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RESUMO GERAL

Os queijos artesanais sdo reconhecidos por sua importancia socioecondmica em diferentes
paises. No Brasil, o Estado de Minas Gerais, € reconhecido como maior produtor do pais. Essa
regido compreende algumas microrregides produtoras dos conhecidos Queijos Minas
Artesanais (QMA) sendo elas: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado e Serro. S&o
produzidos (sem condigdes controladas) a partir de leite de vaca cru e culturas de soro natural
como iniciantes (microrganismos nativos), gerando um produto de sabor Unico devido as
particularidades de seu terroir. Como se sabe, 0s representantes de sua microbiota terroir estio
associados a producdo de certos compostos que impulsionam o processo de maturacgéo,
desenvolvendo as caracteristicas organolépticas que irdo determinar o sabor e a qualidade deste
gueijo. Essa microbiota, abrange um complexo ecossistema que ira determinar a tipicidade
deste queijo. Tendo em vista o deficiente conhecimento a respeito da biodiversidade encontrada
nesses produtos e ainda, a falta de compreensdo sobre as mudancas que esses grupos
microbianos sofrem ao longo do ano, esse trabalho teve como objetivo determinar a micobiota
terroir (leveduras e fungos filamentosos) do ambiente das camaras de maturacdo e dos QMA
em 3 propriedades da microrregido do Serro-MG, bem como avaliar suas caracteristicas fisico-
quimicas. A identificacdo dos fungos foi dada pela analise do perfil proteico por MALDI-TOF
MS e identificagdo fenotipica. No ambiente de maturacdo identificou-se predominantemente a
levedura Trichosporon japonicum. Ja os fungos filamentosos prevaleceram 0s géneros
Penicillium, Chaetomium, Aspergillus, Scopulariopsis, Fusarium e Complexo Cladosporium
cladosporioides. No QMA foi identificado apenas leveduras benéficas que contribuem para as
caracteristicas sensoriais do queijo, sendo elas: Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces lactis e Yarrowia lipolytica. Ja os géneros de fungos filamentos isolados foram:
Penicillium, Aspergillus, Complexo Cladosporium cladosporioides, Scopulariopsis,
Geotrichum e Alternaria. Dentre as espécies isoladas, apenas Geotrichum candidum pode ser
considerado benéfico, contribuindo com as caracteristicas organolépticas do produto. Nos
parametros fisico-quimicos, o percentual de acido latico (acidez), foi o Unico que apresentou
diferengas estatisticas significativas. Com este estudo foi possivel identificar quais espécies
estdo relacionadas com o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais e também espécies
contaminantes e possivelmente toxigénicas. A descricdo da micobiota terroir mostrou-se
importante, para a avaliacdo da seguranca e qualidade do QMA.

Palavras-chave: Queijo artesanal. Micobiota. lIdentificacdo. Preservacéo.



GENERAL ABSTRACT

Artisanal cheeses are recognized for their socioeconomic importance in different countries. In
Brazil, the State of Minas Gerais is recognized as the country's largest producer. This region
comprises some microregions producing the well-known Queijo Minas Artesanais (QMA):
Araxd, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado and Serro. They are produced (without
controlled conditions) from raw cow's milk and natural whey cultures as beginners (native
micro-organisms), generating a product of unique flavor due to the particularities of its terroir.
As is known, the representatives of its terroir microbiota are associated with the production of
certain compounds that boost the maturation process, developing the organoleptic
characteristics that will determine the taste and quality of this cheese. This microbiota
encompasses a complex ecosystem that will determine the typicity of this cheese. In view of
the lack of knowledge about the biodiversity found in these products and the lack of
understanding of the changes that these microbial groups suffer during the year, this work aimed
to determine the mycobiota terroir (yeasts and filamentous fungi) of the environment of the
maturation chambers and the QMA in 3 properties of the Serro-MG microregion, as well as to
evaluate their physicochemical characteristics. The identification of the fungi was given by the
analysis of the protein profile by MALDI-TOF MS and phenotypic identification. In the
environment of maturation was identified the yeast Trichosporon japonicum predominantly.
However, the filamentous fungi prevailed in the genus Penicillium, Chaetomium, Aspergillus,
Scopulariopsis, Fusarium and Cladosporium cladosporioides Complex. In the QMA, only
beneficial yeasts that contribute to the sensorial characteristics of the cheese were identified:
Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis and Yarrowia lipolytica.
The genus of isolated filament fungi were: Penicillium, Aspergillus, Cladosporium
cladosporioides complex, Scopulariopsis, Geotrichum and Alternaria. Among the species
isolated, only Geotrichum candidum can be considered beneficial, contributing with the
organoleptic characteristics of the product. In the physical-chemical parameters, the percentage
of lactic acid (acidity) was the only one that presented significant statistical differences. With
this study it was possible to identify which species are related to the development of sensorial
characteristics and also contaminating and possibly toxigenic species. The description of the
mycobiota terroir was important for the evaluation of the safety and quality of the QMA.

Keywords: Artisanal cheese. Mycobiota. Identification. Preservation.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, embora todo o Estado de Minas Gerais tenha habilidade para a producéo de
queijos artesanais, 0 Queijo Minas Artesanal (QMA) é produzido em cinco microrregides,
sendo elas: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serro. Esses sdo fabricados a partir
de leite de vaca cru e culturas de soro natural como iniciantes (microrganismos nativos),
gerando um produto de sabor unico devido as particularidades de seu terroir. Como se sabe, na
fabricacdo destes queijos, a maturacdo é a etapa final e crucial para o estabelecimento das
caracteristicas sensoriais tipicas do produto. Nesse processo, a presenca e acao dos
microrganismos envolve transformacgdes bioquimicas associados a producdo de certos
compostos que impulsionam o processo de maturacdo, desenvolvendo as caracteristicas
organolépticas que irdo determinar o sabor e a qualidade deste queijo (BEMFEITO, 2016,
BONY, 2015, HARBUTT, 2010, EMATER, 2019; FOX, 1998).

Pelo fato deste queijo ser produzido e maturado artesanalmente, sem condi¢fes
controladas, torna-o sujeito a contaminagdo por microrganismos presentes no ambiente e na
matéria prima caracteristicos de seu terroir (SANTOS, 2010). Terroir é uma palavra de origem
francesa, intraduzivel, e esta relacionada ao territorio e ao ambiente particular de uma regido o
que ird expressar a qualidade, tipicidade e identidade de um produto (TONIETTO, 2007). A
microbiota terroir podem agir de forma a contribuir com sabor agradavel do queijo. Porém,
existe a possibilidade de contaminagdo por representantes toxigénicos ou ainda patogénicos
(SANTOS, 2010).

Um dos grandes desafios atuais é obter uma visdo clara do perfil microbiologico
presente durante a producdo e maturacdo do QMA, e sua influéncia nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais destes queijos. E ainda compreender a relacdo das mudancas que esses
grupos microbianos sofrem ao longo do ano, em decorréncia de variagcbes sazonais, e
consequentemente alteracdo na composicdo do QMA (BONY, 2015; FIGUEIREDO, 2014,
SOBRAL, 2017).

Tendo em vista, o deficiente conhecimento a respeito da biodiversidade encontrada
nesses produtos, este trabalho tem por objetivo determinar a micobiota terroir (leveduras e
fungos filamentosos) presentes no ambiente das cdmaras de maturacédo e no QMA, produzido
durante o periodo de inverno na microrregido do Serro-MG, bem como avaliar suas

caracteristicas fisico-quimicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Queijo Minas Artesanal produzido na microrregido do Serro-MG

No Brasil, embora todo o Estado de Minas Gerais tenha habilidade para a producao de
queijos artesanais, 0 Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢é produzido em cinco microrregifes
(Figura 1) reconhecidas pela Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de
Minas Gerais (EMATER) e cadastradas no Instituto Mineiro de Agropecuéria (IMA), sendo
elas: Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serro (EMATER, 2019).

Nessas microrregifes, a producdo do Queijo Minas Artesanal se trata de um fator
cultural de grande importéncia socioecondmica para a agricultura familiar. Estima-se que sua
producdo compreenda cerca de 9.445 produtores, que fabricam por volta de 29 mil toneladas
de gueijo por ano, e consequentemente gera por volta de 27 mil empregos (EMATER, 2019).
Particularmente a regido do Serro, de acordo com EMATER, no ano de 2019, dos 881
produtores de QMA nessa regido, apenas 262 estdo devidamente registrados pelo IMA
(ORDONEZ, 2005; EMATER, 2019; BEMFEITO, 2016; IMA, 2019).

Figura 1 - Mapa do Estado de Minas Gerais representando as cinco microrregides reconhecidas
pela EMATER e cadastradas no IMA, para a producdo de Queijo Minas Artesanal.

MAPA DO QUELJO MINAS ARTESANAL /Aoqel ]0

P b

CERRADO

CAMPO DAS
VERTENTES

ARAXA

| N de Produtoces: 9445

| Produgho: 29.005 tano
| Empregos diretos 26792

| Area: 63 690 Knv*

Fonte: EMATER (2019).

A microrregido do Serro estd localizada no Vale do Jequitinhonha em uma regido
montanhosa na vertente oriental da Serra do Espinhaco e da Estrada Real, entre os paralelos
18° e 19° de latitude Sul, no Estado de Minas Gerais (EMATER, 2019). O clima é classificado
como temperado Umido, com temperatura média anual de 20.5 °C, com média minima de 17.3

°C e maxima de 23.2 °C. Apresenta um periodo seco no inverno e um verao Umido, com indices
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pluviométricos médio anual de 1.471 mm, sendo 0 més de Agosto o mais seco, com precipitacdo
de 8mm, e a maior precipitacdo no més Dezembro de 337mm (CLIMATE-DATA.ORG, 2019).

Esses fatores climaticos, assim como, o tipo de solo, altitude, pastagem e a propria agua,
sdo algumas das razGes pelas quais o0 queijo produzido em cada regido é tdo particular, como
ocorre com 0 queijo do Serro que é produzido apenas nessa microrregido (Figura 2), que
compreende 10 cidades produtoras (SILVA et al., 2013). A qualidade e o sabor dessa iguaria
tipica da regido levaram o produto a ser reconhecido pelo Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI), em dezembro de 2011. E assim, a microrregido do Serro passou a ser
reconhecida, com certificacdo de Indicacdo Geogréfica (IG), conquistando o titulo de produtor
exclusivo desse tipo de queijo (MEDEIROS, 2015). A IG é uma ferramenta importante, de
protecao da origem. Seu registro, destaca o produto como 0 QMA no mercado, agregando valor
as regides e diferenciando-o no mercado consumidor. Além de controlar a producéo, garantindo
a rastreabilidade, em decorréncia de suas caracteristicas geograficas, socioculturais e historicas
(INPI, 2011).

Figura 2 - Mapa da microrregido do Serro, com destaque para 0s 10 municipios produtores.

MAPA DO QUEIJO MINAS ARTESANAL = =
SERRO L N

[ SERRO I

1 - ALVORADA DE MINAS
2 - CONCEIGAO DO MATO DENTRO
3 - DOM JOAQUIM

4 - MATERLANDIA

5 - PAULISTAS

6 - RIO VERMELHO

7 - SABINOPOLIS

8 - SANTO ANTONIO DO ITAMBE

9 - SERRA AZUL DE MINAS

10 - SERRO

N° DE PRODUTORES  -881
PRODUGAO -3.106 tfano
EMPREGOS GERADOS -2.290

AREA -6.960 Km?

Fonte: EMATER(2019).

De acordo com Harbutt (2010), essa certificacdo reconhece a particularidade de cada
alimento feito tradicionalmente, sendo, portanto, o resultado de uma complexa interacao entre,
solo, planta e clima, que quando combinados com meétodos de producdo e matérias primas, ndo
pode ser reproduzida em nenhum outro lugar.

Portanto, a certificacdo de origem de um queijo identifica seu terroir, que € uma palavra

francesa que ndo tem traducao e esta relacionada ao ambiente particular de uma regido o que
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ird expressar a qualidade, tipicidade e identidade de um produto (TONIETTO, 2007,
HARBUTT, 2010).

2.2 Processo de producédo e maturacédo do Queijo Minas Artesanal

E considerado Queijo Minas Artesanal somente aquele que mantém as caracteristicas
de producdo tradicional, a partir de m&o de obra familiar, com minima mecanizacéao e producao
em baixa escala, utilizando o leite cru, sem tratamento térmico (KUPIEC, 1998). Os QMAs,
assim como os produzidos na microrregido do Serro, sdo fabricados a partir de leite de vaca cru
(sem tratamento térmico) e culturas de soro natural como iniciantes. Este inéculo enddgeno,
rico em microrganismos nativos, denominado “pingo”, consiste no soro coletado apés a
prensagem do queijo do dia anterior, e adicionado ao leite cru junto com o coalho, sal e cloreto
de célcio, como pode ser visto no fluxograma de producéo (Figura 3). Sabe-se que o “pingo”
varia de acordo com as particularidades da regido, consequentemente, resulta em um QMA com

diferentes caracteristicas, o que os tornam tdo peculiares (MACHADO, 2004).

Figura 3 - Fluxograma de producéo de Queijo Minas Artesanal do Serro-MG.

Cloreto de célcio

[ Leite cru (sem aguecimento) ]

[ Adigédo de ingredientes

¥

[ Coagulagao (40-50 min) ]

[ Corte da massa ]

! |

[ Agitagdo e dessoragem ]

.

[ Enformagem ]

[ Salga na superficie do queijo ] | Coleta do “pingo” I

[ Viragem e nova salga ]
[ Maturagdo ]
[ Comercializacdo ]

Fonte: Adaptado de Machado (2004).
A maturagdo é a etapa final da fabricacdo dos QMAs, sendo crucial para o

estabelecimento das caracteristicas sensoriais tipicas do produto. Nesse processo, ocorre uma
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complexa interacdo de fatores de ordem bioldgica, quimica e bioquimica que agem modificando
as propriedades fisico-quimicas da massa do queijo, influenciando a textura, consisténcia e
formando compostos que serdo responsaveis pelo desenvolvimento dos sabores e aromas
caracteristicos de cada variedade (FOX, 1998). Como se sabe, ndo s6 o processo de fabricacdo
em si, mas o periodo de maturagcdo promove diferencas sensoriais significativas, além de criar
um ambiente indspito para microrganismos patogénicos (BONY, 2015; DINIZ, 2013). Durante
a maturacdo, acido organicos gerados pela fermentacdo microbiana da lactose, assim como a
reducdo do pH, devido a producéo de acidos, tem contribuido para a reducdo e/ou eliminacéao
de possiveis patdgenos contaminantes, tornando o queijo artesanal mais seguro (NERO et al.,
2008; BRANT, 2007).

O IMA entdo definiu para a microrregido do Serro um periodo minimo de 17 dias de
maturacdo em temperatura ambiente, para garantir a seguranc¢a do produto de acordo com 0s
padr6es microbioldgicos estabelecidos pela Lei 14.185 de Janeiro de 2002 (MINAS GERAIS,
2002). No entanto, apesar da maturacdo contribuir para a eliminacdo de microrganismos
patogénicos, ndo deve ser utilizada para resolver falhas sanitarias na producéo do leite cru e dos
gueijos, mas proporcionar o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejaveis ao
produto final (FIGUEIREDO, 2015).

Os fatores determinantes na tipicidade dos queijos maturados séo influenciados pelas
condicdes ambientais a qual sdo submetidos 0s queijos, tais como: umidade relativa,
temperatura e fatores intrinsecos ao queijo como: pH, teor de NaCl e umidade da massa. Esses
fatores interferem tanto no aspecto fisico-quimico, quanto microbioldgico, ocasionalmente
levando a selecdo da microbiota que ir& atuar na superficie e no interior da massa do queijo.
Assim sdo determinadas as caracteristicas organolépticas do produto, de maneira a torna-los
mais apreciaveis ou ndo (BANK, 1998; BONY, 2015; FIGUEIREDO, 2014; SOBRAL, 2017).
Trata-se de um fendmeno complexo, uma vez que pode variar de queijo para queijo, com a
geracdo de diferentes componentes como: aminoacidos, acidos graxos, ésteres, aminas, acidos
organicos, dioxido de carbono, dentre outros. Em funcéo disso, o tempo de maturacéo varia
para cada tipo de queijo (KATZ, 2014; PERRY, 2004; BEHMER, 1985; FOX,1993).

Os eventos bioguimicos ocorrem no queijo proporcionando sucessivas alteraces ao
longo da maturagéo, agindo principalmente no catabolismo de macromoléculas como a lactose,
caseina e lipideos (MCSWEENEY, 2004). Essas vias metabolicas sdo divididas em eventos
primarios e secundarios. Dentre os eventos primarios temos a fermentacao da lactose, a lipolise;

a proteolise, e ainda o catabolismo do lactato e citrato (FOX, 1998).
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A lactose é um dissacarideo, podendo ser hidrolisada pela via glicolitica ou por vias
enzimaticas, bactérias laticas, na qual é produzido o L-lactato ou o D-lactato. O lactato gerado
contribui para 0 aumento da acidez titulavel, reduzindo o pH. O desenvolvimento da microbiota
secundaria tende a reduzir a acidez do queijo ao longo na maturagédo, ao consumir o &cido latico
por vias oxidativas, produzindo ainda, CO2 e &gua. Esta reducdo na acidez favorece o
desenvolvimento de outras culturas microbianas sensorialmente benéficas ao queijo
(MCSWEENEY, 2004; MCSWEENEY’; SOUSA, 2000).

O catabolismo dos lipideos (lipdlise) ocorre até a formacdo de acidos graxos, em sua
maioria &cidos graxos de cadeia curta, que quando na forma livre é capaz de gerar compostos
volateis arométicos. O catabolismo da caseina (protedlise) gera peptideos de baixa massa
molecular e aminoacidos. Peptideos de cadeia curta sdo responsaveis pelo sabor amargo no
gueijo e os aminoacidos contribuem para a formacdo de sabor e aroma desejaveis
(MCSWEENEY, 2000; FOX, 1998; MCSWEENEY, 2004).

Além disto, o catabolismo da caseina em moléculas menores (peptideos e
aminoéacidos), resulta na reducdo da atividade de agua (Aw) dos queijos, pela ligacdo entre a
agua livre e os grupamentos amino formados durante a protedlise (MCSWEENEY, 2004). A
reducdo da atividade de dgua desempenha um importante papel, no controle do crescimento de
bactérias patogénicas, contribuindo positivamente para a qualidade de queijos, como 0 QMA
(DORES, 2012).

A protedlise é considerada a via mais complexa observada durante o processo de
maturacdo, podendo ser catalisada pela enzima plasmina, naturalmente presente no leite cru, e
também por proteinases e peptidases provenientes de bactérias do 4cido latico e de outros
microrganismos presentes no queijo. Ja as reacGes secundarias, sdo representadas pelo
metabolismo dos acidos graxos e aminoacidos (FOX, 1998; MCSWEENEY, 2004)

2.3 Microbiota terroir e influéncia no processo de producéo e maturacdo do QMA

O queijo do Serro como se sabe, ¢ uma das variedades de Queijo Minas Artesanal, sendo
fabricado tradicionalmente dessa forma por decadas. Esse queijo é feito empregando culturas
de soro natural como iniciantes (Bactéria do acido latico indigena) e coalhada comercial. O
iniciador natural, também denominado “pingo” ¢ entdo composto pelo soro de leite no qual esta
presente uma microbiota diversificada, podendo apresentar espécies de Lactobacillus,
Lactococcus e Streptococcus (BORELLI, 2006). Esse soro-fermento € composto por culturas

laticas, que estdo entre os responsaveis pelas diferentes caracteristicas sensoriais apresentadas
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pelo queijo artesanal. Portanto, a composi¢do desse “pingo” ¢é caracteristico de cada regido
produtora, podendo variar até mesmo entre produtores da mesma regido (LEITE, 1993).

As bactérias do acido-lacticas (LAB) presentes no “pingo” sdo representantes de
microrganismos desejaveis. Entretanto, microrganismos deterioradores ou patogénicos podem
estar presentes nos queijos, em funcdo de alguma contaminacgdo por higienizacdo deficiente
durante o processo de producdo, desde a obtencdo do leite até o consumo do préprio queijo
(GUEDES NETO, 2004). Por isso, existe um grande interesse nos estudos relacionados ao
conhecimento da microbiota presente nestes queijos, uma vez que a quantidade e a diversidade
encontrada € resultante da qualidade do leite, da temperatura e umidade em que estdo
submetidos, além principalmente, da exposic¢ao a microrganismos durante e ap6s todo processo
de producdo (BERESFORD, 2001; OGIER, 2002; TORKAR, 2006; IRLINGER, 2009).

Em um estudo realizado por Perin (2017) avaliou-se a composicdo da diversidade
microbiana de bactérias do &cido latico (LAB) de uma variedade de Queijos Minas Artesanal
produzidos no Serro, Canastra, Serra do Salitre, Araxa e Campos das Vertentes. Neste estudo,
foi observado que o género predominante foi Lactobacillus spp. em todas as cinco variedades
de queijo artesanal. Esse resultado ja era esperado visto que espécies do género Lactobacillus
s8o capazes de crescer sob as seletivas condigdes existentes em queijos, como baixo pH e altas
concentracgdes de sal.

Durante o processo de producdo e maturacdo, culturas coadjuvantes que surgem
representadas por fungos, leveduras e bactérias de &cido propidnico (PAB), sdo importantes e
influenciam diretamente no processo. As bactérias PAB podem ser anaerobicas ou anaerdbicas
facultativas, e utilizam o &cido latico produzido pelas culturas iniciantes, gerando &cido
propidnico, acido acético e CO», responsavel pela formacao de furos “olhaduras” nos queijos.
Essas olhaduras se formam normalmente quando o queijo apresenta entre 20 a 40 dias de
maturagdo e ocorre a uma temperatura em média de 18°C a 22°C, sendo mais acentuada no
centro do queijo por apresentar um menor teor de sal (FURTADO, 1991).

As leveduras emergiram como organismos significativos no processo de maturacdo do
gueijo. Muitos estudos tém demonstrado a ocorréncia de leveduras ligada a processos de
maturacdo em diferentes queijos. Leveduras como Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces
lactis e Yarrowia lipolytica, podem auxiliar as culturas iniciais por atividade proteolitica e
lipolitica, participando do processo de maturacao e estabelecimento do aroma. Embora ainda
existam representantes de leveduras que levam a deterioracdo do produto, atraves da producao
de gés, descoloragdo e mudancas na textura do queijo (BORELLI, 2006).
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Investigacdes da composicdo da diversidade de leveduras isoladas da superficie de
queijos revelaram uma grande diversidade, com mais de 10 espécies das quais Geotrichum
candidum foi uma das mais frequentes (BOUTROU, 2005).

O G. candidum é uma espécie anamorfa, encontrada em varios habitats como solo,
planta, e também esta naturalmente presente no leite cru, sendo encontrada em 17% a 40% das
amostras. Assim, se estiverem presentes no leite cru, consequentemente estardo em queijos que
utilizem desse leite para sua fabricacao, independente da origem do leite utilizado (vaca, ovelha
ou cabra). Essa espécie comeca a se desenvolver no inicio do processo de maturacdo, na
superficie do queijo, contribuindo para o desenvolvimento de tipicos sabores do queijo
(BOUTROU, 2005). Embora geralmente apresente pouca atividade proteolitica, as suas lipases
sdo responsaveis pelo aparecimento dos precursores de varios compostos volateis, tais como
alcoois, acidos graxos, metil cetonas, lactonas e éteres, que conferem propriedades
organolépticas agradaveis (SACRISTAN, 2012).

O leite cru também fornece condicOes e nutrientes essenciais para o crescimento de uma
grande diversidade de espécies de fungos filamentosos. Esses fungos apresentam um papel
benéfico associado a fabricacdo de uma variedade de queijos. Sendo assim, o seu principal
papel esté relacionado com a melhoria do sabor e aroma, modificando o corpo e a estrutura do
queijo. E muito conhecido o Penicillium camenberti, que cresce na superficie do queijo, tendo
grande importancia na producao do queijo Camembert e Brie, e ainda, o Penicillium roquefordi,
que cresce dentro do queijo, importante na producdo do queijo Roqueford e Gorgonzola
(WOUTERS, 2002; DELAVENNE, 2011).

Pangallo (2014), em seu estudo, avaliou a diversidade microbiana de queijos Bryndza
produzidos em Maio. Assim como 0 QMA, esse queijo é produzido por leite ndo pasteurizado,
entretanto é feito a partir do leite de ovelha. E um tipico queijo produzido na Eslovaquia, no
inicio da temporada de verdo, onde a estacdo influencia positivamente na qualidade do queijo,
assim como a atividade e composi¢do da microbiota dominante naquela estacdo. Quanto a
presenca de fungos filamentosos foram observadas predominantemente espéecies do género
Penicillium e espécies de varios outros géneros, dentre as quais estdo: Cladosporium
cladosporioides e Beauveria brongniartii. A diversidade de bactérias englobou espécies
pertencentes aos géneros Acinetobacter, Enterobacter, Lactococus, Staphylococcus e em menor
incidéncia especies de Pseudomonas. Em relagéo as leveduras, observou-se predominancia de
espécies do género Candida e também diversas espécies entre as quais se encontram:
Debaryomyces hansenii, Galactomyces candidus, Galactomyces geotrichum, sendo esta Gltima

espeécie considerada o estado teleomorfico de G. candidum (POTTIER, 2008).
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Em outro estudo realizado por Banjara (2015) foi avaliado a diversidade de espécies de
leveduras e fungos filamentosos presentes em diferentes variedades de queijos produzidos em
varios paises. Ao todo foram avaliados 44 tipos de queijos, sendo identificado identificou-se,
em 79% de todos os queijos, a espécie de levedura Debaryomyces hansenii, e ainda foram
encontras também Galactomyces candidus, algumas espécies do género Candida,
Kluyveromyces lactis, Pichia kudriavzevii, e Yarrowia lipolytica. J& na avaliacdo referente aos
fungos filamentosos, observou-se predominancia da espécie Penicillium roqueforti. E com
menor incidéncia foram isoladas outras 16 espécies de fungos, dentre as quais se encontram P.
camemberti, P. verrucosum e Aspergillus niger. Embora ndo predominantes, algumas espécies
foram identificadas relacionadas com producdo de toxinas como A. flavus, e um patégeno
humano conhecido que é a Candida parapsilosis.

Claramente, o sabor do queijo maturado € um equilibrio delicado de varios compostos,
produzidos por uma sucessdo de microrganismos, em que cada um executa sua atividade
particular. A selecdo de culturas iniciadoras concomitantes também sdo cruciais para agregar
qualidade e sabor (WOUTERS, 2002).

2.4 Fungos Filamentos e micotoxigénicos no processo de maturacgao

Os fungos sdo frequentemente adicionados a certas variedades de queijo para
proporcionar uma aparéncia, consisténcia e sabor caracteristicos, e prolongar a vida util. No
entanto, nem todos os fungos que estdo presentes sdo benéficos. Algumas espécies que
contaminam o queijo, ou podem estar presentes no leite estdo associadas com a producdo de
micotoxinas de grande risco para a satude (BANJARA, 2015).

As micotoxinas sdo metabolitos secundéarios produzidos por diferentes géneros de
fungos, como Aspergillus, Fusarium e Penicillium. A principal toxina encontrada no leite € a
Aflatoxina M1, que € derivada da Aflatoxina B1 produzida por trés espécies de Aspergillus: A.
flavus, A. parasiticus, A. nomius. Dentre diferentes tipos de aflatoxinas existentes, as
aflatoxinas M1 e M2, podem ser encontradas em queijos em decorréncia da utilizagéo de leite
contaminado. Pode ser visto pela literatura varios trabalhos demonstrando a presenga de M1
em varios tipos de queijos de diversas origens. Vale ressaltar que mesmo que 0 queijo seja
pasteurizado, a temperatura ndo consegue eliminar as aflatoxinas que estiverem presentes, por
serem termostaveis. A aflatoxina mais toxica ¢ a B1, sendo classificada como composto
cancerigeno do grupo 1, assim como a aflatoxina M1, por ser metabolitos hidroxilados de
aflatoxina B1, porém menos toxica (FONTAINE, 2015; OZGOREN, 2016).
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Assim, a contaminacdo pela aflatoxina M1 em produtos lacteos, como o queijo, resulta
da contaminacdo indireta do leite. Na verdade, a B1 contamina a alimentacdo que € mais
consumida por animais lacteos. Em consequéncia a aflatoxina B1 é metabolizada em M1 no
figado do animal e depois excretado no leite (FONTAINE, 2015). A Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determinou em 18 de Fevereiro de 2011, por meio da RDC n°
7 que o limite maximo tolerado de aflatoxina M1 em queijos é de 2,5 pg/kg (BRASIL, 2011).

Um alimento ou matéria prima pode apresentar multiplas micotoxinas, devido a
capacidade de algumas espécies de fungos de produzi-las, ou ainda pela potencial contaminacgéo
com diferentes espécies de fungos micotoxigénicos (FONTAINE, 2015).

No entanto, a produgdo de micotoxinas pode mudar sob diferentes fatores bidticos e
abioticos (Figura 4). Os principais fatores abioticos podem ser divididos em fatores ambientais
e de producdo, podendo ser intrinseco, como a composicao fisico-quimica do queijo (pH,
atividade de &dgua (Aw) e teor de NaCl) ou ainda a sua prépria composicao (fontes de carbono
e nitrogénio). E os fatores extrinsecos, incluem temperatura, umidade relativa, atmosfera de
armazenamento, tempo de maturacdo, e ainda fatores biéticos como as intera¢cbes microbianas
(HIMERY, 2014).

Figura 4- Principais fatores biéticos e abidticos na producdo de micotoxinas.
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2.5 Metodologias utilizadas para a identificacdo da microbiota

Atualmente um dos grandes desafios para os microbiologistas sobre a microbiota de
queijos € obter uma visao clara da diversidade de microrganismos que estdo presentes. Como
visto, essa microbiota afeta diretamente a qualidade do produto, e torna-se importante a
identificacdo e caracterizagdo com precisdo. Existe uma ampla gama de técnicas que tem sido
utilizada, e sdo divididas em trés grupos: metodos que dependem de cultivo seguido de
caracterizacdo fenotipica; métodos que dependem do cultivo seguido por caracterizacdo
molecular; e métodos que dependem somente da caracterizacdo molecular (independente de
cultivo). Todos esses métodos possuem vantagens e desvantagens associadas, sendo, portanto
interessante uma associacdo de métodos (BERESFORD, 2001).

A microbiologia classica do queijo depende exclusivamente da primeira abordagem
(BERESFORD, 2001), na qual os microrganismos podem ser identificados morfologicamente
e por testes bioquimicos empregando diferentes meios de cultivo. PadrBes de cultivo ja sdo
preconizados para identificagdo de bactérias como os descritos no “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” (HOLT, 1994), leveduras segundo Barnett (2000) e fungos
filamentosos como descritos por Booth (1971), Nelson (1983), Barnett (1987), Klich (2002),
Pitt (1997) e Samson (1995). No entanto, neste tipo de metodologia apenas espécies que
crescem sob as condicBes seletivas poderdo ser caracterizadas fenotipicamente, sendo estes
dependentes da cultura e condi¢es ambientais utilizadas no ensaio (BERESFORD, 2001).

A aplicacdo de técnicas moleculares para caracterizar microrganismos supera diversos
problemas associados a caracterizacdo fenotipica. Os métodos mais utilizados envolvem a
caracterizacdo de &cido nucleico ou proteinas, analise de acidos graxos, parede celular e
membrana antigénica (BERESFORD, 2001).

A espectrometria de massas € uma técnica analitica muito empregada para identificar
compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e elucidar a estrutura e as
propriedades quimicas das moléculas. Basicamente, esta técnica consiste na ionizacdo de
atomos ou moléculas de uma amostra, gerando a separacdo destes &tomos ou moléculas em
funcéo da sua relagcdo massa/carga (m/z), a fim de possibilitar sua identificacéo e quantificagéo
(GOULART, 2013).

Diferentes abordagens desta técnica, baseadas em varios sistemas de ionizagdo e
deteccdo, tém sido desenvolvidas. Atualmente, é considerado um dos métodos mais
amplamente utilizados para a andlise de gestdo de doengas infecciosas possibilitando a

identificacdo dos microrganismos. Essa técnica consiste na ionizacdo por dessorcdo a laser
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assistida por matriz, cuja sigla em inglés é MALDI (Matrix Assisted Lazer Desorption
lonization), seguido pela deteccdo em um analisador do tipo tempo de voo, sigla TOF (do
inglés Time of flight) (GOULART, 2013). Muitos laborat6rios tem empregado esta técnica para
avaliacdo microbiologica de amostras devido a sua eficiéncia e ainda pelo menor custo para as
andlises. Mas para isso, esse sistema de identificacdo requer culturas puras, pois uma mistura
de espécies é mais complexa para uma identificacdo precisa. Além disso, a atualiza¢do do banco
de dados € essencial, para possibilitar a identificacdo a nivel de espécie com altos scores,
garantindo uma alta confiabilidade nas analises (CHAKRABARTI, 2016).

2.6 Legislacdo referente a maturagéo de Queijo Minas Artesanal

A primeira regulamentacdo sobre os Queijos Minas Artesanal ocorreu em 2000, por
meio da Resolucdo N° 7 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
estabelecendo-se que a comercializacdo de queijos fabricados a partir de leite cru seria
permitida e regularizada pelo Servigo de Inspecdo Federal (SIF), desde que o produto fosse
submetido h&d um tempo minimo de 60 dias de maturacdo (BRASIL, 2000). No entanto, o longo
tempo de maturacdo imposto pela legislacdo, gerou mobilizacdo dos produtores (ORNELAS,
2005). Os produtores alegaram que o longo periodo de maturacdo, comprometeria as
caracteristicas sensoriais tradicionais do queijo, além de aumentar os custos com a estocagem
do produto, dificultando assim a comercializacdo (BRANT, 2003). De fato, é visto que o tempo
prolongado de maturagé@o pode descaracterizar o produto (FIGUEIREDO, 2014).

Em 2002, foi regulamentada a lei estadual N° 14.185 pelo Instituto Mineiro de
Agropecudria, especifica para 0s queijos artesanais, que visa controlar e regular a producéo e
comercializacdo do QMA de forma segura, em decorréncia da importancia que esse produto
representa para o Estado de Minas Gerais. E assim, foram estabelecidas normas para 0 processo
de producdo do QMA, em relagéo a fabricacdo, embalagem e transporte (MINAS GERAIS,
2002). Estabeleceu-se ainda a obrigatoriedade do cadastramento oficial das queijarias junto ao
Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), no qual o queijo do Serro estd em conformidade. No
entanto, o periodo de 60 dias de maturagdo foi mantido (DORES, 2012).

Portanto, essa legislacéo ainda gerava um problema entre os produtores, uma vez que a
comercializa¢do do queijo ocorria quando este apresentava em média 20 dias de maturagéo, ou
até menos, dependendo das condicdes climaticas. Visto que, queijos produzidos a partir de leite
cru tendem a ter um tempo de maturacao mais rapido em funcédo da propria microbiota existente
(CRUZ, 2014; PERRY, 2004). Além de influéncias climaticas, uma vez que, quanto mais

elevada a temperatura e maior a umidade, mais rapido ocorre esse processo (CRUZ, 2014).
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Essa situacdo em determinar o tempo de maturacéo ja foi enfrentada por produtores de
outros paises, entre os quais a Franga que possui um grande nimero de queijos produzidos com
leite cru. A solucdo do impasse veio da implantacdo de boas praticas de manejo do gado e
higiene rigorosa em todas as etapas de producdo do queijo, garantindo assim, a qualidade
microbioldgica do produto e preservando a salde do consumidor. O mesmo vem sendo
empregado em Minas Gerais, visando impedir a contaminagdo do QMA, na qual os produtores
devem cumprir uma série de requisitos sanitarios, que incluem a construcdo de uma estrutura
fisica adequada para a producdo, participar de cursos de boas praticas de fabricacdo e
manipulacdo, manter exames de salde dos manipuladores atualizados, vacinar o rebanho e
realizar exames de sanidade nos animais, e ainda tratar a &gua de abastecimento da queijaria e
realizar analises laboratoriais dos queijos (PERRY, 2004; MINAS GERAIS, 2002).

Portanto, em consequéncia das controveérsias em relacdo ao tempo de maturacéo, foi
necessario atribuir critérios adicionais para a elaboracdo dos QMASs. A partir de uma Instrucdo
Normativa n° 57, de 15 de dezembro de 2011, os queijos artesanais passaram a ser aceitos para
comercializacdo em periodos inferiores a 60 dias, desde que estudos comprovem a qualidade
desse produto, por meio de boas praticas de fabricacdo. Assim, foi definido pela Portaria n°
1305, de 30 de abril de 2013, diretrizes para a producao do queijo minas, e o IMA definiu para
a microrregido do Serro um periodo minimo de 17 dias de maturagdo em temperatura ambiente
(IMA, 2019; MINAS GERAIS, 2013).
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CAPITULO 2

Micobiota terroir em Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro: seguranca e
qualidade

RESUMO

O Queijo Minas Artesanal oriundo da microrregido do Serro - MG ¢ produzido de forma
artesanal (sem condi¢des controladas) a partir de leite de vaca cru e culturas de soro natural
como iniciantes (microrganismos nativos) denominado “pingo”, gerando um produto de sabor
unico devido as particularidades de seu terroir. Como se sabe, 0s representantes de sua
microbiota terroir estdo associados a producdo de certos compostos que impulsionam o
processo de maturacdo, desenvolvendo as caracteristicas organolépticas que irdo determinar a
tipicidade deste queijo. Tendo em vista, o deficiente conhecimento a respeito da biodiversidade
encontrada nesses produtos. E ainda, a falta de compreensao sobre as mudancgas que esses
grupos microbianos sofrem ao longo do ano, em decorréncia de variaghes Sazonais,
influenciando tanto em parametros fisico-quimicos quanto sensoriais. Esse trabalho teve por
objetivo determinar a micobiota terroir (leveduras e fungos filamentosos) presentes no
ambiente das cdmaras de maturacdo e no QMA, produzido durante o periodo de inverno na
microrregido do Serro-MG, bem como avaliar suas caracteristicas fisico-quimicas. A
quantificacdo da micobiota no QMA foi realizada pela técnica de dilui¢do seriada, expresso em
UFC/g, e pelo repique direto da superficie do queijo (Swab), e para a quantificagdo no ambiente
das camaras de maturacdo foi empregada a técnica de sedimentacéo, e os resultados expressos
em UFC/cm?/semana. A micobiota foi identificada por caracterizacdo fenotipica e MALDI-
TOF MS. Determinou-se os parametros fisico-quimicos (umidade, pH, Nacl, acidez e gordura)
do QMA em cada propriedade. Quanto a micobiota, constatou-se a predominancia de fungos
filamentosos no ar das cAmaras de maturacéo, e de leveduras nas amostras de QMA em todas
as propriedades. No ambiente de maturagdo identificou-se a levedura Trichosporon japonicum.
Para os fungos filamentosos prevaleceram os géneros Penicillium, Chaetomium, Aspergillus,
Scopulariopsis, Fusarium e o Complexo Cladosporium cladosporioides. No QMA foi
identificado apenas leveduras benéficas que contribuem para as caracteristicas sensorias do
queijo, sendo elas: Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis e
Yarrowia lipolytica. Ja os géneros de fungos filamentos isolados foram: Penicillium,
Aspergillus, Complexo Cladosporium cladosporioides, Scopulariopsis, Geotrichum e
Alternaria. Dentre as espécies isoladas, apenas Geotrichum candidum pode ser considerado
benéfico, contribuindo com as caracteristicas organolépticas do produto. O presente estudo
possibilitou o conhecimento das principais espécies relacionadas com desenvolvimento das
caracteristicas sensoriais do produto e ainda, a deteccdo de espécies contaminantes e
possivelmente toxigénicas, como A. flavus, P. crustosum e P. commune. Também se observou
a presenca de espécies capazes de deteriorar o produto como A. japonicum, A. niger (ndo
produtor de Ocratoxina A), Scopulariopsis, Penicillium glabrum e Complexo Cladosporium
cladosporioides. Nos parametros fisico-quimicos, os percentuais de umidade, cloreto de sodio,
pH e gorduras ndo apresentaram diferenca estatistica entre as amostras. J& o percentual de &cido
latico (acidez), houve diferencas estatisticas significativas. A descricdo da micobiota terroir
mostrou-se importante para a avaliagdo da seguranca e qualidade do QMA.

Palavras-chave: Queijo artesanal. Micobiota. Identificacdo. Preservacéo.
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ABSTRACT

The Minas Gerais Craft Cheese from the Serro - MG microregion is produced artisanally
(without controlled conditions) from raw cow's milk and natural whey cultures as beginners
(native microorganisms) called "pingo”, generating a product with a unique flavor due to the
peculiarities of its terroir. As is known, the representatives of its terroir microbiota are
associated with the production of certain compounds that boost the maturation process,
developing the organoleptic characteristics that will determine the typicality of this cheese. In
view of the poor knowledge about the biodiversity found in these products. Also, the lack of
understanding about the changes that these microbial groups suffer during the year, due to
seasonal variations, influencing both physicochemical and sensorial parameters. This work
aimed to determine the mycobiota terroir (yeasts and filamentous fungi) present in the
environment of the maturation chambers and in the QMA, produced during the winter period
in the Serro-MG micro-region, as well as to evaluate its physicochemical characteristics. The
quantification of mycobiota in the QMA was performed by the serial dilution technique,
expressed in CFU / g, and by the direct peal of the cheese surface (Swab), and for the
quantification in the environment of the maturation chambers the sedimentation technique was
used, and the results expressed in CFU / cm? / week. Mycobiota was identified by phenotypic
characterization and MALDI-TOF MS. The physical-chemical parameters (moisture, pH,
NaCl, acidity and fat) of the QMA were determined in each property. As for the mycobiota, it
was verified the predominance of filamentous fungi in the air of the maturation chambers, and
of yeasts in the samples of QMA in all the properties. In the maturation environment the yeast
Trichosporon japonicum was identified. The genus Penicillium, Chaetomium, Aspergillus,
Scopulariopsis, Fusarium and the Cladosporium cladosporioides Complex prevailed. In the
QMA, only beneficial yeasts that contribute to the sensory characteristics of the cheese were
identified: Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis and Yarrowia
lipolytica. The genus of isolated filament fungi were: Penicillium, Aspergillus, Cladosporium
cladosporioides complex, Scopulariopsis, Geotrichum and Alternaria. Among the species
isolated, only Geotrichum candidum can be considered beneficial, contributing with the
organoleptic characteristics of the product. The present study made possible the knowledge of
the main species related to the development of sensorial characteristics of the product and also
the detection of contaminating and possibly toxigenic species such as A. flavus, P. crustosum
and P. commune. The presence of species capable of deteriorating the product as A. japonicum,
A. niger (non-producer of Ochratoxin A), Scopulariopsis, Penicillium glabrum and Complex
Cladosporium cladosporioides were also observed. In the physical-chemical parameters, the
percentages of humidity, sodium chloride, pH and fats did not present statistical difference
among the samples. As for the percentage of lactic acid (acidity), there were significant
statistical differences. The description of the mycobiota terroir was important for the evaluation
of the safety and quality of the QMA.

Keywords: Artisanal cheese. Mycobiota. Identification. Preservation.
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1. INTRODUCAO

Os queijos artesanais sdo os principais produtos lacteos produzidos em diferentes paises
da Europa e América, e sdo reconhecidos por sua importancia econémica, social e cultural. No
Brasil, Minas Gerais, é considerado o maior estado produtor de queijos do pais (GOMES, et al.
2011), e inclui algumas microrregides produtoras dos conhecidos Queijos Minas Artesanais
(QMA). Os QMAs, como os produzidos na microrregido do Serro, sdo fabricados a partir de
leite de vaca cru e culturas de soro natural como iniciantes. Este indculo enddgeno, rico em
microrganismos nativos, denominado “pingo”, consiste no soro coletado apds a prensagem do
queijo do dia anterior. O sabor do QMA é Unico, devido as particularidades de seu terroir como:
o clima, pastagem nativas, altitude, temperatura, tipo de solo, umidade relativa do ar e pela agdo
da microbiota, sendo assim € considerado patriménio imaterial do Estado de Minas Gerais
(BEMFEITO, 2016; EMATER, 2019; SILVA, 2013; BORELLI, 2006; HARBUTT, 2010;
MACHADO 2004; SANTOS 2010; INPI, 2011).

Na fabricacdo de queijos fermentados, a maturacdo é a etapa final e crucial para o
estabelecimento das caracteristicas sensoriais tipicas e de seguranca do produto. Nesse
processo, a presenca e acdo dos microrganismos envolvem transformac6es bioquimicas,
estabelecida por proteodlise, glicolise e lipdlise que agem modificando as propriedades fisico-
quimicas do queijo, e formando compostos que influenciardo diretamente nas caracteristicas
organolépticas determinando assim seu sabor, aroma e textura (FOX, 1998). Estas alteracGes
podem ainda criar um ambiente indspito para o crescimento de patdgenos (BONY, 2015;
DINIZ, 2013). Entretanto, pelo fato do QMA ser produzido e maturado de forma artesanal, sem
condicBes controladas, é possivel a veiculacdo de microrganismos patogénicos e com
capacidade de produzir toxinas. Por isso, vé-se a importancia da adequacdo as normas de
fabricacdo higiénicas e sanitarias previstas pela legislagdo vigente (SANTOS, 2010).

Com essa preocupacdo, foi definido pela Portaria n°® 1736, de 27 de abril de 2017,
diretrizes para a producdo do QMA, e o IMA definiu para a microrregido do Serro um periodo
minimo de 17 dias de maturacdo em temperatura ambiente (IMA, 2019).

Um dos grandes desafios atuais é obter uma visdo clara do perfil microbioldgico
presente durante a producdo e maturacdo do QMA, e sua influéncia nas caracteristicas fisico-
quimicas e sensoriais destes queijos. E ainda compreender a relagdo das mudancas que esses
grupos microbianos sofrem ao longo do ano, em decorréncia de variacbes sazonais, e
consequentemente alteracdo na composi¢cdo do QMA (BONY, 2015; FIGUEIREDO, 2014,
SOBRAL, 2017). A falta de conhecimento e estudos principalmente a respeito dos fungos

filamentosos encontrados na superficie destes queijos maturados (QMA “mofados™), tem
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gerado receio. Uma vez que, no processo de maturacdo podem se desenvolver fungos
filamentosos micotoxigénicos, prejudiciais a saude (SOBRAL, 2017).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi determinar a micobiota terroir (leveduras
e fungos filamentosos) presentes no ambiente das cdmaras de maturacao e no QMA, produzido
durante o periodo de inverno na microrregido do Serro-MG, bem como avaliar suas

caracteristicas fisico-quimicas.
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2. MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em queijarias cadastradas pelo IMA, localizadas no

municipio do Serro, regido da Serra do Espinhaco, no estado de Minas Gerais, Brasil.

2.1 Amostragem

Foram coletadas duas amostras de queijos do mesmo lote (Figura 5) em 3 propriedades
produtoras conforme representado na Tabela 1, com periodo de maturagcdo em uma faixa de 30
a 45 dias, no periodo de inverno seco e frio (Setembro) no ano de 2017 (Figura 5).

As amostras foram embaladas nas camaras de maturacao (Figura 6), armazenadas em
sacos estéreis e transportadas em caixas térmica para o Laboratorio de Micologia e Micotoxinas,
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras, onde foram

realizadas as analises.

Figura 5 - Amostras de QMA da propriedade 1 da microrregido do Serro-MG.

N

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 1 - Coordenadas geograficas de trés propriedades de QMA da microrregido do Serro-
MG, onde foram feitas as coletas.

Propriedades = Coordenadas Geograficas
Latitude Longitude  Altitude

1 18°34"15'S  43°19"40' W 701 m
2 18°33"03'S  43°19"19'W 782 m
3 18°29"43'S  43°22"03'W 858 m

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 6 - Camara de maturacdo de QMA da propriedade 2 da microrregido do Serro-MG.

Fonte: Do autor (2019).

2.2 Quantificacdo da micobiota do ar das camaras de maturacdo da microrregido do
Serro-MG

Na analise do ar das cadmaras de maturacdo dos QMA das trés propriedades, foi
empregada a técnica de sedimentacdo, que consiste na exposi¢do de placas de Petri contendo o
meio Agar Dichloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (10,0g/L de Glicose; 5,0/L de
Peptona Bacterioldgica; 1,0g9/L de KH2PO4; 0,5¢/L de MgS04.7H20; 0,5mL de solucéo 5%
de Rosa de Bengala; 1,0mL de Dicloran; 15,0g/L de Agar; 1mg/L de cloranfenicol)
(ANDRADE, 2008). As placas foram distribuidas pelas camaras de maturacéo, e expostas ao
contato direto com o ar por cerca de 15 minutos sendo, posteriormente, embaladas e
transportadas ao Laboratorio de Micologia e Micotoxinas para analise.

As placas foram incubadas em BOD a 25°C por 7 dias para posterior contagem
determinada pela formula a seguir, conforme descrito por Andrade (2008):
Particulas viaveis por cm?/Semana = UFC.10080*
(m.r?) .t

Onde: UFC= numero de col6nias em placa de Petri; * = minutos por uma semana; r=
raio da placa; t= tempo de exposic¢do da placa de Petri.
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2.3 Quantificacdo da micobiota do QMA da microrregido do Serro-MG

O isolamento de fungos filamentosos e de leveduras a partir das amostras de QMA foi
realizado por meio de dois métodos, em meios de cultura padronizados para o isolamento de
cada microrganismo.

O primeiro consiste no repique direto da casca do queijo, com auxilio de Swab
(ANDRADE, 2008), para 0 meio de cultura Agar Extrato de Malte (MA). O segundo método
foi empregando a técnica de diluicéo seriada. Foram utilizados 25 g de casca de queijo triturada
grosseiramente, previamente coletadas de 4 pontos equidistantes da lateral (P1, P2, P3 e P4), 1
ponto central da base e outro da superficie (P5 e P6) (Figura 7), adicionados em 225mL de agua

peptonada 0,1%.

Figura 7- Modelo esquematico de preparo da amostra para técnica de diluicdo seriada.

P1
P5

P2 P4

k/,./"

/ P3

P&
Fonte: Adaptado de Aragdo (2018).

A solucéo foi agitada em Stomacker, onde foi submetida a 490 golpes/2 minutos. Em
seguida procedeu-se com dilui¢Bes sucessivas em agua peptonada 0,1%. Aliquotas de 0,1 mL
das diluicBes foram transferidas e espalhadas para os seguintes meios de cultura: Agar
Dichloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC); Dichloran Glicerol Medium Base (DG18)
(1,0mL de Dicloran; 5,0g/L de Peptona Bacterioldgica; 1,0g/L de KH2PO4; 0,5¢/L de
MgS04.7H20; 220g/L de Glicerol; 15,0g/L de Agar; 1Img/L de cloranfenicol); e Yeast Extract
Peptone Glucose Agar (YEPG) pH 3,5.

Ap6s um periodo de incubacédo por 7 dias em BOD a 25°C, foi realizada a contagem em

unidades formadores de colonias (UFC/g).
2.4 Purificacdo e lIdentificacao dos isolados

ApOls a contagem dos microrganismos presentes na camara de ar e no queijo, foi

realizada a caracterizacdo morfoldgica (cor da col6nia, cor do micélio, cor do reverso, presenca



37

de estrias no reverso, forma, tamanho, superficie, bordas e perfil) das col6nias crescidas nos
meios de cultivo de modo a se obter a diferenciagdo dos morfotipos presentes. Prosseguiu-se
com o isolamento dos fungos filamentosos no meio Agar Extrato de Malte (MA) e as leveduras
no meio YEPG pH 3,5. Foi empregada a técnica de raiz quadrada para determinar o total de
fungos filamentosos e leveduras que seriam isolados. Apds a obtencdo das coldnias puras pela
repicagem sucessiva, o0s isolados foram preservados a -80°C e iniciou-se o processo de
identificacdo. Os isolados de fungos filamentosos foram preservados em duplicata por dois métodos
distintos. Por meio de coleta dos esporos com auxilio de papel filtro em tubos tipo eppendorf,
preservados a uma temperatura de -18°C, e como método principal de preservagdo, a técnica de
Criopreservacao a -80°C em glicerina 15% como crioprotetor. Os isolados de leveduras foram
armazenados em duplicata em tubos de eppendorf, preservados pela técnica de Criopreservacao a -
80°C.

Para a identificagdo dos fungos filamentosos, estes foram crescidos em meios
especificos dependendo do género encontrado. Os isolados dos géneros Aspergillus e
Penicillium foram inoculados em meios de cultura Agar Czapek Levedura (CYA) [K2HPO4:
1,0 g; concentrado czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g, &gar: 15,0 g, 4gua destilada: 1
L; (concentrado czapec: NaNO3: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS04.7H20: 5,0 g, FeSO4.7H20: 0,1
g, ZnS0O4.7H20: 0,1 g, CuSO4.5H20: 0,05 g, 4gua destilada: 100 mL)] com incubagdo em
BOD & 25°C e 37°C por 7 dias, e Agar Extrato de Malte e Levedura (MEA) (extrato de malte:
20,0 g, peptona bacterioldgica: 1,0 g, glicose: 30,0 g, agar: 20,0 g, agua destilada: 1L) incubado
em BOD a 25°C por um periodo de 7 dias. Para os demais géneros utilizou-se o meio de cultura
MEA com incuba¢do em BOD a 25°C por 7 dias para a caracterizacdo morfoldgica e
identificacdo. Foram retiradas as caracteristicas macroscépicas e microscopicas das colbnias
dos fungos filamentosos e comparados com manuais de identificacdo. Para as espécies
pertencentes ao género Aspergillus, o Manual de Klich (2002), para o género Penicillium, o
Manual de Pitt (2000), Fusarium o Manual de Leslie (2006), e para os demais géneros isolados,
0 Manual de Samson, Hoekstra, Frisvad e Filtenborg (1995).

2.4.1 ldentificagcdo por MALDI-TOF MS

Todos os isolados de leveduras e fungos filamentosos ap0s purificagdo e avaliacdo da
morfoldgia foram submetidos a analises do seu perfil de proteinas ribossomais a fim de realizar
um agrupamento e possivel identificacdo das espécies utilizando MALDI- TOF MS. As
colénias foram crescidas em placas de Petri contendo meio Agar Extrato de Malte (MA) para

os fungos filamentosos, incubados em BOD a 25 °C por 3 dias, € meio Yeast Extract Peptone
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Glucose Agar (YEPG) para leveduras, incubadas em BOD & 28 °C por 18 horas. Apds 0
crescimento para analise das leveduras foram transferidas aproximadamente 3 x 10células de
cada isolado para microtubos estéreis. Posteriormente foram adicionados 6uL de solugdo de
acido formico 25% em cada microtubo e entdo homogeneizado em vortex por 1min. Em
sequida, 1ul desta suspensdo foi transferida para a placa MALDI flex target (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). Apds evaporagao quase completa do liquido na placa, 1 puL de solugao
matriz foi adicionado e homogeneizado [solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico
(CHCA) em acetonitrila a 50%; &cido trifluoroacético a 2,5%] (OLIVEIRA et al. 2015). Para
os fungos filamentosos, uma pequena amostra de cada colonia fresca, aproximadamente 1 pg,
foi transferida diretamente para a placa MALDI flex target e adicionou-se duas solucgdes
matrizes, afim de obter melhores espectros. Foi adicionado 1 uL de solugdo matriz 1 [solugéo
saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cindmico (CHCA) em acetonitrila a 50%; &cido
trifluoroacético a 2,5%] (OLIVEIRA et al. 2015), e em seguida adicionando 1 pL de solugdo
matriz 2 [solu¢do saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (CHCA) em acetonitrila a 50%;
acido trifluoroacético a 1,5%] (LIMA, 2017). Para ambos microrganismos 0 mix da amostra
com a matriz foi seco a temperatura ambiente e a analise realizada em um sistema do MALDI-
TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), em triplicata para avaliar a qualidade e
reprodutibilidade dos espectros.

Para a calibracdo do equipamento foi empregado a cepa Escherichia coli K12, cultivada
em meio Agar Luria-Bertani (LB) (bactotriptona, 1,0 g; extrato de bactoheyeast, 0,5 g; NaCl,
1,0 g; agar, 15,0 g; agua destilada, 1 L) incubada em BOD a 37 °C por 18 horas. Apds
incubagdo, aproximadamente 1 pg de material celular de uma unica colonia de E. coli K12 foi
transferido, em triplicata, diretamente para a placa MALDI flex target e adicionou-se a solugédo
matriz para a analise (LIMA, 2017).

Por fim, os espectros de massa foram processados com o pacote de software 3.0 do
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) para a identificagdo microbiana. Para
a avaliagéo dos resultados gerados pelo MALDI-TOF MS s&o considerados os valores de score

exibidos na Tabela 2.
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Tabela 2- Legenda para os valores de score gerados pelo MALDI-TOF MS.

Faixa Descrigéo
< 2,000 Probabilidade alta de identificacdo da espécie
1,700 - 1,999 Provavel identificacdo da espécie
> 1,700 Identificacdo ndo confidvel

Fonte: Do autor (2019).

2.5 Avaliagao do potencial toxigénico de fungos filemanentosos

Os isolados potencialmente produtores de Ocratoxina A (OTA) e Aflatoxinas B1 e B2
(AFB1e AFB2,), como as espécies pertencentes ao género Aspergillus das Secbes Nigri e Flavi,
foram avaliados pelo método de Cromatografia de Camada Delgada para confirmagdo da
producéo e identificacdo da micotoxina (Plug Agar).

Para esta analise as espécies micotoxigénicas do género Aspergillus pertencentes a
Secdo Nigri foram inoculadas em meio Agar Czapek Levedura (CYA) [K2HPO4: 1,0 ¢;
concentrado czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g, &gar: 15,0 g, 4gua destilada: 1 L;
(concentrado czapec: NaNO3: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS04.7H20: 5,0 g, FeSO47H20: 0,1 g,
ZnS04.7H20: 0,1 g, CuSO45H20: 0,05 g, agua destilada: 100 mL)] por 10 dias a 25 °C. Ja as
espécies pertencentes & Secdo Flavi foram inoculadas em meio Agar Extrato de Levedura
Sacarose (YES) (extrato de levedura: 20,0 g; sacarose: 150 g; agar: 20,0 g; ZnSO47H20: 0,1
g; CuSO45H20: 0,05 g; agua destilada: 1 L), também por 10 dias a 25 °C conforme Filtenborg
(1980). Apos a incubacdo, um disco da col6nia pura de cada isolado foi colocado em pontos
equidistantes na placa de cromatografia em camada delgada (MERK-SILICA GEL 60, 20 x
20). Subsequentemente, 10 ul das solugdes padrdo de OTA, Aflatoxinas Bl, B2, G1, G2
(SIGMA-ALDRICH) foram adicionados em um ponto predeterminado na placa de
cromatografia. A fase mdvel foi composta por tolueno, acetato de etilo e acido férmico a 90%
(60:30:10).

Apos a eluicdo e secagem das placas em capela de fluxo laminar, foi feita a verificagio
quanto a produ¢ao de micotoxinas em luz ultravioleta com A 366 nm em Cromatovisor CAMAG
(UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de OTA, AFB1 e AFB2
apresentaram um fator de retencdo e um spot de fluorescéncia semelhante ao dos padrBes

utilizados.
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2.6 Andlises fisico-quimicas

As amostras de QMA foram fracionadas para obter uma porcdo de casca e outra de
massa do queijo. Foi inicialmente mensurado em milimetros a espessura da casca de cada
amostra de QMA com paquimetro, sendo considerado uma faixa entre 66 a 74mm de casca.
Foram submetidas as anélises fisico-quimica em trés repeticGes para determinacdo dos teores
de umidade, gorduras e cloreto de sddio, acidez e pH.

Todas as analises foram realizadas no Laboratorio de Leite e Produtos Lacteos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras de acordo com 0s
procedimentos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006) e da Instrucéo
Normativa N° 68, de 12 de dezembro de 2006, que define os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-
Quimicos, para Controle de Leite e Produtos Lacteos (BRASIL, 2006).

2.6.1 Acidez

A determinacdo da acidez foi realizada através da anélise de acidez titulavel, que
consiste na titulacdo da amostra de queijo com solucdo alcalina de hidroxido de sédio (0,1
mol/L), em presenca do indicador fenolftaleina. Os resultados foram expressos em porcentagem
de &cido latico em triplicata, utilizando 5g da amostra homogeneizada com 50 mL de agua
destilada (AOAC, 2006).

2.6.2 Cloreto de Sédio

A quantificagdo dos cloretos foi realizada através da analise de teor de NaCl. Para isso
foi empregado 5g da amostra diluida em 20mL de agua destilada, titulada com solucéo 0,1M
de nitrato de prata (AgNO3) em presenca do indicador cromato de potassio, método de Mohr
(AOAC, 2006).

2.6.3 pH

O pH da amostra foi determinado utilizando-se pHmetro previamente calibrado,
introduzindo-se o eletrodo diretamente em 5g da amostra homogénea com 50mL de &gua
destilada, em triplicata (AOAC, 2006).

2.6.4 Umidade

A umidade foi determinada utilizando o analisador de umidade (OHAUS-MB23)
empregando 3g de amostra.
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2.6.5 Gorduras

O percentual de lipideos foi obtido pelo método butirométrico, utilizando-se butirometro
especial para queijo (método de Van Gulik), baseado na digestdo da matéria organica pelo acido
sulfarico. Apos a separacao da gordura por acao do alcool isoamilico e centrifugacdo, realizou-
se a leitura em escala prépria (AOAC, 2006).

2.7 Andlise estatistica

Para melhor interpretacdo do conjunto de dados foi realizada a analise dos componentes
principais (PCA, Principal Component Analysis), utilizando o software SensoMaker
(PINHEIRO, 2013). As diferengas estatisticas entre a avaliacdo fisico-quimicas das amostras
foram avaliadas empregando-se a anélise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA,
2014).
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3. RESULTADOS

3.1 Avaliacdo da micobiota terroir presente no ar das camaras de maturacdo do Queijo

Minas Artesanal e na superficie do queijo (Swab)

Foi avaliado a micobiota (fungos filamentosos e leveduras) presente no ar em camaras
de maturacdo das 3 propriedades produtoras de Queijo Minas Artesanal e o resultado da
quantificacdo esta apresentado na Tabela 3. Verificou-se que apenas a propriedade 3 se
diferenciou estatisticamente (p<0,05) das demais propriedades (1 e 2). Foi observada maior
carga microbiana no ar das cdmaras de maturacdo das propriedades 1 e 2 respectivamente:
5,92x10%¢ 4,80 x102 UFC.cm™.semana’.

Tabela 3 - Contagem da populacéo total (fungos filamentosos e leveduras) presente no ar das
camaras de maturacao de 3 propriedades produtoras de QMA do Serro-MG.

Propriedade Faixa de contagem UFC.cm2.semana Média
1 5,06 x10% - 6,78 x10? 5,92 x10%2
2 4,15 x10% — 5,46 x10? 4,80 x1022
3 6,1 x10 — 1,21 x10? 9,1x10°

Legenda: Faixa de contagem = diferenca entre a placa de menor contagem e a placa de maior
contagem. *Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca estatistica significante ao nivel de
5% de significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey. Fonte: Do autor (2019).

Foram isoladas 4 e 2 leveduras do ar das camaras de maturagédo de QMA do Serro das
propriedades 1 e 3 respectivamente. Ao analisar o perfil proteico por MALDI-TOF, apenas dois
isolados presentes em ambas as propriedades (1 e 3) apresentaram identificacdo confiavel, os
demais ndo apresentaram resultados satisfatérios (Figura 8). Estes foram identificados como

Trichosporon japonicum, com o score maior que 2.

Figura 8 - Dendograma dos isolados de levedura presentes no ar das cAmaras de maturacéo

das propriedades 1 e 3 do Serro.
} Trichosporon japorniciiim

L

1
|

1
a

pan g

Legenda: NI: Levedura sem identificagdo. Fonte: Do autor (2019).
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Foi obtido um total de 77 isolados de fungos filamentosos do ar das camaras de
maturagao. Esses isolados foram identificados morfologicamente de acordo com 0s manuais de
identificacdo e realizada a analise do perfil proteico por MALDI-TOF, dos mesmaos.

Foram isolados 31 fungos filamentosos do ar da camara de maturacdo da propriedade 1. Ao
analisar o perfil proteico por MALDI-TOF, os isolados ndo apresentaram identificagdo
confidvel (Figura 9). No entanto, a fim de facilitar a observacdo dos isolados para melhor
agrupa-los, cada isolado no dendograma recebeu sua denominagcdo de acordo com a
identificacdo morfologica.
Figura 9 - Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes no ar da camara de
maturacdo da propriedade 1 do Serro.
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= Aspergilius sp 87
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Legenda: Sp.20: Espécie de fungo filamentoso ndo identificada. Fonte: Do autor (2019).

Foram isolados 42 fungos filamentosos do ar da cAmara de maturacdo da propriedade 2.
Ao analisar o perfil proteico por MALDI-TOF, apenas dois isolados apresentaram identificagdo
confidvel, score > 2 (Figura 10). Os isolados foram identificados & nivel de espécie como

Scopulariopsis brevicaulis. Entretanto, a fim de facilitar a observacéao dos isolados para melhor
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agrupa-los, cada isolado no dendograma recebeu sua denominagdo de acordo com a
identificacdo morfologica.

Figura 10 - Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes no ar da camara de
maturacao da propriedade 2 do Serro.
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Legenda: *** Identificagdo pelo MALDI TOF e por morfologia. Fonte: Do autor (2019).

Foram isolados 4 fungos filamentosos do ar da caAmara de maturacédo da propriedade 3.
Ao analisar o perfil proteico por MALDI-TOF, apenas um isolado apresentou identificacdo
confiavel, score > 2 (Figura 11) a nivel de espécie como Aspergillus fumigatus. Entretanto, a
fim de facilitar a observacédo dos isolados para melhor agrupa-los, cada isolado no dendograma

recebeu sua denominagédo de acordo com a identificagdo morfoldgica.
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Figura 11- Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes no ar da camara de
maturacao da propriedade 3 do Serro.

Aspergilius fumigatus***

Fusavium solani

Penicillium implicatum

Legenda: *** Identificagdo pelo MALDI TOF e por morfologia. Fonte: Do autor (2019).

Através da andlise do Swab, foram isolados 8, 12 e 6 fungos filamentosos da superficie
do QMA da propriedade 1, 2 e 3 respectivamente. Esses isolados foram identificados
morfologicamente de acordo com os manuais de identificacdo. As espécies identificadas em
cada propriedade no ar da camara de maturacao e na superficie do queijo (Swab) estdo dispostas
na Figura 12.

Em relacdo as espécies identificadas no Swab. A propriedade 2 foi a que apresentou a
maior diversidade de espécies sendo a predominante Penicillium sp.80 (16,66%), na
propriedade 1 a predominante foi Penicillium roqueforti (50%), e na propriedade 3 foi
Aspergillus flavus (50%). Todos as espécies de Aspergillus flavus, presentes nas propriedades
2 e 3, potencialmente toxigénicos de Aflatoxinas (B1 e B2).

Em relagdo as cAmaras de maturagéo, a propriedade que apresentou maior diversidade
de espécies identificadas foi a propriedade 1, sendo Penicillium commune (25,64%) a principal
espeécie encontrada, na propriedade 2 foi Scopulariopsis sp. (61,9%), e na propriedade Fusarium
solani (33,3%).
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Figura 12 - Frequéncia de fungos filamentosos e leveduras presentes na superficie dos queijos
(Swab) e nas camaras de maturacéo da propriedade 1 (Arl), propriedade 2 (Ar2) e
propriedade 3 (Ar3) produtoras de QMA do Serro.
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Legenda: NI: Levedura sem identificacdo. Sp.50 e Sp.20: Espécie de fungo filamentoso ndo
identificada. Fonte: Do autor (2019).

3.2 Avaliagdo da micobiota terroir presente no Queijo Minas Artesanal do Serro através
de diluicéo seriada

Determinou-se a populacdo de fungos filamentosos e leveduras nas amostras de 3
propriedades (Al, A2 e A3) produtoras de QMASs no Serro - MG pela técnica de diluicéo
seriada. Foram avaliados nos meios DG18, YEPG e DRBC conforme descrito na Tabela 4.

A populacdo média de leveduras das propriedades 2 e 3 apresentaram diferenca
significativa (p<0,05). Em relacdo aos fungos filamentosos, todas as 3 propriedades néo
diferiram estatisticamente (p>0,05).

A propriedade 2 apresentou a maior populacio média para as leveduras (1,93 x 108
UFC/g) e fungos filamentosos (3,2 x 10’ UFC/g) presentes no queijo, comparado as outras
propriedades. Em relacdo aos meios de cultura, para contagem de leveduras ndo houve
diferenga entre eles, porém para fungo filamentosos nas propriedades 2 e 3, cada meio
apresentou contagem diferente.



47

Tabela 4- Populacdo da micobiota total e média (UFC/g) nos meios DG18, YEPG e DRBC,
presente nas amostras compostas de QMA nas 3 propriedades avaliadas.

Meios de Populacéo Total Média Total
Amostras Microrganismos Cultura por Meio (UFC/g) (UEC/g)
DG18 2,9 x10°
Fungo filamentoso YEPG 2,35 x108 2,62 x 10°2
Propriedade 1 DRBC 2,63 x10°
DG18 4,44 x10°
Levedura YEPG 3,47 x108 4,07 x1082
DRBC 4,3 x10°
DG18 1 x10°
Fungo filamentoso YEPG folekal 3,2x1072
Propriedade 2 DRBC 1,6 x10’
DG18 2,13 x108
Levedura YEPG 1,59 x108 1,93 x108°P
DRBC 2,06 x108
DG18 falaial
Fungo filamentoso YEPG 1 x108 1 x10%2
Propriedade 3 DRBC ikl
DG18 3,14 x107
Levedura YEPG 3,16 x10’ 2,95 x107°¢
DRBC 2,56 x10’

Legenda: *Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca estatistica significante ao nivel de
5% de significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey. *** N&o existe contagem. Fonte: Do autor (2019).

Apos a contagem da populacéo, as leveduras e os fungos filamentosos foram isolados

para posterior identificacdo, através da morfologia e analise em MALDI-TOF.

Em relacdo as leveduras, os resultados da identificacdo através do MALDI-TOF dos

isolados da propriedade 1 (Al) sdo apresentados na Figura 13. Verificou-se que todos os

isolados presentes apresentaram identificacdo confiavel (score > 2). Os isolados foram

identificados a nivel de espécie como Candida zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Yarrowia

lipolytica, Kluyveromyces lactis.
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Figura 13 - Dendograma dos isolados de levedura presentes na propriedade (Al) de QMA do
Serro.
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Fonte: Do autor (2019).

As espécies identificadas estdo dispostas na Tabela 5 de acordo com a populacédo
(UFC/g). Na propriedade 1 (Al), a espécie de levedura com maior populacdo foi

Kluyveromyces lactis (1,43 x10° UFC/g).
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Tabela 5 - Populacdo da micobiota presente nas amostras das 3 propriedades produtoras de

QMA.
Populacdo UFC/g
Fungos filamentosos/ Leveduras Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3
Penicillium roqueforti 1,52x108 faaie fale
Penicillium commune 2x10° falaied falaied
Penicillium crustosum 1x10° faleie ikl
Penicillium glabrum 1x10° Fkk Fkk
Aspergillus fumigatus 2,23x10° Fkk Fkk
Aspergillus niger 7x10° ool falala
Aspergillus sp.40 1x10° Fkk falall
Complexo Cladosporium cladosporioides 5,6x10° 3,1x107 faie
Alternaria sp. falala 1x10° 1x10°
Scoliariopsis sp. xxx 1x106 xxx
Sp.30 1x10° falaial kel
Candida zeylanoides 1,5x10° 1,30x108 1,31x10°
Debaryomyces hansenii 6,32x10° 5,04x10’ 3,10x10°
Yarrowia lipolytica 4,25x10° 1,01x107 Fkk
Kluyveromyces lactis 1,43x10° 3x10°8 2x108
NI falelel fakelel 7x10°

Legenda: NI: Levedura sem identificacdo. Sp.30: Espécie de fungo filamentoso n&o identificada.
*** N&o existe contagem. Fonte: Do autor (2019).

O resultado da analise do MALDI-TOF dos isolados de levedura da propriedade 2 (A2),

sdo apresentados na Figura 14. Os isolados identificados a nivel de espécie foram Candida

zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis, sendo a

espécie com maior populacio média Candida zeylanoides (1,30. 108 UFC/g) (Tabela 5).
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Figura 14 - Dendograma dos isolados de levedura presentes na amostra 2 de QMA do Serro.
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Fonte: Do autor (2019).

Khuyyveromyces lactis
Yarrowia lipolvtica

Debarvanivcas harnsenii

Yarrowia lipolvtica

Candida zevianoides

A identificacdo por MALDI-TOF dos isolados de levedura da propriedade 3 (A3), estdo

apresentados na Figura 15. Os isolados foram identificados a nivel de espécie como Candida

zeylanoides, Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis e espécie ndo identificada (NI),

semelhante as espécies de leveduras presentes na amostra 1 e 2, exceto pela auséncia da espécie

Yarrowia lipolytica.

A espécie de levedura identificada com maior populacéo foi Candida zeylanoides (1,31.
10" UFC/g) (Tabela 5) semelhante a propriedade 2 (A2).
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Figura 15 - Dendograma dos isolados de levedura presentes na amostra 3 de QMA do Serro.
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Legenda: NI: Levedura sem identificagdo. Fonte: Do autor (2019).

Em relagéo aos fungos filamentosos isolados, foram identificados morfologicamente de
acordo com os manuais de identificacdo e também MALDI-TOF.

Ao analisar o perfil proteico por MALDI-TOF dos isolados de fungos filamentosos da
propriedade 1 (Al), apenas a espécie Aspergillus fumigatus apresentou identificacdo confiavel
(Figura 16). No entanto, a fim de facilitar a observagédo dos isolados para melhor agrupa-los,
cada isolado no dendograma recebeu sua denominacdo de acordo com a identificacdo
morfologica.

A principal espécie detectada na propriedade 1 foi Penicillium roqueforti (1,52. 10°
UFC/g) (Tabela 5). E nenhum dos isolados identificados, nesta propriedade, como
potencialmente toxigénicos de Ocratoxina A, como o Aspergillus niger, foi produtor de toxina.
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Figura 16 - Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes na amostra 1 de QMA
do Serro.
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Legenda: *** Identificacdo pelo MALDI TOF e por morfologia. Sp.30: Espécie de fungo filamentoso
ndo identificada. Fonte: Do autor (2019).

Né&o foi possivel identificar os isolados de fungos filamentosos da propriedade 2 (A2)
por MALDI-TOF. No entanto, a fim de facilitar a observacdo dos isolados para melhor agrupa-
los, cada isolado no dendograma recebeu sua denominacdo de acordo com a identificacdo
morfoldgica (Figura 17).

A espécie com maior populagdo na propriedade 2 (A2) foi Complexo Cladosporium
cladosporioides (3,1. 10" UFC/g) (Tabela 5).
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Figura 17 - Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes na amostra 2 de QMA
do Serro.
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Fonte: Do autor (2019).

Jaem relacdo a propriedade 3 (A3) houve uma baixa quantificacdo de fungos filamentos
apenas 1.10% UFC/g correspondente a Alternaria sp. Desta forma ndo é apresentado o
dendograma da identificagcdo por MALDI-TOF desta propriedade.

As amostras (A2 e A3) apresentaram uma menor quantificacdo e diversidade de fungos
filamentosos respectivamente, em comparagdo com a amostra Al.

A Figura 18 a seguir mostra o dendograma dos fungos filamentosos isoladas das 3
propriedades (Al, A2 e A3). Com este agrupamento foi possivel dimensionar a diversidade de
fungos filamentosos da regido e ndo somente das amostras.

Dentre as propriedades a que apresentou a maior diversidade de espécies presente no

queijo foi a propriedade 1 (Tabela 5).
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Figura 18- Dendograma dos isolados de fungos filamentosos presentes nas amostras 1, 2 e 3 de
QMA do Serro.
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Legenda: *** Identificacdo pelo MALDI TOF e por morfologia. Sp.30: Espécie de fungo filamentoso
néo identificada. Fonte: Do autor (2019).
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3.3 Analises fisico-quimicas do Queijo Minas Artesanal do Serro

Na Tabela 6, observa-se a espessura das cascas e as caracteristicas fisico-quimicas das
amostras das 3 propriedades referente a massa (Al, A2 e A3) e a casca (A1C, A2C e A3C).
Tabela 6 - Composicéo fisico-quimica e espessura da casca de 3 amostras de QMA do Serro

(valor médio + desvio padréo) das 3 propriedades correspondente a casca e a massa
dos queijos.

Parametros Amostras (massa do gueijo / casca)

Al AlC A2 A2C A3 A3C

%NaCl 0,15+0,072 0,1+0? 0,15+0,072 0,1+0¢2 0,1+0¢2 0,1+0°
%Gorduras |27,5+9,19% 322+2542% 32+282% 325+212% 33+141% 29,6+3,67%
%Acidez |2,41+027% 1,82+0,73% 2,92+0,12% 6,07+0,12° 2,26 +0,47% 2,28+0,372
%Umidade |32.7 +3,04% 32,62+2,09% 37,751,482 37,45+3,04% 32,7 +4,52% 2855+4,17%
Espessura el 74,58 +£11,632 el 69,3 +1,34° ikl 66,42 + 0,142
pH 577+043% 6,66+0,36* 7,07+0,035% 593+0,014® 5,78+0,31% 6,37+0,77°2

Legenda: Al- massa do queijo da amostra da propriedade 1, A1C- casca do queijo da amostra da
propriedade 1; A2-massa do queijo da amostra da propriedade 2, A2C- casca do queijo da amostra da
propriedade 2; A3-massa do queijo da amostra da propriedade 3, A3C- casca do queijo da amostra da

propriedade 3. *Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca estatistica significante ao nivel de
5% de significancia (p<0,05) pelo teste de Tukey. Onde: *** N&o existe medi¢cdo. Fonte: Do autor
(2019).

Para os percentuais de umidade, cloreto de sddio (NaCl), gorduras no extrato seco (GES)
e valores de pH, todas as amostra de massa ou casca foram estatisticamente semelhantes
(p>0,05).

O Unico aspecto que apresentou diferenca significativa (p<0,05) foi o percentual de
acido latico (acidez) apenas para a amostra da propriedade 2 (A2C). Sendo estatisticamente
semelhantes (p>0,05) para as demais (A1, A1C, A2, A3 e A3C). Os valores para as amostras
de massa e casca variaram em ordem crescente: 1,82% (A1C), 2,26% (A3), 2,28% (A3C),
2,41% (Al), 2,92% (A2) e 6,07% (A2C). Sendo o menor percentual para a casca (A1C) e 0
maior percentual para a casca (A2C).

Em relacdo a espessura (milimetros) da casca dos queijos (A1C, A2C e A3C), foi
observado que todas as amostras de casca foram estatisticamente semelhantes (p>0,05). As
medidas das cascas variaram em ordem crescente: 66,42mm (A3C), 69,3mm (A2C) e 74,58mm

(A3C).
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3.4 Analise de Componentes Principais (PCA)

Os resultados das amostras (A1, A2 e A3) das 3 propriedades produtoras de QMA foram
submetidos a andalise de componentes principais (PCA), estabelecendo uma correlagéo entre a
diversidade da micobiota identificada com as caracteristicas fisico-quimicas das amostras
(Figura 19). Pela Figura (A) observamos que todas as amostras de QMA (Al, A2 e A3)
diferiram estatisticamente.

Em relacdo a propriedade 1 (Al) observa-se uma maior ocorréncia das leveduras
Kluyveromyces lactis e Yarrowia lipolytica. Com destaque para o fungo filamentoso
Scoliariopsis sp. isolado pelo Swab. Em relacdo aos aspectos fisico-quimicos, ndo foi possivel
estabelecer uma correlagéo, uma vez que os mesmos estiveram melhores correlacionados com
as propriedades 2 e 3 (A2 e A3).

Figura 19 - Andlise de Componentes Principais (PCA) da diversidade micoldgica e sua

correlagdo com as caracteristicas fisico-quimicas das amostras Al, A2 e A3 de
QMA do Serro.
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Legenda: Figura (A) Amostras Al, A2 e A3; Figura (B) Caracteristicas fisico-quimicas e diversidade
micolégica. Onde: Scoliariopsis sp. (R), Aspergillus flavus (S), Kluyveromyces lactis (), Aspergillus
japonicum (T), Alternaria sp. (Q), Yarrowia lipolytica (Z2), Aspergillus fumigatus (J), Candida
zeylanoides (W), %Gorduras (C), Acidez % 4acido latico (E), %Umidade (B), Complexo
Cladosporium cladosporioides (M), Debaryomyces hansenii (Z), pH (A). Fonte: Do autor (2019).

Para a propriedade 2 (A2) houve uma maior ocorréncia dos fungos filamentosos
Complexo Cladosporium cladosporioides isolado pelo método de dilui¢do seriada e Aspergillus
fumigatus isolado pelo Swab. J& em relacdo as leveduras, a maior ocorréncia foi de
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Debaryomyces hansenii. Os aspectos fisico-quimicos que estiveram correlacionados com esta
amostra foram pH, percentual de umidade e de acidez.

Na a propriedade 3 (A3) percebeu-se como aspecto fisico-quimico de maior destaque o
teor de gorduras. Houve uma maior ocorréncia dos fungos filamentosos Aspergillus flavus,
Aspergillus japonicum, Scoliariopsis sp. isolados pelo Swab, e também de Alternaria sp.
isolado pelo método de diluigdo seriada. J& em relacdo as leveduras, a maior ocorréncia foi de

Candida zeylanoides.
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4. DISCUSSAO

A legislacéo brasileira ndo estabelece padrbes de qualidade microbioldgica do ar de
ambientes de processamento de alimentos (CHAVES et al., 2011), assim como nas queijarias
produtoras de QMA. Como se sabe, 0s microrganismos presentes no ambiente de producéo das
queijarias, assim como o0s presentes no leite cru, sdo importantes para a qualidade do produto,
através da atividade de suas enzimas, que podem agir influenciando de maneira positiva ou néo,
nas caracteristicas sensoriais tipicas do queijo (CASALTA, et al. 2009; DONNELLY et al.,
2016). Ressalta-se, a importancia dos produtores assumirem os cuidados basicos, garantindo
um rebanho saudavel para a producdo de leite de qualidade. Atentando as boas praticas de
manipulacdo e condi¢es higiénico-sanitarias adequadas na fabricacdo e no ambiente das
queijarias (MINAS GERAIS, 2002; MINAS GERAIS, 2013).

Segundo Andrade (2003) sdo formados aerossois nos ambientes de processamento de
alimento, constituidos principalmente de esporos de fungos filamentosos, bactérias e leveduras.
Diversos sdo os fatores que podem contribuir para a contaminagdo microbioldgica do ar desses
ambientes, como o proprio sistema de ventilagio (ANDRADE et al., 2008). Como 0s QMAS
sdo produzidos e maturados sob condicdes naturais ndo controladas (DELGADO et al., 2016),
a influéncia de fatores abioticos interfere diretamente na incidéncia dos microrganismos tanto
no ambiente externo das queijarias, como no ambiente interno das camaras de maturacdo
(BERNARDI et al., 2006).

A avaliacdo da micobiota presente no ar das cdmaras de maturacdo evidenciou uma
ocorréncia superior de fungos filamentos, em comparacdo com as leveduras, atribuido a propria
fisiologia destes microrganismos, sugerindo a maior difusdo de esporos no ambiente. Como
visto, a incidéncia dos microrganismos no ar € influenciada por fatores abidticos, como as
variacOes da temperatura, umidade relativa do ar, vento, irradiagdo solar e das estagdes
climaticas (BERNARDI et al., 2006).

Os isolados de levedura identificados no ar a nivel de espécie presentes nas propriedades
1 e 3, foi Trichosporon japonicum. De acordo com Sugita (1998) que isolaram essa espécie do
ar no Japao, as leveduras desse género crescem em temperatura 6tima de 25°C, compativel com
a temperatura de clima temperado da microrregido do Serro (CLIMATE-DATA.ORG, 2019).

Embora ndo haja relatos na literatura da presenca dessa espécie em alimentos, diversas
outras espécies do género Trichosporon, como: T. cutaneum, T. ovoides, T. caseorum e T. lactis,

consideradas patogénicas, ja foram encontradas em produtos lacteos, sendo as duas Ultimas
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isoladas de queijos ndo maturados e frescos respectivamente (LOPANDIC, 2006;
MIDDELHOVEN, 2003).

Entretanto no presente trabalho, ndo foi encontrada a espécie patogénica T. japonicum
no QMA do Serro, sugerindo que o queijo pode ser um ambiente inapropriado para seu
crescimento. Por ser um ambiente complexo cuja composi¢cdo em conjunto com as condic¢des
sazonais do ambiente promove a selecdo de uma microbiota bem definida (JAKOBSEN, 1996),
tal fato justifica a ocorréncia da espécie apenas do ar das camaras de maturacao.

Algumas das espécies de fungos filamentosos encontradas no ar também se mostraram
presentes no QMA, como Penicillium commune na propriedade 1, Scopulariopsis sp. na
propriedade 2, e na propriedade 3 ndo foi possivel uma correlagdo. Tais resultados sugerem o
ar como uma possivel fonte de contaminacdo para 0 QMA pelos mesmos, visto que estes
microrganismos ndo sao relacionados diretamente ao leite, vindo a aparecer no queijo durante
0 periodo de maturacdo. Entretanto, verificou-se que Fusarium solani, Fusarium oxisporum,
Penicillium implicatum, Aspergillus versicolor e Chaetomium sp., registrados no ar das camaras
de maturacdo, ndo foram encontrados no QMA. Sugerindo que o queijo por se tratar de um
ambiente complexo, pode ou ndo favorecer o crescimento dos fungos presente no ar, podendo
ser uma forma de estimular ou inibir o desenvolvimento de determinadas espécies de fungos.

Todas as amostras de QMA das trés propriedades apresentaram uma populacéo
superior de leveduras. Segundo o autor Viljoen (2003) apés avaliar a diversidade de leveduras
nos queijos Camembert e Brie produzidos na Africa do Sul, em diferentes condicBes sazonais
(inverno e verdo), constatou que a populacédo de diversas leveduras, dentre elas Debaryomyces
hansenii e Yarrowia lipolytica tenderam a aumentar constantemente durante um periodo de 56
dias de maturacdo em temperaturas mais baixas (inverno/14°C). Fato que pode estar
relacionando com a temperatura do ambiente. Tais resultados corroboram com o presente
estudo, uma vez que foram observadas altas contagens das mesmas espécies nos queijos
maturados no periodo de inverno.

Embora alguns isolados ndo puderam ser identificados por MALDI-TOF devido
algumas limitagBes da técnica, como o banco de dados (DINGLE, 2013), foi possivel observar
algumas leveduras predominantes nas amostras de queijo das 3 propriedades, sendo a espécie
Candida zeylanoides com maior populacéo isolada entre as amostras de QMAs, seguida de
Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces lactis e Yarrowia lipolytica.

Estas espécies sdo frequentemente relatadas como predominantemente associadas ao
gueijo e produtos lacteos, Debaryomyces hansenii se destacou ao longo do periodo de 60 dias

de maturacdo, e Kluyveromyces lactis foi detectada na maturacao mais tardia, com 30 e 60 dias



60

estando presente em amostras de QMA do Serro (CARDOSO et al., 2015). Lima (2009) isolou
leveduras do queijo, pingo, leite e coalhada da Serra do Salitre e também identificou
predominantemente Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces lactis.

Andrade (2017) identificou Kluyveromyces lactis entre outras, no QMA da Serra da
Canastra. J& em outro trabalho, Borelli (2006) identificou Debaryomyces hansenii e
Kluyveromyces lactis entre outras, no queijo Canastra e Candida zeylanoides foi isolada apenas
do leite cru. Lopandic (2006) identificou leveduras associadas a uma diversidade de produtos
lacteos, na Austria, por técnicas tradicionais e moleculares. Dentre a diversidade de espécies
isoladas, as mais frequentes foram Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum,
Kluyveromyces marxianus, Yarrowia lipolytica e Candida zeylanoides. Banjara (2015) avaliou
a diversidade da micobiota presentes em uma variedade queijos produzidos em varios paises.
Identificaram-se predominantemente as espécies: Debaryomyces hansenii, seguido de algumas
espécies do género Candida, Kluyveromyces lactis e Yarrowia lipolytica.

Portanto, as leveduras encontradas neste trabalho estdo relacionadas ao QMA em
diferentes regides. Sé&o consideradas benéficas, importantes para o desenvolvimento do sabor
e aroma do queijo durante o amadurecimento, devido a producdo de compostos gerados
principalmente por suas proteases, lipases e atividade de P-galactosidase em conjunto
(CARDOSO et al., 2015, ANDRADE et al., 2017, LOPANDIC et al., 2006, BANJARA et al.,
2015). Candida zeylanoides apresenta atividades enzimaticas importantes e pode influenciar
positivamente na qualidade do queijo devido potencial lipolitico e assimilacdo de citrato
(FAADA et al., 2004).

As espécies identificadas neste trabalho Yarrowia lipolytica e Candida Zeylanoides ndo
tinham sido relatadas no QMA, em trabalhos anteriores. Dentre elas, Y. lipolytica presente nas
amostras das propriedades 1 e 2, € uma espécie com capacidade promissora para fabricacdo de
queijos, por produzir enzimas extracelulares capazes de modificar as caracteristicas
organolépticas do queijo durante a maturacdo (FREITAS et al., 1999).

Com o intuito de garantir um isolamento eficiente de fungos filamentos do QMA, o
presente trabalho empregou além da técnica de diluigdo seriada, o repique direto da casca por
Swab, como descrito por Andrade et al., 2008. Nessa avaliagdo foram observadas algumas
diferencas entre a diversidade de fungos encontrados pelas técnicas. Sugerindo, portanto, a
importancia do uso concomitante das mesmas.

Os isolados de fungos filamentosos do QMA e do ar das cadmaras de maturagéo foram
identificados tanto morfologicamente de acordo com os manuais de identificacéo e pela analise

do perfil proteico por MALDI-TOF, como descrito por Lima et al., 2017. Ao analisar o perfil
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proteico por MALDI-TOF, apenas duas espécies apresentaram identificacdo Aspergillus
fumigatus e Scoliariopsis brevicaulis, e que condizem com o0s obtidos pela morfologia.
Demostrando ser uma técnica precisa e rapida, porém nao aceitavel como unico procedimento
de identificacdo, embora auxilie na identificacdo e agrupamentos dos isolados.

Penicillium e Aspergillus s&o os principais géneros encontrados em queijos (BANJARA
etal., 2015), sendo também os principais encontrados nos QMAs no presente trabalho. Algumas
espécies potencialmente produtoras de toxinas foram identificadas por Banjara et al., 2015,
dentre elas Aspergillus niger. No presente estudo, A. niger ndo produtor de Ocratoxina A, foi
identificada em baixa incidéncia nas amostras da propriedade 1 (Al). Esta espécie, assim como
outras espécies pertencentes a secdo Nigri como Aspergillus japonicum, presente na amostra 3
(A3), podem estar associados com a deterioracdo de queijos pela acdo de suas enzimas
hidroliticas (amilases e lipases) (PERRONE et al., 2004; BAJARA et al., 2015).

Alguns isolados de Aspergillus flavus produtores de Aflatoxinas foram identificados nas
amostras (Al e A3). No entanto, a producdo de micotoxinas pode mudar sob diferentes fatores,
podendo ser intrinseco, como a composicao fisico-quimica do queijo (pH, atividade de agua
(Aw) e teor de NaCl) ou ainda a sua propria composicdo (fontes de carbono e nitrogénio). E os
fatores extrinsecos, incluem temperatura, umidade relativa, atmosfera de armazenamento,
tempo de maturacao, e ainda fatores bi6ticos como as interagdes microbianas (HIMERY, 2014).
Portanto, mesmo que os A. flavus isolados no presente trabalho sejam potencialmente
produtores de Aflatoxinas (B1 e B2), sdo as condi¢des nas quais estardo submetidos que ird
determinar se ocorrera ou ndo a producdo das mesmas.

O Aspergillus fumigatus é uma espécie que pode ser encontrada em diferentes
ambientes, inclusive em queijo maturado, como demonstrado por Hayaloglu (2007), na qual
isolou esta espécie do queijo Kuflu produzido na Turquia. No presente estudo foi isolado da
amostra (Al) de QMA, e trata-se de uma espécie patogénica, potencialmente produtora de
micotoxinas como gliotoxina, fumigaclavina, verruculogeno, entre outras (SAMSON, 2010).
Consequentemente, pode representar um risco potencial para a satde publica.

Um dos fungos isolados predominantemente na amostra (A1) Penicillium roqueforti, é
também uma espécie mundialmente conhecida como cultura de maturagdo em queijos “azuis”,
por desempenhar um papel significativo no desenvolvimento da aparéncia, textura e sabor pela
acao de suas lipases hidrossollveis. Em outros queijos é considerado um contaminante,
podendo contribuir positivamente ou ndo. Também sdo conhecidos por sua capacidade de
produzir PR-toxina, roquefortina C, &cido micofendlico e andrastina A. Mas a toxina PR é

instavel no queijo e por isso exibe baixa toxicidade. Além disso, P. roqueforti recebeu um status
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sendo reconhecido como seguro (GRAS) pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos
dos EUA (FDA) (HIMERY, 2014, BANJARA, 2015, PERRY, 2004).

Embora ndo predominante, P. crustosum isolado da amostra (A1) de QMA esta entre 0s
fungos filamentosos de origem alimentar de particular importancia nas regides temperadas do
mundo, sendo isolados de diferentes alimentos inclusive queijos. Segundo Kokkonen et al.
(2005), P. crustosum produziu roquefortina C em todos os substratos avaliados em seu estudo,
incluindo o analogo de queijo. O autor hipotetizou que a habilidade de P. crustosum em
produzir este metabolito secundario foi relacionada com o alto teor de proteina no queijo,
porque 0s amino&cidos sao necessarios para a sintese de micotoxinas. Sendo assim a presenca
de P. crustosum em queijo pode ser considerado como um possivel risco para a salde, porém
como relatado anteriormente a producdo da micotoxinas depende de muitos fatores.

Algumas espécies identificadas neste trabalho, ja foram observadas em estudos
anteriores (HOCKING et al., 1992; SURANSKA et al., 2016) relacionadas com a deteriorago
de queijos. Dentre elas, Cladosporium cladosporioides presente nas amostras (Al e A2),
Penicillium commune e Penicillium glabrum presentes na amostra (Al), sdo contaminantes
encontrados nao s6 em queijo, mas em diversos ambientes. Penicillium commune, esta entre os
contaminantes mais comuns associados com estragos, como a descoloracdo na superficie do
queijo e modificacdo do sabor, além de ser potencialmente produtor de acido ciclopiazdnico
(CPA) (BANJARA, 2015; HIMERY, 2014; HOCKING, 1997).

Outros géneros que podem ser prejudiciais as caracteristicas do QMA, identificadas
neste trabalho, ja foram relatadas em estudos anteriores de outros paises. De acordo com
Marcellino et al. (2014) diversas espécies do género Scopulariopsis spp. podem contaminar
muitas classes de queijo, provocando defeitos como a destruicdo da integridade da casca, e
alteracbes do sabor, pela agdo de sua enzimas proteoliticas. As espécies frequentemente
associadas aos queijos sdo Scopulariopsis fusca e Scopulariopsis brevicaulis. No presente
estudo, o género Scopulariopsis spp. foi presente nas amostras (Al e A2) e a espécie
Scopulariopsis brevicaulis foi identificada no ar da cAmara de maturacéo da propriedade 2.

O Geotrichum candidum embora ndo predominante, foi identificado na amostra (A2), e
apresenta importantes contribuigdes positivas para o queijo, pois afetava a bioquimica durante
0 amadurecimento pela acdo de suas lipases e proteases na matriz de queijo, contribuindo com
0 sabor, aroma e ainda neutralizando a acidez da coalhada produzida pelas bactérias do acido
latico (HAYALOGLU, 2007). E uma espécie que pode ser encontrada em diferentes ambientes,
mas é caracteristica de produtos lacteos, comumente encontrada como parte da microbiota do

leite cru. Além de suas contribuicfes para as propriedades organolépticas do queijo, pode ainda
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atuar inibindo certos fungos micotoxigénicos como Aspergillus flavus e espécies indesejaveis
de Penicillium entre os quais se encontra P. commune (MARCELLINO, 2014). Desta forma a
presenca Geotrichum candidum na amostra (A2), pode ter colaborado para evitar a presenca de
espécies contaminantes.

Como visto, o Aspergillus versicolor foi uma das espécies isoladas no ar da camara de
maturacdo da propriedade 1. Embora ndo predominante no ar e ndo correlacionada com as
espeécies encontradas no QMA neste trabalho, chama a atencéo. Pelo fato de ser uma das poucas
espeécies do género Aspergillus capaz de produzir esterigmatocistina (STC), que € um xanthone
estruturalmente similar a Aflatoxina; no entanto, menos toxico. Essa micotoxina ja foi relatada
em outros trabalhos, presente em queijos durante a maturacdo e também no ar das salas de
maturacao, contaminados por A. versicolor (HIMERY, 2014, LUND, 1995).

Diversos sdo os fatores que influenciam na tipicidade de um queijo. E assim, apresentam
uma composicdo fisico-quimica heterogénea com gradientes de NaCl, pH, Aw (atividade de
agua) que podem variar na superficie (casca) e no nucleo (massa), assim como a microbiota
durante o processo de maturacdo (HIMERY, 2014). O conhecimento da microbiota e das
caracteristicas fisico-quimicas auxiliam para descri¢do de tipicidade de um queijo. Além disso,
as caracteristicas fisico-quimicas do queijo estdo sujeitas a alteracBes durante o
amadurecimento, e influenciam na producgdo de micotoxinas (CASQUETE, 2018). Entender
como a dindmica microbiana se relaciona com as caracteristicas fisico-quimicas, e
consequentemente na producdo das micotoxinas, € fundamental, para prever estratégias de
adequacao.

Avaliou-se diferentes pardmetros fisico-quimicos (umidade, pH, NaCl, gordura e
acidez) nas amostras das 3 propriedades. De acordo com a Portaria n° 146, de 7 de margo de
1996, que aprova os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos
(BRASIL, 1996), as amostras das propriedades 1 e 3 (Al, A1C, A3 e A3C) sao classificadas
como queijos de baixa umidade até 35,9% ou queijos de massa dura. Ja para a casca e para a
massa da amostra 2 (A2C e A2), como queijo de media umidade (geralmente conhecidos como
gueijos de massa semidura): umidade até 45,9%. Tal resultado, sugere que a amostra 2 mostrou-
se susceptivel ao crescimento de fungos filamentos como Aspergillus fumigatus, Cladosporium
e de leveduras como Debaryomyces hansenii, devido ao alto teor de umidade. Pelo fato de ser
um processo artesanal, sem condi¢fes controladas, o teor de umidade assim como outros
parametros, se torna dificil de controlar (OLIVEIRA, 2013).

Vale ressaltar que foram observados menores valores de umidade para as cascas nas

mesmas amostras. No entanto, as classificacbes de umidade para as amostras das 3 propriedades
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se mantiveram, e atenderam as exigéncias da legislacdo (MINAS GERAIS, 2008), que
preconiza um teor de umidade inferior a 45,9%.

Quanto ao percentual de gorduras, todas as amostras foram classificadas como queijos
semi-gordo (25 a 44,9% de gorduras no extrato seco) de acordo com a Portaria n® 146/1996
(BRASIL, 1996), sendo observada pouca variacdo de percentuais entre a casca e a massa das
mesmas amostras. Tal resultado também foi relatado por Machado (2004) nos QMA do Serro,
que observou um percentual médio de gordura de 29,22%, classificando-os como semi-gordos.
Apesar de poucas variacdes, a amostra com maior teor de gordura (amostra 3), se mostrou mais
susceptivel a contaminacdo de fungos filamentosos como A. flavus, A. japonicum,
Scopulariposis, e pela levedura Candida zeylanoides.

O Unico aspecto composicional que apresentou diferenca significativa (p<0,05) foi o
percentual de acido latico (acidez) apenas para a casca da amostra 2 (A2C) onde observou-se 0
maior teor. A acidez é um importante par@metro proveniente do &cido latico produzido a partir
da degradacdo da lactose pelas bactérias, e afeta de maneira direta o pH. Com isso, influencia
0 crescimento de microrganismos e a atividade enzimética ao longo da maturacdo. Alguns
pesquisadores justificam que as variacdes encontradas em diferentes trabalhos decorrem devido
a contagem de bactérias fermentadoras da lactose, presentes no leite cru, assim como de
variacdes no processo de fabricacdo, principalmente nas etapas de prensagem e de salga. Além
disto, ha variacBes na quantificacdo de bactérias laticas no pingo, tendo em vista que é um
inoculo natural composto por bactérias nativas e ndo padronizado (VALE, 2018;
FIGUEIREDO, 2015). Tal resultado, sugere que a amostra 2 mostrou-se susceptivel ao
crescimento de fungos filamentos como Aspergillus fumigatus, Cladosporium e de leveduras
como Debaryomyces hansenii, devido a fatores como o alto percentual de &cido latico.

Embora seja comum observar em outros estudos de QMA variagdes do teor de sal,
devido a falta de padronizacdo utilizada no queijo, mesmo se tratando do mesmo lote
(SOBRAL, 2017). Os percentuais de NaCl de ambas as amostras tanto para a casca como para
a massa foram semelhantes entre uma faixa de 0,10% a 0,15%, ndo estabelecendo uma
correlacdo com nenhuma espécie encontrada nas amostras. Segundo Ferreira (2008), o sal
regula a atividade enzimatica em diversos niveis, afetando o crescimento bacteriano e a
proteolise. Assim, baixas concentracfes de cloreto de sédio podem além de influenciar no
sabor, torna-lo mais susceptivel a contaminagdo microbioldgica.

Os valores de pH encontrados mostram-se variaveis para a casca e a massa. Para a casca
observamos uma faixa de pH 5,93 a pH 6,66 e para a massa uma faixa de pH 5,77 a pH 7,07,

entre as amostras. Vale (2018) observou que os valores de pH foram aumentando ao longo da
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maturacdo, apresentando uma média de pH 5,09 ao final de 31 dias de maturacdo. O autor
justifica que essas variagcbes podem ocorrer devido a degradacdo proteica proveniente da
atividade de enzimas coagulantes que estdo naturalmente presentes no leite (plasmina), enzimas
de bactérias laticas ndo starters (NSLAB) ou enzimas de bactérias laticas presentes no soro
fermento (pingo). Resultando em compostos nitrogenados alcalinos, contribuindo para o
aumento de pH. Visto que, as amostras deste trabalho apresentavam entre 30 e 45 dias de
maturacdo, os maiores valores de pH podem ser justificados. Tal resultado, sugere que o alto
valor de pH, como observado na amostra 2, mostrou-se susceptivel ao crescimento de fungos
filamentos como Aspergillus fumigatus, Cladosporium e de leveduras como Debaryomyces
hansenii.

Casquete (2018) avaliou a influéncia da atividade da agua (aw), pH e temperatura, no
crescimento e producéo de acido ciclopiazdnico (CPA), pelas espécies Penicillium commune e
P. camemberti, usando um modelo de queijo sintético (meio de cultura), a fim de minimizar a
possivel contaminagdo por CPA do queijo. Em geral, a producédo de CPA, foi significativamente
afetada pelos diversos fatores, assim como o tempo de crescimento. Aos 12 dias de crescimento,
a producdo de CPA para o P. commune foi estatisticamente muito maior. E a maxima producéo
ocorreu em pH 5,0 (mas também significativa em pH 6), 0,95 aw, e nas temperaturas 25°C ou
30 ° C. Considerando que P. commune também foi encontrada no presente trabalho na amostra
(A2). E que as condicdes de temperatura ambiente do Serro é em média 25°C, e os valores de
pH para a casca e a massa de A2 foram de pH 6,66 e 5,77, respectivamente. A referida espécie

pode apresentar riscos, pela possivel producdo de CPA.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo forneceu uma visdo mais clara da micobiota presente no QMA e nas
camaras de maturacdo, confirmando que a diversidade pode variar de propriedade para
propriedade. As leveduras predominaram no QMA, e os fungos filamentosos se destacaram nos
ambientes de maturacédo, na qual o ar pode ser uma das fontes de contaminacgéo para 0s queijos.
Ressalta-se, que pelo o fato do queijo ser um ambiente complexo, a incidéncia dos
microrganismos no QMA, principalmente de fungos filamentosos, variou consideravelmente
entre as propriedades.

A descricdo da micobiota permitiu reconhecer 0 QMA do Serro, como um produto
seguro para o consumo, pela alta incidéncia de leveduras benéficas e pelo Geotrichum
candidum, que contribuem para as caracteristicas organolépticas do queijo. Apesar da presenca
constatada de alguns fungos filamentosos deterioradores, que ndo oferecem riscos a salde e de
espécies potencialmente micotoxigénicos. As baixas quantificacBes e ainda, a dependéncia de
fatores bidticos e abioticos para que ocorra a producdo da toxina, ndo oferece risco comprovado.

Portanto, € importante que os produtores assumam sempre 0s cuidados basicos,
atentando as boas praticas de manipulacdo e condi¢bes higiénico-sanitarias adequadas na

fabricacdo e no ambiente das queijarias, a fim de produzir produtos de qualidade.
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