gerou para a
maioria dos produtores artesanais uma dificuldade para comercializacdo de seus
produtos, ja que a quantidade, o modo de producdo e controle de qualidade para
adequacao aos parametros exigidos por lei distanciam-se enormemente do modo de
producao industrial.

Os produtores de queijo artesanal fazem parte dos que buscam pela
heterogeneidade da legislacao, visto que, assim como os demais produtos artesanais,
o modo de producdo, quantidade e controle de qualidade diferem-se dos queijos
produzidos de forma industrial (BRAGA, 2018). A partir da criacdo do RIISPOA, uma
acao continua pela adequacédo da legislacao para esses produtores, com criacdo de
novas regulamentacdes especificas para os queijos produzidos de maneira artesanal
em todo o territorio brasileiro vem acontecendo, como pode ser visto no Quadro 1.

Quadro 1: Historico e evolucao das legislacdes de queijos artesanais

brasileiros aplicaveis ao produtor.

Legislacéo Origem Pontos relevantes
Lei 1.283, de 18 de | Federal Torna obrigatéria a fiscalizacao
dezembro de 1950 industrial e sanitaria de produtos

de origem animal comestiveis e

nao comestiveis.

Decreto Lei 30.691, de | Federal Criacao do RIISPOA -
29 de marco de 1952 Regulamento da Inspecéao
(Revogado pelo Industrial e Sanitaria de Produtos
Decreto n° 9.013, de de Origem Animal.

29/3/2017)




Selo SIF — Servigo de Inspecédo
Federal — comercializagéo entre

estados.

Queijo “minas” padrao - obtido de
leite integral ou padronizado,
pasteurizado, de massa crua,
prensado  mecanicamente e
devidamente maturado durante
20 (vinte) dias.

Lei 7.889, de 13 de

novembro de 1989

Federal

Complementa a Lei 1.283/1950:
Ministério da Agricultura fiscaliza
0 comeércio interestadual e
internacional. Secretarias dos
Estados, Distrito Federal e dos
Territorios fiscalizam comercio
intermunicipal.

Secretarias ou Departamentos de
Agricultura dos Municipios

fiscalizam comércio municipal.

Portaria 146, de 7 de
marco de 1996

Federal

Regulamentos  Técnicos de
Identidade e Qualidade dos

Produtos Lacteos.

Queijo feito com leite nao
pasteurizado deve ter processo
de maturacdo a uma temperatura
superior aos 5°C, durante um

tempo néo inferior a 60 dias.

Resolucdo 07, de 28
de novembro de 2000

Federal

Oficializa 0S critérios de

funcionamento e de controle da
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producéo de Queijarias, para seu

relacionamento junto ao SIF.

Queijo Minas pode ser produzido
a partir de leite cru e s6 podera ser
comercializado para o consumo
60 dias de

maturacdo em entreposto de

apos cura ou

laticinios registrado no SIF.

Instrugdo  Normativa
30, de 26 de junho de

2001

Federal

Técnicos de
Qualidade de

Manteiga da Terra ou Manteiga de

Regulamentos

Identidade e

Garrafa; Queijo de Coalho e

Queijo de Manteiga.

Lei Estadual 14.185,
de 31 de janeiro de
2002 (Revogada pela
Lei N° 20549 DE

18/12/2012)

Minas Gerais

Normas para o Processo de

Producdo de queijo minas
artesanal, construcao e
funcionamento das queijarias

artesanais; caracteristicas fisico-
guimicas e microbiolégicas do

leite e queijo; cadastramento IMA.

Decreto 42.645, de 05
de junho de 2002

Minas Gerais

Aprova Regulamento da Lei
14.185, de 31 de janeiro de 2002.

Portaria 517, de 14 de | Minas Gerais Normas de defesa sanitaria para

junho de 2002 rebanhos fornecedores de leite
para produgdo de queijo minas
artesanal.

Portaria 518, de 14 de | Minas Gerais Requisitos basicos das

junho de 2002 instalagdes, materiais e
equipamentos para a fabricacao
do queijo minas artesanal.

Portaria 523, de 04 de | Minas Gerais Normas sobre as condicdes

julho de 2002

higiénico-sanitarias e boas
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praticas na manipulacdo e

fabricacdo do queijo minas

artesanal.

Decreto Estadual
44864, de 01 de
agosto de 2008

Minas Gerais

Altera o Regulamento da Lei
14.185, de 31 de janeiro de 2002.
Alteracdo de  caracteristicas
fisico-quimicas e microbioldgicas.
Permitida a comercializacdo de
gueijo minas artesanal no estado
de MG, desde que cadastrado no

IMA.

Lei 19.583, de 17 de | Minas Gerais Manipulacdo e o beneficiamento

agosto de 2011 artesanais de leite de cabra e de
ovelha e de seus derivados.

Instrucdo  Normativa | Federal Estabelece que a maturacdo de

57, de 15 de dezembro
2011

queijos artesanais pode ser
inferior ao periodo de 60 dias em
todo o pais, desde que estudos
técnico-cientificos comprovem
qgue a reducao desse periodo nao
compromete a qualidade e a

inocuidade do produto.

Lei Estadual 20.549,
de 18 de dezembro de
2012 (Revogado pela
Lei N° 23157 DE

18/12/2018)

Minas Gerais

Definicdo, tipos, producdo e
comercializagdo de queijo minas
artesanal.
O IMA

associacdo ou cooperativa para

poder4d  credenciar

atuar, em carater auxiliar, na
verificagdo de conformidade da

producdo dos queijos artesanais.
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Portaria ADEPARA
418, de 26 de fevereiro
de 2013

Para

Regulamento Técnico para a
producdo do Queijo do Marajo
(Pard).

Caracteristicas sensoriais, fisico-
quimicas, microbiolégicas,

producdo e comercializacgéo.

Instrucdo  Normativa
30, 7 de agosto de
2013

Federal

Complementacdo da Instrucao
Normativa 57/2011.

Propriedades produtoras devem
ser certificadas como livre de
tuberculose e brucelose, de
acordo com o disposto no
Programa Nacional de Controle e
Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose Animal (PNCEBT),
ou controladas para brucelose e
tuberculose pelo Orgédo Estadual
de Defesa Sanitaria Animal, no
prazo de até trés anos a partir da
publicacéo desta Instrucéo

Normativa.

Portaria IMA 1305, de
30 de abril de 2013

Minas Gerais

Producdo de queijo minas
artesanal exclusivamente a partir
de leite cru de vaca, de producao
propria, com utilizacdo de soro
fermento (pingo), em regides
especificas do estado de Minas
Gerais.

Aplica-se a somente queijarias
integrantes no sistema SISBI-
POA.

Estabelece maturagao de 17 dias

para queijo do Serro e 22 dias
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para queijo da Canastra, queijo do
Cerrado, queijo do Araxa e queijo

do Campo das Vertentes.

Lei 21.429, de 21 de
julho de 2014

Minas Gerais

Altera a Lei n° 19.583, de 17 de
agosto de 2011, que dispde sobre
as condi¢cfes para manipulacéo e
beneficiamento artesanais de leite
de cabra e de ovelha e de seus
derivados.

Produtor deve ser cadastrado no
IMA.

Instrugdo  Normativa
SEAGRI 7, de 09 de

dezembro de 2014

Rio Grande do Sul

de

Identidade e Qualidade do queijo

Regulamento Técnico
Serrano.
Caracteristicas sensoriais, fisico-

quimicas e microbiolégicas.

Lei 14.973, de 29 de
dezembro de 2016

Rio Grande do Sul

Producédo e a comercializagcéo do

gueijo artesanal Serrano no

Estado do Rio Grande do Sul.

Decreto 9.013, de 29
de margo de 2017

Federal

Revoga o Decreto Lei 30.691 de
29 de margo de 1952.
Novo RIISPOA.

Decreto 1238, de 19 de
julho de 2017

Santa Catarina

Producédo e a comercializacédo do

queijo artesanal Serrano no

Estado de Santa Catarina.

Portaria IMA 1736, de
27 de julho de 2017

Minas Gerais

Altera a Portaria 1305 de 2013, de
30 de abril de 2013, que dispde
sobre o periodo de maturacéo do
Queijo Minas Artesanal.

Estabelece tempo minimo de
maturacdo de 14 dias para queijo

do Araxa, 17 dias para queijo do
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Serro e 22 dias para queijo da
Canastra, do Cerrado, do Campo
das Vertentes, de Serra do Salitre

e do Triangulo Mineiro.

Lei 10.230, de 07 de
agosto de 2017

Rio Grande do

Norte

Producédo e a comercializagcéo de
gueijos e manteiga artesanais no
Estado do Rio Grande do Norte.

Lei 17.486, de 16 de
janeiro de 2018

Santa Catarina

Produgdo e comercializagdo de
gueijos artesanais de leite cru no

estado de Santa Catarina.

Lei 13.680, de 14 de
junho de 2018

Federal

Selo ARTE.

Permitida a comercializagao
interestadual de produtos
alimenticios produzidos de forma
artesanal.

Submetidos a fiscalizacdo de
orgdos de saude publica dos
Estados e do Distrito Federal.
Inspecdo e a fiscalizacdo de

natureza orientadora.

Decreto 28.012 de 30
de maio de 2018

Rio Grande do

Norte

Altera o Decreto Estadual n°
27.683, de 26 de janeiro de 2018,
gue regulamentou a Lei Estadual
n°® 10.230, de 7 de agosto de
2017, que trata da producgéo e da
comercializacdo de queijos e
manteiga artesanais do Rio
Grande do Norte - Lei Nivardo
Mello.

Decreto 54.199, de 24
de agosto de 2018

Rio Grande do Sul

Regulamenta a Lei 14.973, de 29
de dezembro de 2016, que dispde
sobre a producdo e a

comercializacao do gueijo
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artesanal serrano no Estado do
Rio Grande do Sul.

Lei n°® 23157 de 18 de
dezembro de 2018.

Minas Gerais

Dispbe sobre a producdo e a
comercializacdo dos queijos
artesanais de Minas Gerais.

Lei n°® 13.860, de 18 de
julho de 2019

Federal

Dispbe sobre a elaboracdo e a
comercializacdo de  queijos
artesanais e da outras

providéncias.

O gueijeiro artesanal e
responsavel pela identidade, pela
qualidade e pela seguranca
sanitaria do queijo e deve cumprir
0Ss requisitos sanitarios

estabelecidos por legislacao

Entidades de defesa sanitaria e
de assisténcia técnica e extensao
rural sdo responsaveis por
orientar o queijeiro artesanal na
implantagdo dos programas de
boas praticas agropecuarias de
producao leiteira e de fabricacao

do queijo artesanal.

Decreto n° 9.918, de
18 de julho de 2019

Federal

Regulamenta o art. 10-A da Lei n°®
1.283, de 18 de dezembro de
1950, que dispbe sobre o
processo de fiscalizacdo de
produtos alimenticios de origem
animal produzidos de forma

artesanal.
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Identificacdo por selo Unico com a
indicacdo ARTE;

Definicado de produto artesanal,
Boas praticas agropecuarias na
producéo artesanal,

Boas praticas na fabricacdo de
produtos artesanais;

Requisitos para ser um produto
artesanal;

Fiscalizagéo dos produtos

artesanais.

Houve grandes mudancas nas legislacdes ao longo dos anos para 0s queijos
artesanais, a comecar pela criacdo de parametros especificos para a producédo de
queijo “minas” padrao com Decreto Lei 30.691, de 29 de margo de 1952 (BRASIL,
1952), onde o periodo de maturacao era de vintes dias. Em 1996, com a Portaria 146,
de 7 de margo (BRASIL, 1996) criada pelo Ministério da Agricultura, Abastecimento e
da Reforma Agraria, foram criados os Regulamentos Técnicos de Identidade e
Qualidade dos Produtos Lacteos e ficou definido que o queijo feito com leite ndo
pasteurizado deveria ter processo de maturacao a uma temperatura superior aos 5°C,
durante um tempo néo inferior a 60 dias.

Com a Lei Estadual 14.185, de 31 de janeiro de 2002 (Revogada pela Lei n°
20.549 de 18/12/2012) (MINAS GERAIS, 2002) foram definidas Normas para o
Processo de Producao de queijo minas artesanal, construcdo e funcionamento das
queijarias artesanais; caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas do leite. Ja em
2008, o Decreto Estadual 44.864, de 01 de agosto, alterou o Regulamento da Lei
14.185, mudando alguns parametros das caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas e permitindo a comercializacdo de queijo minas artesanal no estado
de MG, desde que o produtor fosso cadastrado junto ao IMA.

Com a Instru¢cdo Normativa 57, de 15 de dezembro 2011 (BRASIL, 2011), o
MAPA criou a possibilidade para a redugédo do periodo de maturacdo de queijos
artesanais (60 dias), desde que estudos técnico-cientificos comprovassem que a
reducado desse periodo ndo comprometesse a qualidade e a inocuidade do produto. E
em 2013, com a Portaria 1305 (MINAS GERAIS, 2013), estabeleceu-se que a
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maturacdo para queijo do Serro fosse de 17 dias e para queijo da Canastra, queijo do
Cerrado, queijo do Arax& e queijo do Campo das Vertentes fosse de 22 dias, desde
gue as queijarias fossem integrantes no sistema SISBI-POA. Em 2017, essa portaria
foi alterada: o periodo minimo de maturacéo para o queijo do Araxa foi para 14 dias,
entretanto, para os demais queijos, ndo houve alteracao (MINS GERAIS, 2017).

No entanto, até o ano de 2018, os queijos e os demais produtos artesanais
feitos com matéria-prima de origem animal, caso ndo estivessem registrados junto ao
SISBI, ndo poderiam ser vendidos em todo o territério brasileiro. No caso de um
produtor de queijo minas artesanal, ele apenas poderia vender para o estado de
origem ou pais se tivesse cadastro no PQMA do IMA ou cadastro no SISBI,
respectivamente, caso contrario, sua venda era considerada ilegal. Porém, em junho
de 2018, por meio da Lei 13.680 (BRASIL, 2018) onde alterou a Lei n° 1.283, de 18
de dezembro de 1950, foi permitida a “comercializacao interestadual dos produtos
artesanais de origem animal, desde que possuissem o0 selo ARTE e que fossem
submetidos a inspecéao e fiscalizacdo de 6rgdos de saude publica dos Estados e do
Distrito Federal”’; ou seja, um produto artesanal de origem animal agora pode ser
vendido em todo o pais e ndo apenas em seu estado, caso tenha inspecao estadual.

Com o Decreto n° 9918 de 18 de julho de 2019 (BRASIL, 2019), houve a
regulamentacdo do o art. 10-A da Lei n° 1.283, de 18 de dezembro de 1950, que
dispde sobre o processo de fiscalizacdo de produtos alimenticios de origem animal
produzidos de forma artesanal. Nesse decreto, definiu-se produtos artesanais de
origem animal como: “produtos comestiveis elaborados com predominéncia de
matérias-primas de origem animal de producéo prépria ou de origem determinada,
resultantes de técnicas predominantemente manuais adotadas por individuo que
detenha o dominio integral do processo produtivo, submetidos ao controle do servigco
de inspecdao oficial, cujo produto final de fabrico é individualizado, genuino e mantém
a singularidade e as caracteristicas tradicionais, culturais ou regionais do produto”.
Além disso, ficou determinado que os estados e o Distrito Federal sdo responsaveis
por conceder o selo ARTE; fiscalizar os produtores artesanais com o selo; elaborar
normas para produgéo artesanal e inserir e manter atualizadas as informagdes do
Cadastro Nacional de Produtores Artesanais. O MAPA sera responsavel por manter o

Cadastro Nacional de Produtores Artesanais com o selo ARTE; auditar o sistema de
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concessdo de cadastro do selo; fomentar e estabelecer normas técnicas de Boas
Praticas Agricolas (BPA) e BPF para o selo ARTE e elaborar manuais. Ja os
produtores devem apresentar relatorios de atendimento aos requisitos estabelecidos;
comprovar registro no servigo oficial de inspegao e atender aos requisitos de BPA’s e
BPF’s (BRASIL, 2019). Este processo ocorreu com o trabalho em conjunto das
secretarias de Inovacéo, Desenvolvimento Rural e Irrigagcdo (SDI) e da Defesa
Agropecuaria (SDA) e também de entidades de regulamentacédo (BRASIL, 2019).
Como pbde ser visto, o estado de Minas Gerais foi 0 pioneiro na criacdo de
normas para o processo de producdo do queijo caracteristico do estado. Estados
como Para, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Rio Grande do Norte também criaram
legislacdes estaduais que atendem a realidade de producdo para seus queijos, de

acordo com o Quadro 1.

3.3. MATURACAO E CONTROLE DE PATOGENOS

O periodo de maturacdo € muito importante na fabricacdo de alguns tipos de
queijo. A diversidade microbiana presente nesse produto tem um papel importante
neste periodo, podendo auxiliar na determinacdo das caracteristicas sensoriais como
0 sabor, aroma, textura e no controle de patégenos (FUKA et al., 2013).

No inicio do processo de maturacdo, ha maior predominéncia de bactérias
iniciadoras produtoras de &cido latico que sdo responsaveis pela fermentacdo da
lactose e acidificagdo do meio (FOX & COGAN, 2004). Bactérias dos géneros
Lactococcus, Streptococcus e Lactobacillus auxiliam no desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais de queijos, como aroma, sabor e textura (CHHAZLLANI,
2008).

O controle da microbiota presente no queijo pode ocorrer por fatores como a
producdo de acidos organicos pela propria microbiota presente, ao qual resulta na
alteracao do pH do meio; criacdo do baixo potencial de oxi-reducédo, podendo ocorrer
o melhor desenvolvimento de micro-organismos anaerébios/anaerdbios facultativos
no interior do produto; e também por competicdo por nutrientes. Além disso, durante
0 periodo de maturagcao, ocorre producdo de peréxido de hidrogénio, didxido de
carbono, acetaldeido, diacetil e bacteriocinas por bactérias do &cido lactico,

contribuindo ainda mais para a inibicdo de patégenos (McSWEENEYet al., 2017).
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O efeito da maturacdo na seguranca de produtos lacteos feitos com leite cru foi
avaliado em vérios estudos. Martins et al. (2015) determinaram o periodo minimo de
maturacdo para gqueijo minas artesanal do Serro. Foram pesquisados os indicadores
de higiene e seguranca, por cultivo-dependente, como coliformes totais, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes, bem como as
caracteristicas fisico-quimicos, como: aw, pH, acidez, cloretos, proteinas, carboidratos
e umidade de queijos durante 64 dias de maturacdo, nos periodos de seca e das
chuvas, em duas temperaturas distintas, a de refrigeracao (8 £ 1°C) e a temperatura
ambiente (25 * 4°C). Adicionalmente, os autores compararam 0s resultados
microbiolégicos com os limites estabelecidos por legislacdo. Ao final do estudo, o
periodo de maturacéo foi determinado em 17 dias, apds todos 0s parametros estarem
seguros, de acordo com a legislacdo. Dores et al. (2013) avaliaram o efeito de
diferentes temperaturas sobre patdgenos e micro-organismos indicadores durante o
periodo de maturacdo do queijo Canastra. Esses autores observaram que 0 queijo
maturado em temperatura ambiente por 22 dias foi suficiente para diminuir as
contagens de aerdbios mesofilos, coliformes totais, E. coli e S. aureus, enquanto os
queijos maturados sob refrigeracdo levaram até 64 dias para atingir niveis
microbiolégicos seguros exigidos pela legislacdo. Além disso, foi observado que a
maturacdo a temperatura ambiente diminuiu os valores de atividade de agua, pH e
cloreto de sodio, sugerindo que essas alteracdes fisico-quimicas podem ter
influenciado no controle de patégenos.

Por outro lado, Mata et al. (2016) avaliaram dois métodos distintos (Lateral Flow
System™ e VIDAS®-LMO) para observar o desenvolvimento e controle de Listeria
durante maturacdo em amostras de queijo produzidas em laboratério, com leite cru
coletado na regido de Serro, e outras amostras de queijo coletadas na mesma regiao.
Além disso, eles também avaliaram o comportamento de outros micro-organismos
indicadores de higiene. Foi observado que as amostras coletadas na regidao de Serro
nao continham Listeria monocytogenes e nas amostras que foram inoculadas
propositadamente com 10 UFC/mL de L. innocua ATCC 33090, ndo houve eliminacao
completa deste micro-organismo ao longo do periodo de maturacdo de até 60 dias,
indicando que a microbiota presente no produto pode n&o ser capaz de inibir

completamente a Listeria.
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Alemdar & Agaoglu (2010) avaliaram a sobrevivéncia de Salmonella
Typhimurium por cultivo-dependente durante maturacdo de um queijo turco tradicional
conhecido como queijo Herby, que €& semi-duro, salgado, maturado com ervas,
fabricado com leite cru de vaca, ovelha ou cabra. Para isso, eles inocularam essa
bactéria em duas concentracdes distintas, 10° e 10° UFC/ml, no leite cru de vaca de
dois grupos de queijo. Um grupo foi submetido a maturagéo em salmoura a 4°C (queijo
colocado em recipiente de plastico fechado com salmoura 16%) e o0 outro grupo
submetido a maturacdo em solo (queijo colocado em recipiente de vidro e enterrado)
a 9-18°C. Eles observaram que ao final da maturagéo, aos 90 dias, ndo havia mais o
micro-organismo no queijo maturado no solo, j& no queijo maturado em salmoura, a
bactéria ainda estava presente em 2,6 e 3,15 log NMP/g, para as respectivas
inoculacdes de 103 e 10° UFC/mL. Além disso, com 60 dias de maturacdo, a bactéria
ainda estava presente em todas as amostras. Apesar destes resultados, vale ressaltar
que as condicdes de producéo sao bastante distintas do queijo minas artesanal.

Fuka et al. (2013) avaliaram a dinamica da microbiota durante 0, 45 e 90 dias
de maturacédo de trés diferentes queijos croatas (Istrian, Krcki e Paski) produzidos por
dois produtores da regido, a partir de leite cru de ovelha por meio da amplificacéo da
regido 16S do RNAr. N&o houve nenhum tipo de inoculagéo de micro-organismos
nesses produtos. Eles notaram que a maturagéo auxiliou na diminui¢cdo da abundancia
relativa de patégenos como E. coli / Shigella (58,98% para 3,14% no queijo Istrian do
produtor 2), Staphylococcus saprophyticus (2,28% para 1,14% no queijo Istrian do
produtor 2; 7,54% para 0,99% do queijo Krcki do produtor 1) e Salmonella (20,44%
para 0,82% no queijo Istrian do produtor 2).

Forgrave et al. (2016) avaliaram a cinética da sobrevivéncia de Mycobacterium
bovis por cultivo-dependente durante a producéo e maturacao dois queijos tradicionais
do Reino Unido fabricados em laboratério, o Cheddar (queijo duro) e o Caerphilly
(queijo semi-duro) feitos com leite cru de vaca. Para isso, eles inocularam a bactéria
no leite em diferentes concentracdes (alta com 1,0x103 a 1,0x10° UFC/g e baixa com
1,0x102 UFC/g) e avaliaram em alguns pontos da maturacdo. Eles observaram que o
valor D do Cheddar com alta inoculagéo foi de 57 dias e do Caerphilly foi de 59 dias.
Jé para os queijos com baixa inoculagdo, o valor D foi 41 e 24 dias, para o Cheddar e
Caerphilly, respectivamente. Eles concluiram que a maturacdo teve um papel
importante na reducdo dessa bactéria; que a taxa de redugdo pode ser entendida

como a capacidade de sobrevivéncia ou em funcdo das propriedades dos queijos
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estudados, j& que o tipo do queijo influenciou no comportamento do inéculo.
Entretanto, em virtude do alto valor D, fica evidente a importancia de se evitar a
contaminacgdao por esta bactéria no leite.

Como visto pelos estudos supracitados, o periodo de maturacdo tem grande
influéncia no controle dos patégenos e indicadores de higiene. Porém, vale ressaltar
que o tipo de queijo e a contaminagdo inicial sdo fatores importantes a serem

considerados para a efetividade da maturacao.

3.4. QUEIJO MINAS ARTESANAL DA CANASTRA

O gueijo minas artesanal da Canastra é feito a partir do leite cru, submetido a
maturacdo e, normalmente, produzido em pequena escala, de maneira artesanal, por
produtores rurais do estado de Minas Gerais, na regido da Serra da Canastra
(DORES; NOBREGA; FERREIRA, 2013).

Em seu preparo, é utilizado um fermento endégeno chamado “pingo” ou “soro-
fermento”, originario do dessoramento do queijo do dia anterior e utilizado para a
fermentacao do produto diariamente (RESENDE et al., 2011). Esse soro-fermentado,
caracteristico de cada queijaria, € muito importante na producao do queijo devido a
grande influéncia que tem no desenvolvimento de suas caracteristicas sensoriais
(RESENDE, 2010). Estudos por metodologias tradicionais de cultivo realizados por
Lima et al. (2009), Borelli (2006), Nobrega (2007) e metodologias de -cultivo-
independente (SANT'ANNA, et al., 2019; ISIDORO, 2019) mostraram que as bactérias
lacticas sdo predominantes no pingo, sendo os géneros mais comumente encontrados
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus e Lactococcus.

Esse produto é produzido na microrregido da Serra da Canastra composta
pelos municipios de Delfinépolis, SGo Roque de Minas, Vargem Bonita, Tapirai,
Bambui, Medeiros, Piumhi, Sdo Jodo Batista do Gléria e Cérrego D’Anta (Figura 2),
sendo o ultimo municipio adicionado recentemente por meio da Portaria IMA n°1810,
de 24 de abril de 2018 (MINAS GERAIS, 2018). De acordo com dados publicados no
Anuario do Leite de 2019 (EMBRAPA, 2019), a producéo diaria de queijo Canastra no
ano de 2018 foi de aproximadamente 16,5 mil quilos, o que resultou, em média, 20

quilos de queijos/dia por produtor. 135 mil litros diarios de leite sdo voltados para
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fabricacdo desse produto, onde aproximadamente 800 familias fazem da venda do
gueijo o seu sustento.

Figura 2: Municipios produtores de queijo minas artesanal da Canastra.

Onde: 1- Cérrego D’Anta; 2- Tapirai; 3- Medeiros; 4- Bambui; 5- Sdo Roque de Minas; 6- Piumhi; 7-
Vargem Bonita; 8- Sao Jodo Batista do Gléria e 9-Delfindpolis
Fonte: TargetMap

Por ser um produto artesanal, o queijo minas artesanal da Canastra pode
apresentar diferencas fisicas, sensoriais e microbiol6gicas entre um produtor e outro,
devido a auséncia de padronizacdo na producao entre as queijarias, influenciando nas
caracteristicas do produto final. Fatores como pastagem, periodo do ano de producéo,
rebanho, leite, altitude da fazenda, alimentag&o do rebanho, adicdo de cloreto de sédio
e tempo de maturacéo influenciam nas caracteristicas sensoriais do produto. Por outro
lado, como é um produto antigo e tradicional, as técnicas utilizadas ndo passaram por
significativas alteracbes ao longo dos anos, desde o inicio de sua producao, sendo a
maneira de fazer desde a ordenha até o momento da producdo do queijo passada de
pai para filho (LIMA & DOULA, 2012). Na Figura 3, é apresentado o fluxograma
simplificado de producéo do queijo minas artesanal da Canastra.
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Figura 3: Etapas da producao de Queijo Minas Artesanal da Canastra.

" Inversao e I
g

Coleta do Pingo

Matura§éo (22
dias) {

)

Fonte: Autor

A ordenha do leite é a etapa que antecede a producédo do queijo, podendo ser
realizada de forma manual ou mecénica. Fatores como a saude do animal (rebanho
nutrido, controle de mastite clinica e sub-clinica, higienizacdo dos Uberes e dos tetos
dos animais antes (pré-dipping) e apos (p6s-dipping) ordenha, fornecimento de
alimentacdo), higienizacdo dos equipamentos e higienizacdo do ambiente da ordenha
apos o uso sao fundamentais para reducao da contaminacao microbiana nessa etapa
(TORRES, 2014). A falta de higienizacdo pode resultar também na incidéncia de
mastite, que é a inflamagéo das glandulas maméarias e do epitélio glandular que
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ocasiona alteracdes na secrecao do leite (GUERREIRO et al., 2005). Staphylococcus
aureus e Streptococus agalactiae, bactérias da familia Enterobacteriaceae e
Streptococcus uberis sdo exemplos de bactérias causadoras da mastite (MENEZES
et al., 2014; RADOSTITS; LESLIE; FETROW, 1994).

De acordo com a Lei 20.549 de 18 de dezembro de 2012 (MINAS GERAIS,
2012), o processamento do queijo minas artesanal ocorre da seguinte maneira: em
até 90 minutos apds a ordenha do leite inicia-se a etapa de filtragem com o objetivo
de retirar particulas de sujidades macroscopicas. Nessa fase, alguns produtores
adicionam sal ao leite, variando a quantidade de produtor a produtor, 100 a 500g para
100 litros de leite. Em seguida, acontece a fase de coagulacdo com a adicdo do
fermento natural obtido no dia anterior, 0 “pingo”, e do coalho de origem animal. A
guantidade de pingo a ser adicionada ao produto depende de cada produtor, mas em
geral, pode variar de 100 a 500ml para 100 litros de leite (INAES, 2011). O coalho
pode ser em po ou liquido de quimosina de bezerro e/ou pepsina e a quantidade é de
acordo com o fabricante.

ApOs o processo de coagulacdo, ocorre o corte da massa com o objetivo de
obter tamanhos menores da mesma, sendo o tamanho do corte caracteristico de cada
microrregido e no caso da Canastra, é inferior a 1 cm. A mexedura tem a funcéo de
separar o soro da massa e a dessoragem de retirar 0 excesso de soro.

A enformagem é realizada adicionando a massa, obtida nas fases anteriores,
as formas arredondadas caracteristicas do produto (queijo Canastra, gqueijo
merendeiro ou queijo Canastra Real), seguida da prensagem manual. A etapa de
salga seca é o momento em que o queijo é coberto com sal. De acordo com Borelli
(2006), a primeira etapa de salga ocorre em aproximadamente trés horas ap0s o inicio
da producéo. Essa salga € do tipo seca e a quantidade de sal adicionada depende de
cada produtor, podendo variar de 40 a 120g/kg de massa. Apos 10 horas do inicio da
producao, ocorre a inversao do queijo e segunda salga. A coleta do “pingo” ou soro-
fermento acontece durante toda a noite, ap0s a segunda salga (Figura 3).

A fase de maturacéo é a fase final da producéo do queijo minas artesanal da
Canastra. O queijo minas artesanal da Canastra possui 0 periodo minimo de
maturacdo de 22 dias, determinado por legislacdo (MINAS GERAIS, 2017). Nessa
etapa, 0s queijos podem ser lavados com agua corrente potavel quantas vezes forem
necessarias, variando também a cada produtor. Essa fase é responsavel pelo

desenvolvimento da cor, sabor, aroma e textura caracteristicos do produto devido a
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alteracdes bioquimicas como lipdlise, protedlise e glicdlise na matriz do queijo (FOX,
1993; DORES, 2007; SILVA, 2007). Além das altera¢des bioquimicas, a microbiota
associada ao leite cru também tem um papel muito importante no desenvolvimento
das caracteristicas sensoriais dessa fase, sendo essa microbiota composta,
principalmente, por bactérias acido-laticas (BAL) (MONTEL et al., 2014; PERIN et al.,
2017). Esta fase é de grande importancia nesse tipo de queijo pois pode reduzir a
carga de micro-organismos patogénicos, como S. aureus, L. monocytogenes,
Salmonella spp. e outros micro-organismos pertencentes a familia Enterobacteriaceae
que podem influenciar negativamente a seguranca microbiologica do produto (MATA
et al., 2016; PERIN et al., 2017; MONTEL et al., 2014; DORES, NOBREGA e
FERREIA, 2013; MARTINS et al., 2015). Vale ressaltar que o queijo minas artesanal
da Canastra é maturado em prateleiras de madeira, a temperatura ambiente como

pode ser observado na Figura 4.

Figura 4: Queijo minas artesanal da Canastra maturando em prateleiras de
madeira.

Fonte: Autor

No ano de 2012, o queijo minas artesanal da Canastra conquistou o selo de
Indicacdo Geogréfica no quesito de Indicacdo de Procedéncia (IP) outorgado pelo
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Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI); ou seja, a regido da Serra da
Canastra foi reconhecida como referéncia em extracdo, fabricacdo e producéo de
queijo (ASSOCIACAO DOS PRODUTORES DE QUEIJO CANASTRA, 2011). Nos
anos de 2015, 2017 e 2019 os queijos da regido da Canastra obtiveram premiacdes
internacionais, sendo que, em junho de 2019, a regiao da Canastra ganhou 24 das 56
medalhas brasileiras, entre elas Super Ouro, Ouro, Prata e Bronze, no “Mondial du
Fromage et des Produits Laitiers”, na Franca (EM, 2015; G1, 2017; G1, 2019).

Os produtores desse tipo de queijo podem ou ndo ser cadastrados no Programa
Queijo Minas Artesanal, o que possibilitava, até 2018, a venda legal deste produto
dentro do estado de Minas Gerais. Porém, a Lei n° 13.680, de 14 de junho de 2018
(Brasil, 2018) sobre o processo de fiscalizacdo de produtos alimenticios de origem
animal produzidos de forma artesanal alterou a Lei n° 1.283, de 18 de dezembro de
1950, onde diz que agora € “permitida a comercializagao interestadual de produtos
alimenticios produzidos de forma artesanal, com caracteristicas e métodos
tradicionais ou regionais proprios, empregadas boas préaticas agropecuarias e de
fabricacdo, desde que submetidos a fiscalizacdo de 6rgdos de saude publica dos
Estados e do Distrito Federal’. Portanto, de acordo com a nova lei, os produtos
artesanais, que sao fiscalizados tanto por érgao de saude publica do estado como do
Distrito Federal, podem ser comercializados em todo o territorio brasileiro.

3.5. QUEIJO MINAS ARTESANAL DA CANASTRA, MICRO-ORGANISMOS
INDICADORES DE SEGURANCA E PATOGENOS

O queijo minas artesanal da Canastra é feito a partir do leite cru que pode
apresentar uma imensa variedade de bactérias, bolores e leveduras. De acordo com
Montel et al. (2014), ja foram encontrados mais de 100 géneros e 400 espécies nessa
matéria-prima. Os micro-organismos presentes no leite estdo relacionados a
microbiota presente tanto nas superficies que entram em contato direto com o produto,
como em fontes indiretas e sao influenciados pelas caracteristicas intrinsecas como a
grande disponibilidade de nutrientes, pH favoravel, a alta atividade de agua e a
temperatura de armazenamento (VANETTI & PINTO, 2013). As fontes diretas sé&o
equipamento do laticinio, teto do animal, tanques de refrigeracao e transporte. Como

exemplo de fontes indiretas podem ser citados a alimentacdo do animal, sala de
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ordenha, agua de lavagem dos equipamentos e material fecal presente na sala de
ordenha (MONTEL et al., 2014).

Entre as bactérias patogénicas que podem estar presentes em queijos
elaborados a partir de leite cru destacam-se a Salmonella spp, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, estirpes patogénicas de E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus cereus e Pseudomonas aeruginosa (ANDRADE, 2009;
MONTEL et al., 2014; VANETTI & PINTO, 2013). Nos queijos artesanais, 0S micro-
organismos patogénicos mais comuns sao as estirpes patogénicas de E. coli,
Salmonella spp, L. monocytogenes e S. aureus, resultantes de condicdes higiénico-
sanitarias insatisfatérias (JAY, 2005).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae contemplam importantes
indicadores de higiene e seguranca dos alimentos. Sdo bastonetes gram-negativos,
nao esporogénicos, anaerdbios facultativos (TAKAHASHI, et al.,, 2017). Géneros
como Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Morganella, Salmonella, Serratia,
Shigella, Yersinia, Kluyvera fazem parte da familia Enterobacteriaceae (BRENNER &
FARMER III, 2005). Esses indicadores podem revelar contaminacdes por falta de
higiene no processo de fabricacdo de queijo, m& qualidade do leite, armazenamento
e transporte inadequado (TORNADIJO et al., 2001; FRANCO & LANDGRAF, 2008).

As bactérias pertencentes ao grupo dos coliformes fazem parte da familia
Enterobacteriaceae e sao capazes de fermentar a lactose produzindo gases, como
CO2 e H2 e acidos como acido latico e acido acético (FRANCO & LANDGRAF, 2008).
Eles sdo classificados em dois grupos: coliformes totais (temperatura 6tima de
crescimento de 35°C) e coliformes termotolerantes (temperatura étima de crescimento
entre 44,5°C e 45,5°C) (SILVA et al., 2007). Os coliformes podem causar alteracdes
indesejaveis no queijo, como o estufamento precoce, devido a producdo de gases
apos a fermentacdo da lactose (SOBRAL et al.,, 2017). Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella e Citrobacter sdo géneros de coliformes e sua presenca estéa relacionada a
ma higienizacdo dos equipamentos utilizados no laticinio, agua contaminada, falta de
higienizacdo dos manipuladores e possivel contaminacédo fecal, no caso de E. coli.
Entre os coliformes termotolerantes, destaca-se a E. coli, bactéria presente no trato
intestinal humano e também de animais. A presenca da E. coli caracteriza

contaminacdo fecal no alimento (OKURA, 2010). No Brasil, essa bactéria foi a maior
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causadora identificada de DTAs entre os anos de 2009 e 2018 (23,4% dos surtos)
(BRASIL, 2019). Na Franca, um surto envolvendo queijo feito a partir de leite cru, E.
coli 026 foi confirmada como o agente patogénico responsavel pelo adoecimento de
15 criancas e um adulto, onde 14 criancas desenvolveram a Sindrome Urémica
Hemolitica (SHU) (FOOD SAFETY NEWS, 2019).

O leite cru pode ser veiculo de L. monocytogenes, bactéria Gram-positiva,
bastonete, ndo formadora de esporos, anaerébia facultativa, responsavel pela
listeriose (LIU, 2006). Nos Estados Unidos cerca de 1.600 pessoas sdo acometidas
com listeriose e cerca de 260 morrem todos os anos, sendo mulheres gestantes,
idosos e pessoas com o sistema imunolégico enfraquecido os mais vulneraveis (CDC,
2018c). Entre os alimentos envolvidos nos surtos pode-se citar o leite cru e queijos
produzidos com essa matéria-prima. Esse patdogeno além de ser resistente a
processos de congelamento, calor e secagem, pode ser resistente também ao periodo
de maturagéo do queijo bem como a variacdes de pH (4,0 — 9,5) e baixa atividade de
agua (MONTEL et al., 2014; PINTO, et al., 2009; MELO et al., 2015). Segundo Vanetti
e Pinto (2013) a ocorréncia de surtos de listeriose € maior em produtos lacteos devido
a ingestao de leite cru ou derivados produzidos com leite cru. A contaminacgéao do leite
por esse micro-organismo pode ocorrer devido a saude do animal (mastite clinica ou
sub-clinica), ambiente em que o leite € ordenhado, mé higienizacdo dos baldes de
transporte do leite até a producdo do queijo, salmoura, panos que auxiliam na
prensagem do queijo, utensilios de producéo, prateleiras, bem como no modo em que
0 produto é estocado (ANDRADE, 2009; MELO et al., 2015; ALMEIDA et al., 2013;
DALMASSO & JORDAN, 2014).

A presenca de Salmonella spp. foi observada em algumas pesquisas realizadas
em queijos tradicionais no Brasil (NASSU et al., 2000; FEITOSA et al., 2003). Essa
bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae, é bastonete gram-negativa, nao
esporulada e capaz de utilizar o citrato como unica fonte de carbono (FRANCO &
LANDGRAF, 2008). Salmonella spp. podem ser encontradas em fezes, contaminando
assim o solo e a agua (SHINOHARA et al., 2008). Esse micro-organismo esta
envolvido em muitos surtos alimentares em varios paises, sendo que no Brasil, foi 0
segundo maior agente causador de doencas transmitidas por alimentos (DTA) entre
0s anos de 2009 e 2018 (11,3%) (BRASIL, 2019). Entretanto, entre os anos de 2000
e 2017 ela liderou o ranking, sendo responsavel por aproximadamente 31% das DTAs
(BRASIL, 2018; FINGER, 2019).
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Staphylococcus coagulase positiva € um agente patogénico que muito tem sido
encontrado em queijos artesanais (ANDRADE, 2009; PERIN et al., 2017). Essas
espécies podem produzir enterotoxinas e quando presentes em quantidade superior
a 108 UFC/g ou mL podem provocar intoxicagées alimentares (VANETTI & PINTO,
2013). No ano de 1999 houve dois surtos causados pela ingestao de queijo minas e
leite cru no estado de Minas Gerais, atingindo 378 individuos, sendo as enterotoxinas
produzidas por S. aureus as responsaveis (CARMO et al., 2002). De acordo com
Pelisser et al. (2009), a presenca desse micro-organismo nos alimentos da-se pela
manipulacéo excessiva e pela exposicdo demasiada a temperatura ambiente. No caso
de queijos artesanais, esse micro-organismo pode ser transmitido por meio do leite
devido a mastite bovina (JOHLER et al.,, 2018). Em estudo realizado por Dores,
Nobrega e Ferreira (2013), esse micro-organismo foi peca chave para definir o tempo
de maturacdo do queijo para que fosse considerado seguro para o consumo humano.
No Brasil, entre os anos de 2009 e 2018, S. aureus foi o terceiro agente etioldgico
maior causador de DTA (9,4% dos surtos) (BRASIL, 2019).

O queijo canastra enquadra-se na legislacdo de queijo minas artesanal bem
como de queijo com média umidade descritos no Decreto n° 42.645, de 05 de junho
de 2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas
Gerais, 2008). Os parametros microbioldgicos para esse produto podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros microbiolégicos para o queijo minas artesanal.

Parametros Microbioldgicos Limites

Coliformes 30° C (UFC/g)® n=>5;c=2;m=1.000; M =5.000
Coliformes 45° C (UFC/g)>” n=5;¢c=2;m=100; M =500
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g)?2 n=5;¢c=2;m=100; M = 1.000
Listeria sp./25g2 n=5c¢c=0m=0

Salmonella spp./25g2 n=5c¢c=0m=0

Fonte: Decreto n® 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas Gerais, 2002) (pardmetros com a letra 2) e
Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008) (parametros com a letra b) * neste
trabalho foi realizada a contagem de E. coli, adotando-se o limite estabelecido para coliformes a 45 ©
C.
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Mesmo com o grande mercado que esse produto artesanal vem conquistando
nos ultimos tempos, ainda assim o conhecimento cientifico microbiolégico dos
indicadores de higiene, o efeito da maturacdo diante dos patdégenos, os limites
microbioldgicos requeridos pela legislacdo, bem como a eficiéncia da cadeia produtiva
necessitam de respostas. Diante deste cenério, este trabalho teve como objetivo
avaliar os indicadores microbiol6gicos e caracteristicas fisico-quimicas de amostras
de queijos minas artesanais da Canastra durante e apos o periodo de maturacao de
22 dias, conforme a legislacdo vigente (MINAS GERAIS, 2017) de produtores
cadastrados e nao cadastrados no PQMA. Com isso, 0 estudo pode auxiliar aos
produtores no entendimento do panorama atual de qualidade microbioldgica desse
tipo de produto, avaliar a eficacia das boas praticas de fabricacdo que estdo sendo
implementadas nas queijarias e observar o controle dos indicadores de seguranca e

patégenos durante o periodo de maturacao.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. COLETA DAS AMOSTRAS

Este trabalho foi dividido em dois estudos: um denominado “longitudinal” e o
outro “transversal’.

O estudo longitudinal foi realizado ao longo da maturacédo em trés produtores
rurais cadastrados no Programa Queijo Minas Artesanal, localizados no municipio de
Séo Roque de Minas, na regido da Serra da Canastra - MG. Foram utilizadas trés
unidades de queijo em cada produtor e 10 mL ou gramas de amostras foram coletas
em 11 pontos amostrais, pré-determinados, a saber: leite cru, cultura endogena
“pingo”, massa antes da primeira salga (3 horas apos o inicio da producdo), massa
apos a primeira salga (10 horas apdés o inicio da producéo), massa apos segunda
salga (16 horas apoOs o inicio da producdo); queijos com 24, 48 e 72 horas de
maturacdo e queijos com 7, 14 e 22 dias de maturacao. As amostras foram coletadas
e analisadas imediatamente no Laboratério da Associagdo dos Produtores de Queijo
Canastra (APROCAN), na cidade de Sao Roque de Minas — MG, caracterizando-se
como um estudo “in loco”. Os meses de coleta foram junho e julho de 2018.

O estudo transversal foi realizado apés o periodo de maturacéo do queijo. Uma

unidade de queijo minas artesanal da Canastra com 22 dias de maturacao foi coletada
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de 36 produtores rurais de S&o Roque de Minas, 39 produtores de Medeiros e 3
produtores de Tapirai, totalizando-se 78 produtores da regido, sendo que 26 sao
cadastrados no Programa Queijo Minas Artesanal. As amostras foram transportadas
refrigeradas a 4 °C para o Laboratoério de Microbiologia de Alimentos da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, localizado na cidade de S&o Paulo - SP. Ao chegar
ao laboratério, as amostras foram analisadas. O periodo de coleta foi entre os meses
de julho de 2017 e abril de 2018.

Os resultados microbiolégicos obtidos foram comparados com o limite “M” para
coliformes 30°C, coliformes 45°C, Staphylococcus coagulase positiva e “m” para
Salmonella e L. monocytogenes presentes no Decreto n° 42.645, de 05 de junho de
2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas
Gerais, 2008).

4.2. DETECCAO DE Salmonella spp.

A deteccao de Salmonella spp. foi feita no estudo transversal por meio de dois
métodos: convencional e molecular (PCR convencional) e os resultados foram

expressos em presenca/auséncia de Salmonella em 25g de queijo.

4.2.1. METODO CONVENCIONAL

A deteccao de Salmonella spp., pelo método convencional, nas amostras de
queijo foi realizada utilizando-se a metodologia 1SO 6579: 2002/Corr 1:2004/
Amendment 1:2007 (INTERNATIONAL ORGANIZATION FOR STANDARDIZATION,
2007), onde 25 g da amostra foram homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada
tamponada — BPW (Kasvi, Italia) em Stomacher (AES Laboratoire, Franca) e
incubadas a 37 + 1°C/18 £ 2 horas.

Na etapa de enriquecimento seletivo, foi transferido 0,1 mL das amostras pré-
enriquecidas para um tubo contendo 10 mL de Caldo Rappaport-Vassilidis R10 Broth
— RV (Difco™, EUA) e 1 mL das amostras pré-enriquecidas para outro tubo contendo
10 mL de Caldo Tetrationato Broth Base - TT (Difco™, EUA). Os tubos com caldo RV
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foram incubados a 41,5 + 1,0 °C/24 + 3 horas e os com caldo TT a 37 £1 °C/24 + 3
horas.

Apoés o periodo de incubacdo do enriquecimento seletivo, os caldos foram
estriados em superficie de placas com Agar Xilose Lisina Desoxicolato — XLD (Kasvi,
ltalia) e Agar Enterico de Hectoen — HE (Difco™, EUA), incubadas invertidas a 37 + 1
°C/24 + 3 horas. Colbnias suspeitas de Salmonella spp. dessas placas foram
selecionadas e submetidas a confirmacé&o bioquimica através do teste de crescimento
em Agar Triplice Aclcar Ferro — TSI (Difco™, EUA) e em Agar Lisina Ferro — LIA
(Difco™, EUA). Tubos com reacdo tipica foram submetidos a prova de soro-
aglutinacdo em lamina com soro polivalente para Salmonella spp. (Probac, Brasil),
tendo os resultados expressos em presencga ou auséncia de Salmonella spp. em 25 g

de queijo.

4.2.2. METODO MOLECULAR (PCR CONVENCIONAL)

O pré-enriquecimento foi 0 mesmo descrito no item 4.2.1. A extracdo do DNA
bacteriano ocorreu em 1 mL da amostra pré-enriquecida, utilizando-se o kit comercial
mericon DNA Bacteria (QIAGEN, Germany), conforme instrucbes descritas pelo
fabricante. O volume estabelecido utilizado para o mix da reagdo foi de 25 pL
composto por 12,5uL de 2x Qiagen Taq PCR Master mix [Tris—HCI, KCl e (NH4)2SO4
buffer, pH 8,7; 3 mM MgClz, 400 pL de cada dNTP e 0.05 U/ pL de Taq polimerase],
1 pL do iniciador senso (25 pL de concentracdo) e 1 pL do iniciador anti-senso (25 pL
de concentragdo), 9,5 pL de agua ultra pura e 1 uL de DNA extraido. O processo de
amplificacdo foi realizado em termociclador (Veriti 96, Applied Biosystems,
Thermofischer), constituindo-se de uma etapa de desnaturagéo a 95 °C durante 1 min,
seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 20 s, anelamento a 55 °C durante 20s, extenséo
a 72 °C durante 2 min e a extensao final do DNA a 72°C por 4 min. Todas as
amplificagbes incluiram controle positivo (Salmonella Typhimurium ATCC 14028) e
negativo (dgua ultra pura). Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores para o
gene invA, onde o primer senso (F): 5' TAT CGC CAC GTT CGG GCA A-3' e primer
anti-senso (R): 5 TCG CAC CGT CAA AGG AAC C-3', que delimitaram um fragmento
de 275 pares de base (pb) (NAYAK et al., 2004).
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Para analisar os fragmentos, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose a 2,0% corado com Syber Safe (1 pL/10mL) e tampéo TBE 0,5X (pH 8,0). O
gel foi submetido a eletroforese de 100V por 45 minutos. A leitura do resultado foi feita
em transiluminador ultra-violeta — 320 nm (Bio-rad Laboratories Inc. Hercules, EUA) e
os resultados das bandas foram comparados com o marcador de peso molecular DNA
ladder de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

4.3. DETECCAO DE Listeria monocytogenes

A deteccao de Listeria monocytogenes foi feita no estudo transversal por meio
de dois métodos: convencional e molecular (PCR convencional) e os resultados foram

expressos em presenca/auséncia de L. monocytogenes em 25g de queijo.

4.3.1 METODO CONVENCIONAL

A deteccdo de Listeria monocytogenes, por metodologia convencional, nas
amostras de queijo foi realizada utilizando-se 0o método ISO 11290-
1:1996/Amendment 1:2004 com modificagdes (INTERNATIONAL ORGANIZATION
FOR STANDARDIZATION, 2004), onde 25 g da amostra foram homogeneizadas com
225 mL de caldo Half Fraser (Oxoid, Inglaterra) em Stomacher (AES Laboratoire,
Franca) e incubadas a 20 + 1,0 °C/1 hora, apés esse periodo, foram adicionados 5 ml
de suplemento Half Fraser (Oxoid, Inglaterra) e incubadas a 30 + 1,0 °C/24+ 2 horas.

Na etapa de enriguecimento secundario, foi transferido 0,1 mL das amostras
do enriquecimento primario para um tubo contendo 10 mL de Caldo Fraser (Oxoid,
Inglaterra) contendo 0,1 mL de Suplemento Fraser (Oxoid, Inglaterra). Os tubos foram
incubados a 37 + 1 °C/48 £ 2 horas.

Apos o periodo de incubacdo do enriquecimento secundario, os caldos foram
estriados em superficie de placas com Agar Base Oxford Listeria - OXA (Oxoid, UK)
e Agar Base PALCAM (Oxoid, Inglaterra), incubadas invertidas a 37 + 1 °C/24 + 3
horas. Colbnias suspeitas de Listeria monocytogenes foram selecionadas e

transferidas para purificacdo em placa de Agar Tripticase de Soja Extrato de Levedura
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(TSA-YE; Oxoid, Inglaterra), onde foram incubadas a 37 + 1 °C/18 - 24 horas. As
colbnias caracteristicas foram submetidas a confirmacéo através de: 1) Coloracdo de
Gram, onde foi preparado um esfregaco e submetido a coloracdo de Gram e
observado em Microscopio Optico; 2) Motilidade onde foi inoculada por picada cada
colénia suspeita em um tubo contendo 5 ml de meio semi-sélido de Meio Teste
Motilidade (BD, EUA) e incubado a 20-25 °C/7 dias; 3) Teste de Verificacdo de
Hemolise onde foi inoculada por picada a colénia caracteristica na placa de Agar
Sangue n° 2 e incubada a 35 °C/24 — 48 horas; 4) Teste de fermentacdo de dextrose,
xilose, rhammnose e manitol onde foi inoculada por picada a coldnia suspeita na placa
de Agar Purpura Base (BD, EUA) suplementado com 0,5% de cada carboidrato
testado e incubada a 35 °C/7 dias. Os resultados foram expressos em presencga ou

auséncia de Listeria monocytogenes em 25 g de queijo.

4.3.2. METODO MOLECULAR (PCR CONVENCIONAL)

O pré-enriquecimento foi 0 mesmo descrito no item 4.2.1. A extracdo do DNA
bacteriano ocorreu em 1 mL da amostra pré-enriquecida, utilizando-se o kit comercial
mericon DNA Plus Bacteria (QIAGEN, Alemanha), conforme instru¢des descritas pelo
fabricante. O volume estabelecido utilizado para o mix da reagao foi de 20 pL
composto por 10 yL de 2x Qiagen Taq PCR Master mix [Tris—HCI, KCIl e (NH4)2SO4
buffer, pH 8.7; 3 mM MgClz, 400 pL de cada dNTP e 0.05 U/ pL de Taq polimerase],
1 pL do iniciador senso (25 pL de concentracao) e 1 pL do iniciador anti-senso (25 pL
de concentracdo) e 6 pL de agua ultra pura e 2 uL do DNA bacteriano extraido. O
processo de amplificacdo foi realizado em termociclador (Veriti 96, Applied
Biosystems, Thermofischer), constituindo-se de uma etapa de desnaturagao a 94 °C
durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C durante 30 s, anelamento a 54 °C durante
30s, extenséao a 74 °C durante 45 s e a extensao final do DNA a 74°C por 10 min.
Todas as amplificagdes incluiram controle positivo (Listeria monocytogens ATCC
7644) e negativo (Agua ultra pura). Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
para o gene prfA, onde o primer senso Lip 1 (F): 5' GAT ACA GAA ACA TCG GTT
GGC 3' e primer anti-senso Lip 2 (R): 5' GTG TAA CTT GAT GCC ATC AGG 3, que
delimitaram um fragmento de 274 pares de base (pb) (KURELJUSIC, 2017).
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Para analisar os fragmentos, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel de
agarose a 2,0% corado com Syber Safe (1 pL/10mL) e tampéo TBE 0,5X (pH 8,0). O
gel foi submetido a voltagem de 100V por 45 minutos. A leitura do resultado foi feita
em transiluminador ultra-violeta — 320 nm (Bio-rad Laboratories Inc. Hercules, EUA) e
os resultados das bandas foram comparados com o marcador de peso molecular DNA
ladder de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, EUA).

4.4. ENUMERACAO DE Enterobacteriaceae

A enumeracao das bactérias da familia Enterobacteriaceae foi realizada no
estudo transversal, onde 25g de amostra foram homogeneizadas com 225 mL de agua
peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra) em Stomacher (AES Laboratoire, Franca), a fim
de se obter diluicbes 1:10, a partir das quais foram realizadas diluicbes subsequentes.
A enumeracédo de Enterobacteriaceae foi realizada em duplicata seguindo as normas
da APHA 9.62:2015 (KORNACKI et al., 2015), onde 1 mL de cada diluicdo foi
plagueado em profundidade em Agar Vermelho Violeta Bile com Glicose — VRBG
(Kasvi, EUA) e incubado a 35 °C/18 — 24 horas. A enumeracao de Enterobacteriaceae

foi expressa em log UFC/g de queijo.

4.5. ENUMERACAO DE COLIFORMES TOTAIS E Escherichia coli

A enumeracédo de coliformes totais e E. coli foi realizada utilizando-se placas
Petrifim® EC (3M, EUA) com metodologia de acordo com o fabricante 3M Company
(3M, 2014).

No estudo transversal, 25g de amostra foram homogeneizadas com 225 mL de
agua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra) em Stomacher (AES Laboratoire), a fim de
se obter diluicbes 1:10, a partir das quais foram realizadas diluicbes subsequentes. A
enumeracao foi realizada em duplicata.

No estudo longitudinal, 10 g ou mL de amostra foram homogeneizadas com 90

mL de agua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra), a fim de se obter diluicdes 1:10, a
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partir das quais foram realizadas diluicdes subsequentes. A enumeracao foi realizada
em triplicata.

4.6. ENUMERACAO DE Staphylococcus coagulase positiva

A enumeracao de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada utilizando-
se placas Petrifim® STX (3M, EUA) com metodologia de acordo com o fabricante 3M
Company (3M, 2016). O disco Petrifilm Staph Express de DNAse foi utilizado quando
foram observadas na placa colonias diferentes das vermelho-violetas.

No estudo transversal, 25g de amostra foram homogeneizadas com 225 mL de
agua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra) em Stomacher (AES Laboratoire, Franca), a
fim de se obter diluicbes 1:10, a partir das quais foram realizadas diluicdes
subsequentes. A enumeracao foi realizada em duplicata.

No estudo longitudinal, 10 g de amostra foram homogeneizadas com 90 mL de
agua peptonada 0,1% (Oxoid, Inglaterra), a fim de se obter diluicbes 1:10, a partir das
quais foram realizadas diluicbes subsequentes. A enumeracdo foi realizada em

triplicata.

4.6.1. TESTE DE COAGULASE POSITIVA

Esse teste foi realizado no estudo transversal, onde, pelo menos cinco colénias
confirmadas pelo teste de DNase em Petrifim® STX foram selecionadas para a
segunda etapa de confirmacdo de coagulase positiva das colbnias presuntivas. As
colonias selecionadas foram transferidas da placa de Petrifim® STX para tubos
contendo 3 ml de Brain Heart Infusion (BHI; BD, EUA) e incubadas a 37°C/18-24
horas.

Apoés o periodo de incubacgéo, 0,1 ml de cultura de micro-organismos foram
transferidos para um tubo estéril contendo 0,3 ml de Coagu-Plasma (LB, BRASIL). Os
tubos foram incubados a 37°C + 1 °C /4-6 horas. A leitura de coagulase foi realizada
conforme indicacéo da metodologia ISO 6888-1:1999/Amd 1:2003 (ISO, 2003).
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4.7. AFERICAO DO pH

No estudo longitudinal, a afericdo do pH do leite, pingo e queijo ao longo da
maturacado foi realizada com pHmetro digital (HI99163 — Hanna Instruments, Italia),
onde os valores foram aferidos diretamente no produto. Os valores foram obtidos em
triplicata.

No estudo transversal, a afericdo do pH do queijo maturado foi realizada em
duplicata, de acordo com o método IAL 017/IV (2008), onde foram pesadas 10 g de
amostra e homogeneizadas em 100 ml de 4gua destilada durante 30 minutos com
agitador magnético (Fisatom, Brasil). Ap6és os 30 minutos, aguardou-se mais 10
minutos e entdo o pH foi aferido em pHmetro digital (BEL engineering® PHS3BW,

ltalia).

4.8. AFERICAO DA ATIVIDADE DE AGUA (aw)

A afericao da atividade de agua foi realizada no estudo transversal em duplicata
por meio de analisador de atividade de agua digital AquaLab (EUA) onde foram
pesadas 3 g de amostra e inseridas no analisador. O queijo foi mantido a temperatura

ambiente para realizacdo da analise.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Foram realizados os testes de t de Student, analise de variancia (ANOVA), teste
de Tukey para comparacdo de médias e teste de correlacdo de Pearson. Os dados

foram avaliados no programa MiniTab 18.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ESTUDO LONGITUDINAL
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O estudo realizado durante a maturacdo foi de grande importancia para
observar o comportamento dos indicadores de higiene e seguranca, bem como o pH
frente a esse periodo e verificar se 0 pH tem influéncia nas contagens. De acordo com
os resultados, tanto as contagens de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus
coagulase positiva bem como o pH mostraram-se diferentes estatisticamente (p< 0,05)
no decorrer da maturagcéo. Esses resultados indicam que a maturacdo tem influéncia
nas caracteristicas do produto analisado. As contagens dos micro-organismos
indicadores bem como os valores de pH obtidos dos produtores P1, P2 e P3 podem
ser visualizadas nas Tabelas 2, 3 e 4 e a variagdo dos mesmos a partir das massas
de queijo (3 horas apds o inicio da producao) também pode ser vista nas Figuras 5, 6
e 7, respectivamente. Os circulos das Figuras 5, 6 e 7 representam o momento em

gue cada indicador analisado atingiu o limite requerido pela legislacao.

Tabela 2: Contagem de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus coagulase
positiva em log UFC/g ou mL e resultado do pH do leite, pingo, massa e queijo
durante a maturagdo no produtor P1.

Tempo/ pH Coliformes E. coli Staphylococcus
analises (MédiaxzDP) totais (MédiaxDP) coagulase
(MédiazDP) (Log UFC/g) positiva
(Log UFC/g) (MédiazDP)
(Log UFC/g)
Leite 6,702 1,2+0,2f *0,7+0,9¢ 2,3¢
Pingo 5,70¢ 1,7¢f 1,2+0,2b° 2,3¢
3h 6,41+0,10° 2,2+0,3de 2,1+0,3° 3,9+0,2°
10h 5,370,044 4,4+0,12 4,02 4,5+0,22
16h 5,20+0,05¢% 3,8+0,2° 3,6+0,42 4,7+0,12
24h 5,08+0,05° 3,6+0,1° 3,4+0,12 4,8+0,12
48h 5,06+0,03¢ 3,5+0,1° 3,4+0,12 4,9+0,12
72h 5,04+0,11¢ 3,6+0,2° 3,4+0,22 5,0+0,12
7d 5,08+0,10¢ 3,4+0,2° 3,3+0,32 4,6+0,22
14d 5,03+0,04¢ 2,7+0,1°¢ 2,0+0,5° 2,7°
22d 5,03+0,03° 2,4+0,3¢d *0,7+0,6° 2,9+0,4°¢

abcde Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05 — Teste de Tukey).
*Valores < 1 log UFC/g sao dados estimados (presenca de colénias em uma ou duas das placas da
triplicata), uma vez que estdo abaixo do limite de detec¢do do método (1 log UFC/g).
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Figura 5: Variacédo do pH e das contagens dos micro-organismos na massa e
gueijo ao longo da maturacao no produtor P1.
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Eixo “X” apresentado fora de escala. Onde h= horas, d=dias.

Valores circulados indicam que as amostras atingiram os limites estabelecidos pela legisla¢édo (log
UFC/g) para amostra indicativa: Coliformes totais: 3,7; E. coli: 2,7; Staphylococcus: 3,0.

LegislacBes de referéncia: Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto
n°® 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008).
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Tabela 3: Contagem de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus coagulase
positiva em log UFC/g ou mL e resultado do pH do leite, pingo, massa e queijo
durante a maturagdo no produtor P2.

Tempo/ pH Coliformes E. coli Staphylococcus
analises (MédiatDP) totais (MédiatDP) coagulase
(MédiatDP) (Log positiva
(Log UFC/g) (MédiatDP)
UFC/g) (Log UFC/g)
Leite 6,602 1,6f <1 2,4+0,3df
Pingo 4,75+0,07% 3,2¢ <1 3,2+0,2bcd
3h 6,44+0,022 3,1+0,1¢ <1 2,7+0,1¢d
10h 5,59+0,14" 4,9+0,12 <1 3,940,123
16h 5,01+0,03¢d 4,5+0,1° *0,9+0,82 4,0+0,12
24h 4,94+0,08%%  4,0+0,1° *0,9+0,82 4,1+0,22
48h 4,72+0,05¢ 3,8+0,2°¢ *0,7+0,62 3,540,123
72h 4,71+0,16¢ 3,7+0,1° <1 3,2+0,5%°
7d 4,86+0,03%% 2 9+0,2¢ *0,7+0,62 2,1+0,2¢
14d 4,98+0,07¢ 3,1+0,1¢ *0,8+0,82 2,0+0,3f
22d 5,01+0,01¢ 2,1+0,1° <1 <1

abcdefg Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05 — Teste de Tukey).
*Valores < 1 log UFC/g sao dados estimados (presenca de colénias em uma ou duas das placas da
triplicata), uma vez que estdo abaixo do limite de detec¢do do método (1 log UFC/Q).
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Figura 6: Variacado do pH e das contagens dos micro-organismos na massa e
gueijo ao longo da maturacao no produtor P2.
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Eixo “X” apresentado fora de escala. Onde h= horas, d=dias.
Valores circulados indicam que as amostras atingiram os limites estabelecidos pela legislagéo (log
UFC/g) para amostra indicativa: Coliformes totais: 3,7; E. coli: 2,7; Staphylococcus: 3,0.
LegislacBes de referéncia: Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto
n°® 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008).
*Devido a escala logaritmica, para que fosse possivel a plotagem dos dados com auséncia de colbnias
nas placas (abaixo do limite de deteccdo do método), foi adotado o log (1) que € igual a zero.

pH
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Tabela 4. Contagem de coliformes totais, E. coli e Staphylococcus coagulase
positiva em log UFC/g ou mL e resultado do pH do leite, pingo, massa e queijo

durante a maturacao no produtor P3.

Tempo/ pH Coliformes E. coli Staphylococcus
analises (MédiatDP) totais (MédiatDP) coagulase positiva
(MédiatDP) (Log UFC/qg) (MédiatDP)
(Log UFC/g) (Log UFCl/g)
Leite 6,702 1,9 1,7+0,1¢de 2,8+0,3°
Pingo 5,008 2,9+0,2°¢ 3,4+0,22 2,6+0,2°
3h 5,90+0,03 3,10 2,630¢ 3,5+0,22
10h 5,31+0,10¢ 3,6+0,12 2,8+0,13 3,6+0,22
16h 5,16+0,08¢de 3,6+0,22 3,0+0,4% 3,7+0,12
24h 5,15+0,044f 3,4+0,23 2,6+0,23¢ 3,5+0,12
48h 4,99+0,01f9 3,10 2,4+0,2Pc 3,62
72h 5,20+0,09¢d 2,9+0,2°¢ 2,2+0,3bcd 3,62
7d 5,14+0,03%f 3,0+0,1°¢ 2,4+0,1Pc 3,3+0,12
14d 5,02+0,04¢' 1,9+0,1¢ 1,4+0,39% 2,1+0,3¢
22d 4,97+0,059 1,3+0,2¢ *0,8+0,7¢ 1,7¢

abcdefg Médias na mesma coluna seguidas de letras diferentes diferem entre si (p<0,05).
*Valores < 1 log UFC/g sao dados estimados (presenca de colénias em uma ou duas das placas da
triplicata), uma vez que estdo abaixo do limite de deteccdo do método (1 log UFC/g).
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Figura 7: Variacado do pH e das contagens dos micro-organismos na massa e
gueijo ao longo da maturacao no produtor P3.
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Eixo “X” apresentado fora de escala. Onde h= horas, d=dias.

Valores circulados indicam que as amostras atingiram os limites estabelecidos pela legislagéo (log
UFC/g) para amostra indicativa: Coliformes totais: 3,7; E. coli: 2,7; Staphylococcus: 3,0.

LegislacBes de referéncia: Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto
n°® 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008).

Os limites microbiolégicos para leite cru encontram-se no Decreto 42.645
(MINAS GERAIS, 2002), onde para S. aureus a contagem estabelecida deve ser
inferior a 100 UFC/ml (ou 2,0 log UFC/ml) e para E. coli inferior a 100 UFC/mI (ou 2,0
log UFC/mI). As contagens de E. coli no leite encontradas em todas as queijarias
ficaram dentro do limite estabelecido por legislacdo. Martins et al. (2015) avaliaram o
leite usado na producdo de queijo do Serro nos periodos da seca e chuva e
observaram valores maiores de E. coli quando comparados ao do estudo presente,
sendo 1,50 e 1,78 log UFC/g para periodo da seca e chuva, respectivamente.
Ombarak et al. (2016), observaram que aproximadamente 76% das amostras de leite
cru utilizadas na fabricagéo de queijo no Egito continham E. coli. Em estudo realizado
por D’amico e Donnelly (2010) observou-se que 96% das fazendas produtoras de
gueijo artesanal fabricadas com leite cru de vaca obtiveram valores <100 UFC/mL de
coliformes totais, assemelhando-se a esse estudo, onde todas as fazendas obtiveram

valores abaixo de 2,0 log de UFC/ml de coliformes totais. Vale lembrar que ndo ha
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limites estabelecidos por legislacdo para coliformes totais em leite cru usado para
fabricacdo de queijo minas artesanal. As amostras do leite cru das queijarias dos
produtores P1, P2 e P3 ultrapassaram os limites para S. aureus (2,0 log UFC/g) e
obtiveram contagens de 2,3; 2,4 e 2,8 log UFC/mI, respectivamente. Sobrinho et al.
(2012) avaliaram a qualidade microbioldgica de leite cru utilizado para fabricacdo de
gueijo do Serro e observaram que de 154 amostras em 145 havia S. aureus e que as
contagens obtidas variaram de 1,47 a 5,03 log UFC/mL. D’Amico & Donnelly (2010)
avaliaram a qualidade microbiologica de leite cru utilizado para fabricacdo de queijos
artesanais em Vermont e observaram que em 67% das amostras foi detectado S.
aureus e a média de contagens foi de 20 UFC/mL, sendo bem abaixo da média
observada nesse estudo.

Uma das principais vias de contaminacdo do leite cru por S. aureus € a
ocorréncia de mastite bovina. Por estar presente nas glandulas mamarias dos
bovinos, o leite cru pode ser o veiculo desse patdgeno para o queijo (GRABER et al.,
2009; JOHLER et al., 2011; BOSS et al., 2016; KUMMEL et al., 2016). Manipulacio
pelos funcionarios e equipamentos contaminados também podem ser fontes de
contaminacgao desse micro-organismo (JAMALI et al., 2015; JORGENSEN, M@RK &
RORVIK, 2005). Existem formas de evitar esse tipo de contaminagdo como o controle
da saude do animal; ap@s a constatacdo da mastite, evitar que o animal tenha contato
com outros animais; higienizacdo do teto do animal antes e apos a ordenha;
higienizacdo dos manipuladores e higienizacédo dos equipamentos utilizados (JAMALI
et al., 2015).

As cargas microbianas do pingo de coliformes totais ficaram entre 1,7 e 3,2 log
UFC/mL, de E. coli entre <1 e 3,4 log de UFC/mL e Staphylococcus coagulase entre
2,3 e 3,2log UFC/mL. Paiva (2012) observou no pingo coletado no periodo do inverno
usado para producdo de queijo da Canastra contagens de coliformes de 5,0x103
UFC/mL, E. coli 1,7x102 UFC/mL e S. aureus 1,0x10%2 UFC/mL, assemelhando-se as
contagens obtidas nesse estudo. Oliveira (2014) obteve contagens superiores de S.
aureus as observadas nesse trabalho, no pingo coletado na regido Serro no periodo
das chuvas 7,3x10%* UFC/mL. A criacdo de parametro microbiolégico para o pingo em
legislacdo de queijo minas artesanal deve ser avaliada. Em estudo realizado por
Isidoro (2019), em queijo minas artesanal da Canastra, concluiu-se que a microbiota
do pingo modela a microbiota do queijo, visto que, em média 44% das bactérias

encontradas no pingo também foram encontradas no queijo e que 64% da diversidade
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bacteriana encontrada nos queijos é proveniente do pingo, havendo assim, uma forte
correlacao entre as microbiotas, ao qual foi comprovada por testes estatisticos. Outros
estudos realizados com queijos fabricados com leite cru que empregam soro fermento
natural, coletado da mesma maneira que o queijo da Canastra, também concluiram
que esse fermento tem grande influéncia na microbiota do queijo (GATTI et al., 2014,
DE FILIPPIS et al., 2014).

Em todos os produtores, observou-se que a carga microbiana inicial no leite e
no pingo foi menor do que na massa apos trés horas do inicio da producao. A excecao
foi para contagem de E. coli no produtor P3, havendo uma maior carga microbiana
inicial no pingo. Esse aumento da carga microbiana nas primeiras horas de producao
também foi observado em outros estudos (JAKOBSEN et al., 2011; DELBES et al.,
2006; DORES, NOBREGA & FERREIRA, 2013; MARTINS et al., 2015). As maiores
cargas microbianas, sejam elas de coliformes, E. coli e Staphylococcus coagulase
positiva, nas primeiras 24 horas de producédo podem estar relacionadas a retencao
fisica de micro-organismos na coalhada (massa) provenientes das matérias-primas,
alta umidade e alta atividade de &agua, ao crescimento microbiano durante a
coagulacdo, bem como pelo contato manual do manipulador no alimento
(desenformagem, prensa manual) e equipamentos mal higienizados (DORES,
NOBREGA & FERREIRA, 2013; DIEZHANDINO et al., 2015).

As amostras do produtor P1 alcancaram os limites aceitaveis pela legislacéo
para coliformes totais para o queijo com 24 horas de producéo; ja os limites de E. coli
e Staphylococcus coagulase positiva foram atingidos com 14 dias de maturacao.
Pode-se observar na Tabela 2 que das 24 horas de producdo até os 22 dias de
maturacdo houve um decréscimo de 3,6 para 2,4 log de UFC/g (1,2 log de reducéo)
de coliformes totais; 3,4 a 0,7 log de UFC/g (2,7 log de reducéo) de E. coli e 4,8 para
2,9 log de UFC/g (1,9 log de reducéo) de Staphylococcus coagulase positiva. Notou-
se também que as contagens de todos 0s micro-organismos analisados, no decorrer
da maturacao, diferiram-se significativamente. Pode-se observar que todas as
contagens diminuiram significativamente dos 7 para os 14 dias de maturacao (Tabela
2). As amostras do produtor P2 alcancaram o limite aceitavel de coliformes totais para
0 queijo com 72 horas de maturacdo e o de Staphylococcus cogulase positiva com 7

dias. A contagem de E. coli manteve-se de acordo com a legislacdo em todos os
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momentos analisados da maturacdo. Notou-se baixas contagens de E. coli desde o
inicio da producéo nesse produtor. Além disso, entre o periodo de 24 horas até os 22
dias de maturacédo, houve a reducao de 4,0 para 2,1 log UFC/g (1,9 log de reducéao)
de coliformes totais, e de 4,0 para <1 log UFC/g (4 log de reducao) de Staphylococcus
coagulase positiva. As amostras do produtor P3 alcancaram o limite de
Staphylococcus cogulase positiva com 14 dias de maturacéo, de E. coli com 72 horas
de maturacéo e coliformes totais manteve-se de acordo com a legislacdo, desde o
inicio da produgéo. Tanto as contagens de coliformes, E. coli como Staphylococcus
tiveram reducédo de 2 log das contagens das 24 horas até o final da maturacgdo (Tabela
4).

Dores, Nobrega & Ferreira (2013) observaram decréscimos das contagens de
E. coli, coliformes totais e S. aureus em estudo realizado durante a maturacao de 16
amostras de queijo da Canastra maturados a temperatura ambiente. O limite aceitavel
de coliformes totais foi atingido com 16 dias no periodo das chuvas e 21 dias no
periodo da seca; o de E. coli com 22 dias no periodo das chuvas e 18 no periodo da
seca e 0 de S. aureus com 22 dias no periodo das chuvas e 21 dias no periodo da
seca. Martins et al. (2015) concluiram que o periodo de maturacdo do queijo do Serro
(provenientes de produtores que possuiam niveis diferentes de cumprimento das
BPF) maturados a temperatura ambiente também teve um efeito linear negativo
significativo nas contagens de coliformes, E. coli e S. aureus, mostrando que a
maturacdo auxilia no controle desses micro-organismos indesejaveis. Em estudo
realizado por Cardoso et al. (2013) com queijo do Serro, foi observado que as
contagens de Staphylococcus coagulase positiva tiveram reducédo de 1 log com 30
dias de maturacéo e 4 log ao final do periodo de maturacéo de 60 dias. A diminui¢ao
das cargas microbianas dos indicadores ao longo da maturacdo pode estar
relacionada a competicdo por nutrientes com as BAL, producdo de compostos
antimicrobianos pelas BAL, bem como com a redugdo da umidade, aumento da
concentracéo dos solidos, como o cloreto de sédio adicionado no inicio do processo,
resultando na reducédo da aw (ECK, 1987; FURTADO, LOURENCO & NETO, 1994,
CARIDI et al., 2003; NARDES et al., 2006;).

Nos queijos do produtor P1, os resultados de pH obtidos mostraram um
decréscimo significativo (p<0,05) dos valores do leite, pingo, massa e queijo até o
tempo de 24 horas, porém a partir desse tempo de maturacdo, essa diferenca nao foi

mais observada. Nos queijos do produtor P2 notou-se também um decréscimo
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significativo (p<0,05) nos valores de pH até o tempo de 48 horas. Entre o queijo
maturado por 48 horas e o0 queijo maturado por 22 dias houve pequeno aumento do
valor do pH, porém quando comparados os resultados dos queijos com 24 horas com
0S queijos com 22 dias de maturacdo, o valor ndo alterou significativamente. Os
queijos do produtor P3, tiveram comportamentos semelhantes aos observados nos
demais produtores: decréscimo significativo (p<0,05) nos valores de pH do inicio do
processo até o queijo com 48 horas de maturacdo. Entre os periodos de 48 horas e
72 horas houve o aumento significativo (p<0,05) do valor do pH, porém apés esse
periodo o pH voltou a decrescer até o tempo de 22 dias. Quando comparados 0s
queijos com 24 horas de maturacao aos queijos com 22 dias, observa-se que houve
diminuicdo dos valores de pH. A queda do pH no periodo de maturacdo pode estar
relacionada a producédo de acido organicos produzidos pelas BAL (FOX & COGAN,
2004; McSWEENEY et al., 2017).

Esse decréscimo do pH até o periodo de 24 a 48 horas de producao é de se
esperar, visto que nesse periodo ha a conversdo da lactose para acido latico, como
consequéncia do processo fermentativo das BAL iniciadoras adicionadas no processo
por meio do soro-fermento “pingo” (GATTI et al, 2014). A diminuicdo do pH durante a
maturacéo de queijos artesanais brasileiros fabricados com leite cru de vaca também
foi observado em outros estudos (SOUZA et al., 2003; CAMPAGNOLLO et al., 2018).
loanna et al. (2018) também observaram um decréscimo de pH ao longo da maturacéo
em queijo Cacioricotta, fabricado com leite cru de bufala de 6,36 (dia 0) para 5.41 (dia
90). Em contrapartida, Dores, Nobrega & Ferreira (2013) observaram que tanto no
periodo das chuvas quanto no periodo das secas houve um pequeno aumento dos
valores de pH do queijo Canastra, ao longo da maturacdo, armazenado a temperatura
ambiente, sendo o aumento de aproximadamente 5,03 para 5,10 (com 29 dias de
maturacdo) no periodo de chuva e 5,0 para 5,07 no periodo da seca. Martins et al.
(2015) também observaram um aumento significativo de pH ao longo da maturagao
do queijo do Serro e também atribuiram esse resultado a degradagéo das proteinas
pelas proteases dos micro-organismos presentes no leite e no pingo. Diezhandino et
al. (2015) observaram um aumento no pH ao longo da maturacdo do queijo espanhol
Valdedn de 5,03 para 5,97 em 30 dias e 6,85 ao final dos 120 dias de maturacéo,
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sugerindo que esse aumento seja devido ao intenso catabolismo das BAL e por
reacoes de desaminacéo causada pelos fungos (Hayaloglu et al., 2008).

Foi realizado o teste de correlacdo de Pearson para verificar se os valores de
pH e as contagens tiveram correlacdo ao longo da maturacéo, ou seja, se 0 aumento
ou a diminuigdo das contagens estava relacionado ao aumento ou diminui¢cao do pH.
Observou-se que em apenas amostras de um produtor houve correlacdo moderada
negativa de pH e contagens, ou seja, a medida que uma variavel aumentava, a outra
diminuia. Os valores obtidos para pH e contagem de coliforms totais foram: r=-0,653
e p=0,00; pH e contagem de E. coli: r= -0,431 e p=0,015; pH e contagem de
Staphylococcus: r= -0,404 e p= 0,024. Por ser um resultado obtido em apenas um
produtor, ndo é possivel generalizar esta tendéncia.

Além das BPF para evitar a contaminacao do leite cru, pingo e queijo ao longo
do processo, a microbiota como um todo, incluindo as BAL iniciadoras e né&o
iniciadoras, e seus metabdlitos presentes no queijo podem ser fatores que interferem
significativamente no controle dos patégenos no decorrer da maturacdo (MONTEL et
al, 2014; GATTI et al, 2014). Por serem micro-organismos que conseguem sobreviver
melhor que os demais em ambientes hostis, como em baixo pH, pouca disponibilidade
de nutrientes, alta concentracdo de NaCl, temperatura menor do que a ideal, as BAL
nao iniciadoras sdo encontradas em maior abundancia em queijos maturados apés 60
dias de maturacdo (GATTI, 2014).

Os resultados obtidos mostraram que a maturacao foi um fator significativo e
muito importante na reducdo da carga microbiana dos indicadores e patégenos
analisados presentes nesse produto. O comportamento do pH diferiu-se de produtor
para produtor, porém houve a reducédo dos valores do comeco em relacéo ao final da
maturacdo. Entretanto, pode-se concluir que apenas a observacéo dos valores do pH
durante a maturagcédo nao garante a qualidade microbiologica/sanitaria do produto.

E importante ressaltar que todos os produtores participantes do estudo
longitudinal sdo cadastrados no PQMA, e, por isso, sdo produtores que, a principio,
cumprem as boas préaticas de fabricacdo, de ordenha e controle da saude animal,
devido as inspecbes feitas periodicamente pelo 6rgdo regulador, IMA (MINAS
GERAIS, 2002). Portanto, a qualidade microbiologica da matéria-prima, aliadas aos
procedimentos adequados adotados por cada queijaria, junto ao tempo de maturacao,

podem ter sido fatores que tornaram os produtos analisados seguros para consumo
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antes mesmo do final da maturacdo, como também observado em outros estudos
(FORGRAVE et al., 2016; FUKA et al., 2013; MARTINS et al., 2015).

Com o objetivo de observar a qualidade microbiologica de um maior nimero de
amostras de queijos da regido da Canastra e comparar com os resultados satisfatorios
obtidos por esse estudo ao longo da maturagéo, foi realizado o estudo transversal,
com queijos coletados apds o periodo de maturacao exigido por legislacao, tanto de

produtores cadastrados como de produtores ndo cadastrados no PQMA.

5.2. ESTUDO TRANSVERSAL

O estudo transversal avaliou 78 amostras de queijos ap6s o periodo de 22 dias
de maturacao, provenientes da Serra da Canastra, de produtores cadastrados e néo
cadastrados no PQMA. De acordo com os dados obtidos, 38% das amostras de queijo
minas artesanal da Canastra atenderam a todos os requisitos microbiologicos exigidos
pela legislacdo. Com isso, 62% do total de produtores ndo atenderam a pelo menos
um requisito da legislacdo referente aos parametros microbiologicos, ou seja, hao
atenderam a contagem de coliformes totais (19%) e/ou contagem de E. coli (18%) e/ou
contagem de Staphylococcus coagulase positiva (42%) e/ou auséncia de L.
monocytogenes (1%).

Entre os produtores cadastrados no PQMA, 46% atenderam a todos 0s
parametros microbiologicos exigidos por legislacdo; ja com relacdo aos produtores
nao cadastrados no PQMA, apenas 35% atenderam a todos o0s parametros
microbiolégicos exigidos, como pode ser observado na Tabela 5. Dentro dos que
apresentaram pelo menos um dos parametros em desacordo com a legislacéo, 71%
eram produtores que ndo possuem cadastro no PQMA. Entre os produtores que
apresentaram todos os parametros em acordo com a legislacéo vigente, 40% eram

produtores cadastrados no PQMA.
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Tabela 5: Quantidade de amostras de queijo minas artesanal da Canastra que
atenderam ou néo a legislagéo vigente, de acordo com os parametros
microbiol6gicos exigidos.

Atenderam N&o atenderam
Geral 30 (38%) 48 (62%)
Cadastrados no PQMA 12 (46%) 14 (54%)
Nao Cadastrados no PQMA 18 (35%) 34 (65%)
Coliformes totais 63 (81%) 15 (19%)
E. coli 64 (82%) 14 (18%)
Staphylococcus coagulase 45 (58%) 33 (42%)
positiva
Salmonella spp. 78 (100%) -
L. monocytogenes 77 (99%) 1 (1%)

PQMA: Programa Queijo Minas Artesanal.
Legislacdes de referéncia: Decreto n° 42.645, de 05 de junho de 2002 (Minas Gerais, 2002) e Decreto
n° 44.864, de 01 de agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008).

Mesmo com o cadastro dos produtores no PQMA, a porcentagem de
produtores que ndo atendem aos requisitos da legislacéo ainda € alta. No entanto, as
nao conformidades foram maiores junto aos produtores que ndo sdo cadastrados
(Tabela 5), corroborando ainda mais a importancia de se adotarem as boas praticas
na producédo. A implementacao de programas voltados a seguranca de alimentos em
pequenos produtores pode encontrar algumas barreiras como falta de experiéncia dos
colaboradores, restri¢cdes financeiras, atitudes ou até mesmo excesso de documentos
necessarios para implementacéo e controle dos planos (TAYLOR, 2001, WALKER et
al., 2003; CARRASCOSA et al., 2016).

Como observado na Tabela 5, em apenas uma amostra foi detectada L.
monocytogenes e em nenhuma das amostras foi detectada Salmonella spp. A cepa
de L. monocytogenes isolada do queijo foi também confirmada pela analise de PCR
convencional. Em estudo semelhante, Martins et al. (2015) avaliaram 256 queijos do
Serro e em uma amostra com 15 dias de maturagéo a temperatura de refrigeragéo (+
4 °C) houve a deteccdo de Salmonella spp., porém aos 22 dias, esse patdgeno nao
estava mais presente. Nesse mesmo estudo, ndo houve a deteccdo de L.
monocytogenes. Cardoso et al. (2013) ndo detectaram Salmonella spp em nenhuma

das 100 amostras de queijo do Serro. Dores, Nobrega & Ferreira (2013) nao
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detectaram Listeria spp. e nem Salmonella spp. em nenhuma das 32 amostras
analisadas de queijo da Canastra durante os periodos de seca e chuva. PINTO et al.
(2009) mostraram que a maturacéo pelo periodo de 60 dias para o queijo do Serro
(feito em laboratério, com leite cru proveniente do Serro) nao foi suficiente para
eliminar a Listeria innocua que foi inoculada inicialmente no leite em concentracfes
de 1,0x10?%, 1,0x10? ou 1,0x10% CFU/mL. No entanto, eles observaram que os queijos
coletados dos trés produtores rurais da regido, previamente selecionadas de acordo
com critérios higiénico-sanitarios (sanidade do rebanho, BPF e BPO), sem inoculacao
de bactérias patogénicas, ndo apresentaram L. monocytogenes. Além disso, Morgan
et al. (2001) observaram que L. monocytogenes sobreviveu apés 42 dias de
maturacdo em um tradicional queijo francés feito a partir de leite cru de cabra. Brooks
et al. (2012) ndo observaram Listeria spp. nem Salmonella spp. em 41 amostras
queijos artesanais feitos a partir do leite cru de vaca, cabra e bufalo maturados por 60
dias a temperatura de 1,7 °C, fabricados nos EUA. Guzman-Hernandez et al. (2016)
detectaram Salmonella spp em duas de 52 amostras de queijo fresco mexicano feito
a partir de leite ndo pasteurizado, contrastando assim 0s queijos mineiros dos queijos
mexicanos.

A presenca de L. monocytogenes em queijos, embora encontrada em baixa
incidéncia nas amostras analisadas, apresenta perigos para a saude, principalmente
para 0s grupos de risco (gestantes, recém-nascidos, idosos e imunocomprometidos)
(McLAUCHLIN et al., 2004). Portanto, deve-se realizar um esfor¢co adicional para
evitar que este micro-organismo tenha acesso ao alimento em decorréncia de mastite
bovina, &gua contaminada, equipamentos e utensilios mal higienizados
(CAMPAGNOLLO et al., 2018). E de grande importancia a criacdo de campanhas
educativas para informar aos consumidores do grupo de risco sobre os riscos de se
consumir queijos feitos com leite cru, como ocorre em paises como Estados Unidos,
Canada e Franca (NAP, 2013; HEALTH CANADA, 2013; FDA, 2018; LE MINISTERE
DE L’AGRICULTURE ET DE L’ALIMENTATION, 2019; CDC, 2019). Informativos em
embalagens e rotulos desse tipo de produto também sdo medidas que podem ser
adotadas e, com isso, o consumidor tera a oportunidade de tomar decisdes com mais

clareza em relacdo aos produtos que estdo consumindo.
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Com o intuito de observar o intervalo de contagens dos demais micro-
organismos analisados nos queijos maturados, foram feitos os graficos de boxplot

presentes na Figura 8.

Figura 8: Intervalo de contagens em log UFC/g dos micro-organismos
analisados nas amostras de queijo minas artesanal da Canastra.
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Enterobacteriaceae Coliformes Totais E. coli Staphylo. coag. posit.

*Devido a escala logaritmica, para que fosse possivel a plotagem dos dados com auséncia de col6nias
nas placas (abaixo do limite de detec¢do do método), foi adotado o log (1) que é igual a zero.

Pode-se observar, pela Figura 8, que houve grande variacdo nas contagens de
todos os micro-organismos avaliados nas amostras provenientes das 78 produtores
da Canastra. As contagens das bactérias da familia Enterobacteriaceae ficaram entre
<1 e 6,6 log UFC/g, coliformes totais entre <1 e 6,4 log UFC/g, E. coli entre <1 e 5,8
log UFC/g e Staphylococcus coagulase positiva entre <1 e 7,6 log UFC/g.

Os resultados das analises microbioldgicas foram estratificados entre
produtores cadastrados e ndo cadastrados no PQMA, com o intuito de observar a
distribuicdo das contagens entre esses grupos e averiguar possiveis beneficios da
associacdo ao programa, se o cadastro influenciou na contagem microbiana no final
da maturacdo. A distribuicdo dos dados microbiolégicos de contagens pode ser

observada na Figura 9.
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Figura 9: Intervalo de contagens obtidas para cada micro-organismo de acordo
com o cadastro no PQMA.
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A linha pontilhada representa o limite estabelecido pela legislagéo: Coliformes totais (5,0x10% UFC/g ou
3,7 log UFC/g); E. coli (5,0x10% UFC/g ou 2,7 log UFC/g); Staphylococcus coagulase positiva (1,0x103
UFC/g ou 3,0 log UFC/qg).

*Devido a escala logaritmica, para que fosse possivel a plotagem dos dados com auséncia de colbnias
nas placas (abaixo do limite de detec¢do do método), foi adotado o log (1) que é igual a zero.

Por essa estratificacdo dos resultados, percebe-se que ndo houve grandes
diferencas entre as contagens obtidas nas andlises dos produtores cadastrados e ndo
cadastrados no PQMA. Entretanto, pode-se notar que as maiores contagens de
Staphyococcus coagulase positiva foram obtidas em queijos provenientes de
produtores ndo cadastradas no PQMA. Os produtores que nao possuem o cadastro
nao tém o aporte e apoio dos 6rgéos reguladores, como os produtores que fazem
parte do programa. No entanto, apesar do cadastramento do produtor nesse
programa, ainda ha melhoras a serem feitas na produgéo dos queijos, de forma geral.
Além disso, vale ressaltar que o nimero de produtores rurais cadastrados no PQMA
(n=26) que participaram desse estudo € menor do que os produtores nao cadastradas
(n=52). Mesmo o numero de conformidades sendo maior entre os produtores

cadastrados, por essa analise, evidencia-se a ndo padronizacdo dos produtos, visto
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que apenas pelo cadastramento do produtor, ndo ha conclusdo de que o produto
atende a todos os parametros da legislacdo. A elevada quantidade de amostras que
apresentaram algum dos quesitos em desacordo com as normas exigidas pode refletir
condicBes higiénicas ndo adequadas, implantacdo e implementacdo incompletas de
boas praticas tanto no campo quanto na producdo dos queijos, necessidade de
conscientizacdo, ou a falta de apoio do 6rgdo regulador, no que diz respeito a
auditorias nessas queijarias, bem como em cursos para mostrar a importancia da
gestdo de qualidade na producédo desse tipo de alimento (IOANNA et al., 2018;
KOUSTA et al.,2010; FROZI et al., 2015).

As contagens de Enterobacteriaceae obtidas nas analises estiveram em um
intervalo entre <1 (abaixo do limite de detec¢cdo do método) e 6,6 log UFC/g; sendo
gue 75% das amostras obtiveram valores entre <1 e 3,7 log UFC/g, e 50% do total
dos valores obtidos (representados pela mediana) ficaram abaixo de 2,5 log UFC/g. A
Figura 8 mostra que 25% das amostras obtiveram valores maiores que 3,7 log UFC/g.
Em estudo realizado na Espanha para avaliar o comportamento das
Enterobacteriaceae durante o processo de maturacdo de um tradicional queijo
artesanal, San Simon, também fabricado com leite cru, Tornadijo et al. (2001)
observaram altas contagens de Enterobacteriaceae, chegando a contagens entre 4,5
e 5,5 log UFC/g em 4 semanas de maturacdo do queijo. Ao final da maturacdo, com
6 semanas, a média de contagem caiu para 4,0 e 2,5 log UFC/g, assemelhando-se ao
intervalo de contagem encontrado nesse estudo para a metade das amostras. Tabla
et al. (2016) observaram em suas amostras de queijo semi-duro, feito com leite cru de
cabra, contagens de Enterobacteriaceae de aproximadamente 3,7 log de UFC/g no
gueijo com 30 dias de maturacdo, assemelhando-se a este estudo, e ao final da
maturacado (60 dias) contagens de aproximadamente 2,0 log UFC/g.

Ndo ha limite estabelecido por legislacdo para contagem de
Enterobacteriaceae. No entanto, de acordo com dados apresentados na Figura 9,
observa-se que 75% das amostras, tanto de produtores cadastrados no PQMA, como
de ndo cadastrados, obtiveram contagens inferiores a 3,7 log UFC/g (ou 5,0x103
UFC/g). Havendo necessidade da adicdo desse indicador de higiene em nova
legislagéo, o limite de 5,0x10%® UFC/g poderia ser adotado. Estas bactérias, além de
serem indicadores de higiene, sdo responsaveis pela producédo de alguns compostos
gue podem alterar as caracteristicas sensoriais do queijo, tais como aminas

biogénicas (putrescina, histamina, espermidina), acido acético, e compostos como
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etanol, 2,3-butanodiona, 3-hidroxi-2-butanona e acetona (CHAVES-LOPEZ et al.,
2006).

Vale ressaltar que para a determinacao de critérios microbiolégicos com limites
minimos e maximos sdo necessarios conhecimentos técnico-cientificos como fatores
de viruléncia dos micro-organismos; metabodlitos produzidos; sensibilidade a
antibiéticos, além de levar em consideracdo a maneira com que o produto sera
consumido (queijo = cru, sem tratamento térmico) para que o consumidor tenha a
garantia que esteja consumindo um alimento seguro, e que 0s niveis sejam aceitaveis
mundialmente, sem prejudicar o comercio internacional do produto, caso houver essa
possibilidade (CODEX, 2009; PortFIR, 2017).

De acordo com dados apresentados na Figura 8, as contagens de coliformes
totais estiveram em um intervalo entre <1 e 6,4 log UFC/g, sendo que a maior parte
de amostras (75%) obtiveram valores entre <1 e 3,6 log UFC/g, onde 50% dos valores
obtidos ficaram abaixo de 2,1 log UFC/g. Na Figura 9, pode-se observar que pelo
menos 75%, tanto dos queijos provenientes de produtores cadastrados como 0s nao
cadastrados, obtiveram os limites aceitos por legislacdo pds maturacdo. Portanto,
esse resultado demonstra que o limite estabelecido pela legislacéo ja é atendido pela
maioria dos produtores e que um esfor¢o deve ser realizado pelos demais produtores
para chegarem ao valor regulamentado.

As contagens de E. coli estiveram em um intervalo entre <1 e 5,8 log UFC/g,
sendo que 75% das amostras obtiveram valores entre <1 e 2,3 log UFC/g, de acordo
com a Figura 8. Ressalta-se que 50% das amostras tiveram contagem abaixo do limite
detectavel (<1 log UFC/g) nos produtores ndo cadastrados no PQMA, e 50% dos
gueijos de produtores cadastrados obtiveram contagens entre <1 e 1,0 log UFC/g de
acordo com a Figura 9. E possivel observar na Figura 9 que pouco mais de 75% dos
produtores cadastrados ndo atenderam ao limite da legislacdo para E. coli, que é
5,0x102 UFC/g, equivalente a 2,7 log UFC/g. No entanto, quando observa-se no geral,
mais de 75% das amostras analisadas atenderam ao limite da legislacéo para essa
bactéria, portanto, é factivel que os 18% que estdo com contagens acima do aceitavel
adotem praticas de melhoria na producgéo para adequacéo a legislagéo.

A E. coli pode estar presente devido a agua utilizada de ma qualidade,

higienizacdo precaria das méos dos manipuladores, préaticas de higiene inadequadas
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na ordenha e dos utensilios utilizados (SILVA et al., 2011). Dores et al. (2013)
observaram contagens de coliformes de 2,0 log UFC/g e E. coli 1,5 log UFC/g para o
gueijo minas artesanal da Canastra analisados apés os 22 dias de maturacdo a
temperatura ambiente. Portanto, seus dados corroboram os valores observadas no
presente estudo. A analise de E. coli € um importante indicativo de qualidade e
seguranca, pois representa contaminacao de origem fecal e sua presenca representa
um fator de risco para o consumidor, pois algumas estirpes podem ser patogénicas e
causar infeccéo de origem alimentar (CROXEN et al., 2013; FRANCO & LANDGRAF,
2008).

As contagens obtidas nas andlises de Staphylococcus coagulase positiva
estiveram em um intervalo entre <1 e 7,6 log UFC/g, onde 75% das amostras
obtiveram valores entre <1 e 3,6 log UFC/g, de acordo com a Figura 8. Ja o grafico do
intervalo de contagem de Staphylococcus coagulase positiva da Figura 9 mostrou que
em ambos 0s casos, produtores cadastrados ou ndo, mais de 25% dos produtores
nao atenderam ao limite estabelecido. No caso das amostras dos produtores nao
cadastrados, mais de 50% das mesmas ultrapassaram o limite estabelecido por
legislacdo que € de 1,0x103 UFC/g, equivalente a 3,0 log UFC/g. Portanto, 42% (n=33)
das amostras ultrapassaram a contagem maxima permitida. Sendo assim, esse micro-
organismo foi responséavel pelo o maior numero de ndo-conformidades neste estudo.
Além disso, a ampla distribuicdo (<1 e 7,6 log UFC/g) indica a grande heterogeneidade
entre os produtores e que um maior esforco deve ser despendido pelos agentes
reguladores e produtores para reducao das contagens desse micro-organismo.

Borelli et al. (2006) avaliaram o comportamento de cepas de Staphylococcus
enterotoxigénicas e o de outros micro-organismos indicadores durante a producao de
gueijo minas artesanal da Canastra e observaram altas contagens S. aureus (6,0 log
UFC/g) e Staphylococcus spp. (6,3 log UFC/g) nos queijos das fazendas analisadas.
Altas contagens de S. aureus podem indicar mastite no rebanho, seja clinica ou
subclinica, e que boa parte dos produtores ndo adota os cuidados necessarios para
reducdo deste problema (JOHLER et al., 2018; HOQUE et al., 2018). Nos Estados
Unidos, em estudo realizado por Brooks et al. (2012), foi observado que apenas uma
amostra de queijo fabricado com leite cru de vaca, e maturado por 60 dias, que a
contagem de S. aureus estava acima de 3,0x10* UFC/g. Entretanto, este micro-

organismo nao estava presente nas demais amostras. Este resultado contrasta com



67

a realidade do queijo artesanal brasileiro, como observado neste e em varios outros
estudos citados anteriormente, em que a deteccao de S. aureus € bastante comum.

Perin et al. (2017) avaliaram as caracteristicas microbiolégicas de queijo da
Canastra e observaram contagens de Stapylococcus coagulase positiva entre 2,61 e
4,98 log UFC/g, E. coli entre <1 e 2,52 log UFC/g e coliformes totais entre 0,6 e 3,37
log UFC/g, assemelhando com os resultados obtidos nesse trabalho. Nesse mesmo
estudo realizado por Perin et al. (2017), foi observado que altas contagens de
Stapylococcus coagulase positiva no queijo do Serro (5,68 log UFC/g) e no queijo de
Campo das Vertentes (6,09 log UFC/g), assemelhando-se a algumas amostras desse
estudo, ao qual atribuiu as altas contagens ao excesso de manipulagédo que ocorre
durante a producéo, a exemplo da etapa de prensagem manual.

O limite atual para Staphylococcus coagulase positiva tem sido questionado
pelos produtores em diversos meios como em reunides realizadas pela Rede de
Pesquisa em Queijos Artesanais Brasileiros (REPEQUAB) em S&o Paulo, no Centro
de Pesquisas em Alimentos (“Food Reaserch Center — FORC) e no 1° Seminario
Cientifico do Queijo Minas Artesanal realizado durante o Festival Queijo Minas
Artesanal realizado em Sao Roque de Minas em junho de 2018, ja que, segundo 0s
produtores brasileiros, o limite para Staphylococcus coagulase positiva de queijos
franceses produzidos de forma semelhantes aos queijos brasileiros é de 1,0x10°
UFC/g e aqui no Brasil é 1,0x103 UFC/g (MINAS GERAIS, 2002; MINAS GERAIS,
2008; EUROPEAN UNION, 2005). Vale ressaltar que se um lote determinado houver
contagens de Staphylococcus coagulase positivas superiores a 1,0x10° UFC/g, o
regulamento europeu exige a realizacao de teste de toxina estafolocécica no queijo.

Os queijos artesanais franceses, tais como Soumaintrain, Saint-Marcellin,
Maroilles, Abbaye de Belloc, Reblochon e Livarot assemelham-se aos queijos
artesanais brasileiros no modo de producéo: fabricados com leite cru, por pequenos
produtores de maneira artesanal e maturados em prateleiras de madeira (DUGAT-
BONY et al., 2016; MARIANI et al., 2007; FEURER et al., 2004; LARPIN et al., 2006).
Porém, em estudo realizado por Isidoro (2019), comparando queijos da América do
Norte e os europeus, incluindo queijos franceses, com queijo minas da Canastra,
concluiu-se que tanto a microbiota quanto o pH desses queijos diferem-se

significativamente entre si. Portanto, para a alteracdo de limites de Staphylococcus
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coagulase positiva de queijos minas artesanais sdo necessarios mais estudos que
comprovem que essa matriz ndo apresenta riscos para o consumidor, tais como
expressao de fatores de viruléncia como a expressao dos genes de enterotoxinas
frente as caracteristicas intrinsecas do produto, como o pH, aw e salinidade. O
cumprimento de regulamentos/limites auxilia ha diminuicdo de doencgas transmitidas
pelo leite e derivados e foi comprovado por estudos realizados por Olsen et al. (2000)
onde mostrou-se que, em 1938, 25% dos surtos que ocorreram estavam ligados ao
leite e seus derivados lateos, entretanto com a criacdo de normas, parametros,
legislacdes, essa taxa caiu para menos de 1% dos surtos (NAP, 2003).

Com o intuito de verificar se os parametros de pH ou aw mostravam por si s6
se as amostras estavam em acordo ou ndo com a legislacéo, os resultados foram
estratificados em dois grupos: grupo das amostras que atenderam a todas as
exigéncias microbioldgicas da legislacao e grupo das amostras que ndo atenderam a
pelo menos uma exigéncia da legislacdo. Os resultados foram submetidos ao teste t
de Student para duas amostras independentes para observar se houve diferenca
significativa entre os resultados dos dois grupos, tanto para os valores de pH quanto

para aw, como pode ser observado na Tabela 6.

Tabela 6: Valores obtidos de pH e aw das amostras de queijo minas artesanal
da Canastra.

pH (MédiaxDP) aw (MédiatDP)
Amostras que atenderam 5,46%0,252 0,91+0,042
aos limites
Amostras que nao 5,54+0,242 0,92+0,042

atenderam aos limites

aMédias na mesma coluna seguidas de letras iguais nao diferem entre si (p=0,05 — Teste de Tukey).
DP=Desvio Padréo.

N&o houve diferenca significativa de pH e de aw entre as amostras que
atenderam e ndo atenderam a legislacéo e, por esse motivo, é possivel concluir que
o pH ndo é um parametro, nesse caso de queijos artesanais da Canastra, controlador
de crescimento de indicadores ou pela presenca/auséncia de patdgenos exigidos pela
legislacdo. Essa conclusdo estd em acordo com o estudo longitudinal, ao qual o
controle dos indicadores e patégenos nao foi correlacionado aos valores de pH obtidos

ao decorrer da maturacdo. Em estudo realizado por Silva (2007), a média de pH do
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queijo minas artesanal da Canastra foi de 5,24, assemelhando-se a alguns dos valores
encontrados nesse estudo. Dores, Nobrega & Ferreira (2013) avaliaram o queijo da
Canastra e observaram valores menores de pH quando comparados a esse estudo:
média de 5,05 em ambos os periodos de seca e chuva. Ja para a aw, foram
observados valores semelhantes a algumas amostras obtidas nesse estudo: no
periodo de seca a média obtida por eles foi de 0,96 e no periodo das secas a média
foi de 0,97. Martins et al. (2015), avaliaram o queijo minas artesanal do Serro e
encontraram valores de pH 4,7 e 4,9 ap0s 17 dias de maturacéo no periodo de seca
e chuva, respectivamente, e aw 0,96 e 0,98 nos mesmos periodos, portanto, o pH do
queijo do Serro € menor que o da Canastra, em contrapartida, a atividade de agua é
ligeiramente maior. Brooks et al. (2012) observaram valores de pH entre 5,2 € 6,3 e
aw de 0,88 e 0,95, de queijos maturados duros e semi-duros produzidos com leite cru
de vaca nos EUA. As médias para o pH foram 5,73 e para aw 0,92, ao qual o ultimo
pardmetro obteve média semelhante ao estudo presente. Essa pequena diferenca
com relacdo aos valores de pH, sendo os valores dos queijos dos EUA maiores, pode
estar relacionada com o tempo maior de maturacdo comparado aos queijos mineiros
(ISIDORO, 2019). Tabla et al. (2016) avaliaram queijo espanhol de cabra feito a partir
de leite cru e observaram valores médios de pH de 5,12 com 30 dias de maturagéo e
5,21 com 60 dias de maturacdo, sendo pouco abaixo dos valores obtidos nesse
estudo.

Os resultados obtidos nesse estudo transversal mostraram que o cadastro no
PQMA néo foi um fator conclusivo para o cumprimento da legislagcdo e que os
produtores ndo cadastrados necessitam ainda mais de boas condi¢cdes higiénicas
para a producdo de seus queijos.

Além disso, por ser um trabalho com um namero significativo de amostras, a
revisdo dos parametros microbioldgicos da legislacdo para queijos artesanais pode
levar em consideracéo os dados aqui obtidos.

Por fim, esse estudo auxilia na compreenséo da realidade dos produtores rurais
de queijo minas artesanal da Canastra, sob o ponto de vista microbiol6gico, devido ao
namero elevado de amostras analisadas e também pelo comportamento dos micro-
organismos indicadores e patégenos durante a maturacao desse produto, mostrando

a heterogeneidade entre os produtores.
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6. CONCLUSOES

Os experimentos mostraram que as amostras analisadas durante a maturacao,
provenientes de produtores cadastradas no PQMA, foram satisfatdrias, do ponto de
vista microbioldgico, antes dos 22 dias de maturacéo e que ndo ha correlacdo entre o
pH e as contagens dos micro-organismos analisados. Entretanto, no estudo realizado
pos maturacgao, foi observado um alto numero de ndo conformidades das amostras
tanto de produtores cadastrados como de ndo cadastradas no PQMA. Em algumas
amostras foram observadas altas contagens de Enterobacteriaceae e/ou coliformes
totais e/ou E. coli e/ou de Staphylococcus coagulase positiva. Em nenhuma amostra
foi detectada Salmonella spp e L. monocytogenes foi detectada em uma amostra. Os
valores obtidos de pH e aw, estratificados em grupos que atendem e nao atendem a
legislagéo, ndo mostraram diferencga significativa. Contudo, o cadastro no PQMA néo
foi fator conclusivo para o cumprimento da legislacdo em grande parte das amostras.
Portanto, sdo necessarios mais esforcos dos produtores, cadastrados e nao
cadastrados, bem como dos o6rgdos reguladores para melhoria dos indicadores
microbioldgicos. Por fim, pelo elevado numero de amostras analisadas, os dados
desse estudo podem ser usados para compreender a realidade dos produtores sob o
ponto de vista microbiologico e também para o fomento de dados para revisdo dos

parametros da legislacéo para esse tipo de produto.
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