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RESUMO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) esta associado a cultura alimentar e as conformacoes
socio-histdricas da regido em que é produzido. Considerado patriménio imaterial de Minas
Gerais e do Brasil, possui certificagdo de Indicacdo Geografica (IG) nas microrregides do Serro
e Serra da Canastra, duas importantes ferramentas coletivas de reconhecimento que atestam sua
relevancia do ponto de vista social e econdmico. Por ser elaborado com leite cru e com a
utilizacdo do fermento enddgeno natural (pingo), podem ocorrer variagdes da comunidade
microbiana, composicdo fisico-quimica e atributos sensoriais, fatores que irdo configurar a
autenticidade desses queijos. Recentemente, por meio da Resolugdo n° 42/2022 (SEAPA),
houve a formalizacdo do Queijo Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF), reconhecido
como uma variedade de QMA que contém a presenca ou a dominancia visualmente constatada
de fungos filamentosos. Assim, o presente estudo objetivou isolar e identificar a micobiota do
Queijo Minas Artesanal de Casca Florida produzido na regido do Serro/MG e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas. As amostras foram coletadas com 25 dias de maturacédo, de 4
propriedades, localizadas em diferentes municipios da microrregido do Serro. A identificacdo
da micobiota ocorreu por analise em equipamento MALDI-TOF MS e caracterizacdo
morfolégica, e as andlises fisico-quimicas conforme métodos AOAC. Quanto aos parametros
fisico-quimicos, todos variaram estatisticamente entre as amostras, o que ocorre naturalmente
pela producdo artesanal, miscigenacdo de raca e alimentacdo dos animais, configurando a
tipicidade dos queijos. A micobiota identificada no estudo é composta por Geotrichum
candidum, Candida catenulata, Candida palmioleophila, Candida intermedia, Debaryomyces
hansenii, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Pichia manshurica, Pichia kudriavzevii,
Trichosporon japonicum, Torulaspora delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Cladosporium sp.,
Fusarium oxysporium, F. solanii, Penicillium waksmanii Zalessky e P. corylophilum, diferentes
espécies capazes de produzir uma variedade de metabolitos que influenciam de maneira positiva
no sabor, aroma e textura, sendo essenciais para a qualidade e autenticidade de cada produto.

Palavras-chave: Fungos. Maldi-Tof. Queijo Minas Artesanal.



ABSTRACT

The Minas Artisanal Cheese (QMA) is associated with the food culture and the socio-
historical structures of the region where it is produced. It is considered an intangible heritage
of the state of Minas Gerais and Brazil and has Geographical Indication (G1) certification, two
important recognition tools that attest to its collective relevance from a social and economic
point of view. For being a product made with raw material without a heat treatment, with the
use of natural endogenous yeast (pingo), variations in the microbial community, physical-
chemical composition and sensory attributes may occur, these being factors that will configure
the authenticity of these cheese products. Recently, through Resolution N° 42/2022 (SEAPA),
the Minas Artisanal Cheese from Casca Florida (QMACF) was formalized, recognized as a
variety of QMA that contains the presence and dominance visually verified of filamentous
fungi. Thus, the present study aimed to isolate and identify the mycobiota of Minas Artisanal
Cheese from Casca Florida produced in the Serro/MG region and to evaluate its
physicochemical properties. Samples were collected after 25 days of maturation, from 4
properties, located in different counties of the Serro microregion. The identification of the
mycobiota was through analysis in MALDI-TOF MS equipment and morphological
characterization, and the physical-chemical analyzes according to AOAC methods. As for the
physical-chemical parameters, all of them varied statistically between the samples, which
naturally occurs due to artisanal production, racial miscegenation and animal feeding, building
the typicality of the cheeses. The mycobiota identified in the study is composed of Geotrichum
candidum, Candida catenulata, Candida palmioleophila, Candida intermedia, Debaryomyces
hansenii, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Pichia manshurica, Pichia kudriavzevii,
Trichosporon japonicum, Torulaspora delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Cladosporium sp.,
Fusarium oxysporium, F. solanii, Penicillium waksmanii Zalessky e P. corylophilum. Varied
species capable of producing a diversity of metabolites that positively influence the taste, aroma
and texture, being essential for the quality and authenticity of each product.

Keywords: Fungi. Maldi-Tof. Minas Artisanal Cheese.
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PRIMEIRA PARTE - INTRODUGCAO GERAL
1 INTRODUCAO

A producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) é considerada, por sua tradigéo,
patriménio imaterial de Minas Gerais e do Brasil e possui certificacdo de Indicacdo Geografica
(IG) na modalidade Indicagédo de Procedéncia (IP), ferramentas coletivas de reconhecimento e
valorizagdo de produtos tradicionais, que comprovam a importancia social, econémica e
cultural desses queijos para o estado e as microrregides (INSTITUTO DO PATRIMONIO
HISTORICO E ARTISTICO NACIONAL - IPHAN, 2006; MINAS GERAIS, 2007).

Produtores, consumidores e alguns pesquisadores defendem o produto por sua relagéo
de caracterizacdo e identidade do territério em que é produzido, por sua tradicdo e pelos
beneficios sensoriais em se utilizar a matéria-prima sem tratamento térmico.

Na fabricacdo, apos enformagem e salga, parte do soro drenado é coletado e adicionado
a producdo subsequente; esse fermento enddgeno ¢ conhecido como “pingo”, contém
microrganismos que realizam a fermentacao e atuam posteriormente na maturacao do queijo.
As particularidades do clima, do solo e do relevo atribuem ao “pingo” uma diversidade
microbioldgica que representa o queijo de cada propriedade e regido produtora e conferindo ao
produto caracteristicas Unicas e endémicas (BORELLI, 2020; KAMIMURA et al., 2019;
SOBRAL et al., 2019).

Estudos demonstram que as reaces enzimaticas realizadas pela microbiota nos queijos
artesanais sao mais complexas do que as que ocorrem em queijos fabricados com leite
pasteurizado adicionados de culturas selecionadas, e por isso as diferengas sensoriais nesses
dois produtos (BALLESTEROS et al.; 2006; CABEZAS et al., 2007; PERRY, 2004; PINEDA
et al., 2020). A microbiota principal € composta predominantemente por bactérias acido-
lacticas iniciadoras, enquanto a secundaria é constituida por bactérias néo iniciadoras, fungos e
leveduras.

Em certos tipos de queijo, fungos sdo indispensaveis ao processo de maturacao, por
degradarem componentes laticos e gerarem compostos que influenciam nas propriedades
organolépticas e qualidade (FURTADO, 2022). Fungos filamentos, como Penicillium,
Geotrichum candidum e Cladosporium, e leveduras, como Debaryomyces hansenii, Kodamaea
ohmeri, Kluyveromyces lactis e Torulaspora delbrueckii, estdo amplamente distribuidos na
natureza e sdo normalmente encontrados nos queijos que se emprega o leite cru na fabricacao.

Recentemente, uma legislagéo do estado formalizou o reconhecimento da producéo de Queijo
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Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF), uma variedade de QMA que contém presenca ou
dominancia visualmente constatada de fungos filamentosos, inicialmente da espécie fungica
Geotrichum candidum (MINAS GERALIS, 2022), um fungo branco, dimérfico, sempre utilizado
como cultura adjunta na elaboracdo dos queijos finos franceses Camembert e Brie, por ser
responséavel pelo destaque de aroma e sabor desejaveis, além de seguro para 0 consumo
(FURTADO, 2013; PERKINS et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo buscou isolar e identificar a micobiota presente no
Queijo Minas Artesanal de Casca Florida, produzido na regido do Serro/MG, maturado por 25

dias, e descrever as propriedades fisico-quimicas do produto com esse periodo de maturacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importéancia social e econémica do Queijo Minas Artesanal (QMA)

O Queijo Minas Artesanal ¢ um produto de expressiva importancia para a agricultura
familiar de Minas Gerais, sua producéo anual é estimada em 21,8 mil toneladas, envolvendo
milhares de familias que véo desde pequenos agricultores a pessoas vinculadas a distribuicéo e
a comercializacido (COSTA et al., 2022; EMPRESA DE ASSISTENCIA TECNICA E
EXTENSAO RURAL DO ESTADO DE MINAS GERAIS - EMATER, 2022). Minas Gerais
destaca-se como o0 maior produtor do Brasil de queijos elaborados com leite cru
tradicionalmente maturados (BRANDIELLI et al., 2019), pouco mais da metade dos queijos
consumidos nacionalmente vem de Minas Gerais, 0 que contribui com o crescimento da
economia no estado e a permanéncia do agricultor no campo, fator de relevante carater
sociocultural (EMATER, 2021a).

Considera-se Queijo Minas Artesanal aquele elaborado a partir do leite integral de vacas
sadias, cru, higido, de producdo prépria, com a utilizacdo do soro fermento (pingo). Por
condic&o legal, os queijos artesanais devem ser processados nos estabelecimentos rurais a partir
de leite fresco produzido neste mesmo local, ficando restrita as microrregides devidamente
reconhecidas a autorizacdo de processar 0 QMA e comercializa-lo fora do estado (EMPRESA
BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA - EMBRAPA, 2018; MINAS GERAIS,
2018a).

O Decreto n° 11.099, de 21 de junho de 2022, que regulamenta a Lei n°® 13.860, de 18
de julho de 2019, estabelece diretrizes para a concessao do Selo Arte, permitindo o comércio
interestadual de produtos artesanais elaborados com matéria-prima de origem animal (BRASIL,
2022).

A fabricacdo segue métodos tradicionais, como producdo em baixa escala a partir da
mdo de obra familiar, em queijarias edificadas nas propriedades rurais préximas a sala de
ordenha, obtidos por coagulagdo do leite de vaca com enzima coagulante especifica, sem
tratamento térmico da massa. O produto final é apresentado com consisténcia semidura; textura
macia, lisa ou com pequenas olhaduras mecanicas; cor branca ou amarelada e uniforme; sabor
brando, ligeiramente acido e odor caracteristico (BEZERRA, 2018; EMATER, 2021b; MINAS
GERAIS, 2018b).

Dentro desses conceitos, encaixa-se 0 QMACF, que, por ser considerado QMA, segue

as mesmas diretrizes de producdo, mas sem que seja realizada a raspagem da casca no decorrer
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e ao final da maturacdo, deixando visivel a presenca ou dominancia de fungos filamentosos
(MINAS GERAIS, 2022). O fluxograma de producdo (FIGURA 1) demonstra as etapas

envolvidas na elaboracdo do QMA.

Figura 1- Fluxograma do Queijo Minas Artesanal.
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Fonte: Da autora (2023), adaptado de Boari (2020).

SD min apos enformagem

Existem também outras variedades de queijos artesanais em Minas, que apresentam
caracteristicas diferentes de fabricacdo e/ou estdo associados a outras conformacbes sécio-
historicas e referéncias culturais, denominados Queijos Artesanais de Minas (QAM), a exemplo
do queijo artesanal tipo Parmesdo, produzido em Alagoa, e queijo artesanal Cabacinha,
produzido no Vale do Jequitinhonha (FEDERACAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO
ESTADO DE MINAS GERAIS - FAEMG, 2022). Atualmente, sdo quinze regides mineiras
oficialmente reconhecidas como produtoras de queijos artesanais, sendo: Araxa, Campos das
Vertentes, Cerrado, Serra da Canastra, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro, Serras da
Ibitipoca, Diamantina e Entre Serras de Piedade ao Caraca, para Queijo Minas Artesanal
produtoras de QMA (FIGURA 2) (EMATER, 2023); e regido da Serra Geral, regido do Vale
do Jequitinhonha, regido do Vale do Suacui, regido da Mantiqueira e Alagoa, para Queijo
Artesanal de Minas de QAM (COSTA et al., 2022; FAEMG, 2022).
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Figura 2 - Mapa das regides produtora de QMA e QAM.
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Fonte: Emater (2023).

A Emater-MG concluiu um levantamento que identificou o perfil das agroinddstrias
familiares de Minas Gerais e a importancia dessa atividade no meio rural; o destaque esta na
cadeia do leite. Das 11.158 unidades produtoras de leite, a maior parte (7.063 estabelecimentos)
dedica-se a producao de queijos artesanais. Os dados apresentados demonstram o potencial que
as agroindustrias familiares tém para gerar renda e ocupagdo nos municipios mineiros, além de

ser uma atividade que valoriza e preserva a cultura e a tradicdo das regides (EMATER, 2022).

2.2 A microrregido do Serro

A microrregido do Serro se localiza no Vale do Jequitinhonha, em uma regido
montanhosa na vertente oriental da Serra do Espinhaco e da Estrada Real, no estado de Minas
Gerais, caracterizada por 11 municipios produtores reconhecidos pela Portaria n°® 546, de 29 de
outubro de 2002, do IMA. O municipio do Serro é a localidade onde h& maior concentragéo de
produtores e considerado pelos serranos, por seu processo histdorico, como a “mae” do territorio
que produz o Queijo do Serro. Os demais municipios sdo: Alvorada de Minas, Conceic¢do do
Mato Dentro, Dom Joaquim, Paulistas, Materlandia, Rio Vermelho, Sabindpolis, Santo Ant6nio
do Itambé, Coluna e Serra Azul de Minas (FIGURA 3) (EMATER, 2002; IMA, 2002).
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Figura 3 - Mapa da microrregido do Serro.
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Fonte: Emater (2016).

O gado é predominantemente mestico em decorréncia do cruzamento entre as racas
europeias e azebuadas, visando a produtividade leiteira. O rebanho total dos municipios que
compdem a regido é de 225.044 animais, sendo 51.679 vacas, totalizando 137.813.457 litros de
leite produzidos ao ano (COSTA et al., 2022; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA - IBGE, 2020).

A classificacdo do clima é de temperado/amido, com temperatura média anual de 20,5°
C, minima de 17,3° C e méaxima de 23,2° C. Apresenta periodo seco no inverno e imido no
verdo, com indice pluviométrico médio anual de 1.471 mm, sendo agosto 0 més mais seco, com
8 mm de chuvas, e dezembro 0 més em que ocorre a maior precipitacdo, alcancando 337 mm
(CLIMATE-DATA.ORG, 2022).

Esses fatores, associados ao tipo de solo, altitude, pastagem e agua, sdo algumas das
razdes pelas quais 0 Queijo do Serro possui atributos Unicos e endémicos (LEMPK, 2018). A
particularidade e o sabor desse produto tipico da regido levaram ao reconhecimento pelo
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) com certificacdo de Indicagdo Geogréfica
(IG), conquistando o titulo de produtor exclusivo desse tipo de queijo (MEDEIROS, 2015). A
IG é uma ferramenta importante de protecdo da origem. Seu registro destaca o produto na
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comercializacdo, agrega valor e o diferencia no mercado consumidor, além de controlar a
producdo, garantindo a rastreabilidade em decorréncia de suas caracteristicas geograficas,
socioculturais e historicas (INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL -
INPI, 2011).

O QMA do Serro, fabricado ao redor da Serra do Espinhago, conforme a Portaria n°
2.051, de 07 de abril de 2021, deve ser maturado por 17 dias (INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUARIA - IMA, 2021), resultando em produto de consisténcia firme, sabor suave e
levemente acido. Apresenta casca fina e uma cor branco-amarelada com brilho natural. Possui
formato cilindrico, com didmetro de 13 a 15 cm, altura de 4 a 6 cm e peso de 700 a 1.000 g
(EMATER, 2002). Uma peculiaridade que diferencia o processo de fabricacdo na microrregido
do Serro é a prensagem da coalhada com as maos, ocasionando maior concentracao de lactose
na massa, que € substrato das bactérias lacticas e acidificam o meio, resultando em sabor e
textura caracteristicos (DORES, 2007, 2013).

2.3 Legislacdo do QMA

A fabricacdo de Queijo Minas Artesanal possui amparo na Lei Estadual n® 14.185, de
31 de janeiro de 2002, que veio dispor sobre o processo de producdo e outras providéncias
(MINAS GERAIS, 2002). Em 2011, uma nova Lei, a n® 19.492, de 13 de janeiro, modificou
alguns aspectos da Lei de 2002, e dentre as modificacBes ocorridas estdo as normas no processo
de fabricacdo, a rotulagem com demarcacdo da regido conforme regulamento e a alteracdo das
normas cadastrais (MINAS GERAIS, 2011).

Em 2012, a Lei Estadual n° 20.549 firma novas exigéncias sobre condicéo higiénico-
sanitaria na cadeia produtiva, além de criar regras para a expansao e comercializacdo (MINAS
GERAIS, 2012b). Posteriormente, a Lei Estadual n°® 23.157, de 18 de dezembro de 2018, vem
definir o papel do Estado por meio do IMA, Epamig e Emater-MG na producdo e
comercializacdo do QMA, e atualiza aspectos, como: controle de qualidade, higiene,
instalacOes, fabricagdo, armazenagem, acondicionamento, embalagem e transporte (MINAS
GERAIS, 2018).

O Ministéerio da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa), através da Portaria n°
146/1996, determinava que a comercializacdo do queijo artesanal com prazo inferior a 60 dias
de maturacéo era proibida (BRASIL, 1996), entretanto, a partir da Instru¢do Normativa n° 57
de 2011, do préprio MAPA, passou a ser permitida desde que fossem cumpridas condigdes,

como potabilidade da dgua, saudabilidade do rebanho e contagens microbiologicas dentro dos
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limites permitidos e, ainda, quando estudos técnicos cientificos comprovassem que a reducdo
no periodo de maturacdo ndo comprometesse a qualidade e inocuidade do queijo (BRASIL,
2011). Mais a frente, a Instrucdo Normativa n° 30 de 2013 revoga a anterior estabelecendo que
a definicdo de novo periodo de maturacéo dos queijos artesanais sera realizada ap6s a avaliacdo
dos estudos pelo érgdo estadual e/ou municipal de inspecao industrial e sanitaria reconhecidos
pelo Sistema Brasileiro de Inspecdo de Produtos de Origem Animal - SISBI/POA (BRASIL,
2013).

Os dipositivos enumerados no Decreto n° 44.864, de 01/08/2008, determinam 0s
padrbes fisico-quimicos (TABELA 1) e microbioldgicos (TABELA 2) do QMA apds ter

passado por periodo de maturagao necessario .

Tabela 1- Parametros fisico-quimicos da legislacdo estadual para QMA.

Parémetros fisico-quimicos Parémetros aceitaveis
Umidade expressa em base Umida Até 45,9%

Amido Negativo

Fosfatase Positiva

Fonte: Minas Gerais (2008b).

Os parametros fisico-quimicos do QMA, de acordo com as caracteristicas do queijo de
cada microrregido, serdo definidos em legislacdes especificas baixadas pelo IMA (MINAS
GERAIS, 2008c).

Tabela 2 - Parametros microbioldgicos da legislacdo estadual para QMA.

Parametros microbiolédgicos Contagem microbioldgica aceitavel
Coliformes/g 30 °C (Totais) n=5 ¢=2; m=1.000; M=5.000
Coliformes/g 45 °C (Termotolerantes) n=5; c=2; m=100; M=500
Staphylococcus coagulase + n=5; c=2; m=100; M=1.000
Listeria sp. n=5; ¢c=0; m=0
Salmonella sp. n=5; ¢=0; m=0

Legenda: n = é o nimero de unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente; ¢ = é o nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre 0s
limites m e M; m = é o limite que separa o lote aceitavel do produto ou lote com qualidade intermediaria
aceitavel; M = é o limite que separa o produto aceitavel do inaceitavel.

Fonte: Minas Gerais (2008d).
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Atualmente, o IMA define o tempo de maturacdo para Diamantina, Entre Serras da
Piedade ao Caraca, Campo das Vertentes, Cerrado, Serras da Ibitipoca e Triangulo Mineiro de
22 dias; para Serro de 17 dias; e para Araxa, Canastra e Serra do Salitre de 14 dias (IMA, 2021).

Em 2022, a Secretaria de Estado de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (SEAPA)
publicou a primeira legislacdo do QMA relacionada a fungos. A Resolugdo n°® 42, de 27 de
dezembro de 2022, reconhece o Queijo Minas Artesanal na variedade de Casca Florida
produzido nos municipios do estado de Minas Gerais, deixando exposto no Art. 1°: Considera-
se “casca florida” a casca do Queijo Minas Artesanal que contenha a presenca ou dominancia
visualmente constatada de fungos filamentosos; e esclarece no Art. 2° que o Queijo Minas
Artesanal de Casca Florida (QMACF) sera inicialmente reconhecido como aquele em que
predominar a presenca da espécie fungica Galactomyces geotricum (sinébnimos Geotricum
candidum e Geotrichum silvicola) como dominante. Esclarece ainda no Art. 3° que outras
espécies de fungos poderdo ser reconhecidas como QMACF desde que pesquisas cientificas
realizadas por 6rgdos especializados no tema e de ilibada reputacdo atestem sua seguranca
alimentar (MINAS GERAIS, 2022).

Embora ndo haja nas legislacdes especificas do QMA mencdo no que se refere a
micotoxinas produzidas por fungos, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), na
Resolucdo n° 7, de 18 de fevereiro de 2011, dispBe sobre limites maximos tolerados (LMT)
para micotoxinas em alimentos, definidos conforme resultados obtidos por metodologias que
atendam aos critérios de desempenho estabelecidos pelo Codex Alimentarius, e permite 2,5
(ug/kg) de aflatoxina M1 em queijos (BRASIL, 2011).

2.4 Diversidade microbiol6gica em queijos artesanais

A comunidade microbiana ¢ um elemento significativo na fabricacdo de queijos
artesanais em que se utilizam leite cru e culturas naturais, como o soro-fermento; a presenca de
uma microbiota endogena especifica de cada regido produtora confere a esses queijos atributos
sensoriais Uunicos (KAMIMURA et al., 2019), porém, a falta de padronizacdo e préaticas de
fabricacdo deficientes sdo fatores que podem determinar impactos negativos na qualidade e
inocuidade desses produtos (ARAUJO et al., 2020).

Devido aos atuais métodos para a identificacdo de microrganismos, mais rapidos e
eficazes, diversos alimentos vém sendo caracterizados quanto a sua microbiota, especialmente
0S queijos. Mesmo que a fabricacdo regional do Queijo Minas Artesanal envolva etapas de

producéo similares, as regides apresentam relevo, solo e clima caracteristicos, e essas variagoes
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aliadas as estacdes seca ou chuvosa influenciam nas alteragcGes da microbiota do produto ao
longo de todo processo; entender e definir essa assinatura microbiolégica em queijos pode
contribuir para estabelecer os critérios de indicacfes geogréaficas, a exemplo das Denominacdes
de Origem Protegidas (D.O.P.) na Europa (FIGUEIREDO et al., 2015; LUIZ et al., 2017;
PERIN et al., 2017; SANT'ANNA et al., 2019).

A presenca de determinadas espécies em maior ou menor nUmero comprova que a
microbiota do queijo € selecionada e definida por condi¢cbes ambientais e composicao
especificas. Esses microrganismos possuem a capacidade de produzir inlmeros compostos
organicos como resultado do seu metabolismo e, embora a variedade e densidade desses
compostos sejam bem documentadas, os papéis que desempenham nas interacdes entre eles e
no microbioma do queijo ndo sdo totalmente conhecidos (BORELLI et al., 2006; COSETTA et
al., 2020).

2.4.1 Micobiota em queijos

Algumas culturas fangicas sdo de interesse tecnoldgico por serem empregadas no
processo de maturagdo de certos queijos industriais e artesanais, dentre elas as dos fungos
chamados de mofo branco (Penicillium camemberti e Geotrichum candidum), sempre presentes
em queijos Camembert e Brie, e as de fungos azuis (Penicillium roqueforti), em queijos
Gorgonzola, Roquefort e Stilton (DIAS et al., 2012; GKATZIONIS et al., 2014; SOBRAL et
al., 2017).

Conforme Furtado (2013), o Geotrichum candidum €, sobretudo, imprescindivel na
elaboracdo de queijos em que se deseja caracteristicas equivalentes as dos originais franceses,
devido a producdo de compostos volateis aromaticos, que crescem durante a fase de
desacidificacdo, quando leveduras como Debaryomices hansenii e Kluyveromyces lactis
surgem inicialmente, seguidas por Geotrichum candidum e Penicillium camemberti.

Fungos e leveduras estdo naturalmente presentes no leite, queijos e salas de maturagéo,
sendo as espécies Debaryomyces hansenii, Kodamaea ohmerie, Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbruekii, Candida spp., Yarrowia lipolytica e Pichia spp.
frequentemente encontradas; a ocorréncia no fermento endégeno, na massa coagulada e no
queijo reflete uma boa adaptacdo ao substrato rico em proteinas, lipidios e acglcar em
consequéncia das atividades lipolitica e proteolitica, além da habilidade em fermentar lactose e

utilizar &cidos orgénicos, o que contribui positivamente aos processos de maturacdo e
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fermentacdo (BORELLI et al., 2006; FURTADO, 2022; LIMA et al., 2009; YILDIZ et al.,
2021; ZACARCHENCO et al., 2011).

Ja as espécies de fungos Penicillium e Geotrichum candidum sao os tipos dominantes.
Aspergillus, Fusarium, Mucor, Scopulariopsis, Cladosporium e Verticillium sdo outros géneros
que podem surgir em diferentes queijos (COSETTA et al., 2020; JAHN; GARCIA; COPETTI,
2017; LAVOIE et al., 2012; SOBRAL et al., 2017; ZACARCHENCO et al., 2011).

A presenca de fungos filamentosos é desejavel ou mesmo necessaria na formacéo de
sabor, aroma e textura dos queijos especiais. Ainda que ndo sejam considerados patdgenos de
origem alimentar, sob determinadas condi¢Oes alguns géneros representam risco de
deterioracdo e producgéo de micotoxinas (BENKERROUM, 2016; JAHN; GARCIA; COPETTI,
2017).

As micotoxinas sdo compostos de baixo peso molecular produzidas como metabolitos
secundarios por fungos filamentosos de diferentes espécies (BENNETT; KLICH, 2003). Em
produtos l&cteos, a preocupagdo deve-se a aflatoxina Bi, produzida principalmente por
Aspergillus flavus e A. parasiticus, geralmente presente em cereais e ra¢des animais e que, apos
ser ingerida pelo animal, passa por biotransformacdo a nivel hepatico em aflatoxina My,
podendo contaminar o leite. No entanto, os cuidados com a alimentagéo do rebanho, a obtencéo
de matéria-prima de qualidade e o controle de alguns parametros da matura¢do, como umidade
e temperatura, sdo medidas eficazes que podem prevenir a produgdo das micotoxinas, sendo
fatores decisivos da qualidade e seguranca (GEISEN; TOUHAMI; SCHMIDT-HEYDT, 2017;
SNYDER; WOROBO, 2018; TROMBETE; FRAGA; SALDANHA 2013).

2.4.2 Bactérias

O leite constitui excelente fonte de nutrientes aos microrganismos (MOS), as
denominadas bactérias acido-laticas (BAL) utilizam seu aglUcar como substrato, obtendo
carbono para geracdo de energia (FURTADO, 2013, 2022). Essas bactérias representam um
grupo de importancia na fabricacdo de queijos, sendo classificadas em: bactérias iniciadoras
(SLAB), que fermentam a lactose com elevada producédo de acido latico, como Lactococcus
lactis, Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus; e culturas ndo iniciadoras (NSLAB), que sdo um grupo heterogéneo que,
juntamente com as leveduras, participam do processo secundario, que é a formagéo de aroma e
textura na maturacdo, constituido por espécies do género Lactobacillus, Leuconostoc spp.,
Enterococcus e Pediococcus (GOBBETI et al., 2002; IRLINGER et al., 2017; MARGALHO
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et al., 2020; SANT'ANNA et. al., 2019).

Uma vez que o QMA ¢ fabricado com leite que ndo passa por tratamento térmico, a
presenca de patdgenos, como coliformes, Staphylococcus aureus, Listeria ssp., Brucella ssp.,
Salmonella ssp. e outros, pode ocorrer, mas surtos de intoxicacdo alimentar relacionados ao
consumo de queijos artesanais ndo tém maior prevaléncia. No Brasil, a fabricagcdo desses
queijos deve obedecer a inimeras regulamentacdes federais e estaduais de Boas Préticas de
Fabricacdo (BPF) (ANTONIO; BORELLI, 2020; CAMPOS et al., 2021; KAMIMURA et al.,
2019); além disso, a importancia do leite cru e dos iniciadores endogenos naturais (pingo) esta
ndo sO na autenticidade dos queijos artesanais, mas também na agdo protetiva que essas
bactérias autdctones exercem ao inibirem crescimento de diversos patdgenos, melhorando a
qualidade microbioldgica do produto (ANTONIO; BORELLI, 2020; GONZALES-BARRON
etal., 2020; LUIZ et al., 2017; SOBRAL et al., 2019).

2.5 Maturacéao

Os Queijos Minas Artesanais, segundo a legislacdo, devem ser maturados visando a
manutencao da qualidade microbioldgica e fisico-quimica do produto (COSTA JUNIOR et al.,
2014). Durante o processo, ocorre a formacdo de metabdlitos, como &cidos orgéanicos,
bacteriocinas e diacetil, e estas moléculas podem atuar como controle biol6gico, uma vez que
tornam o meio inapropriado ao desenvolvimento e sobrevivéncia de patdgenos (BRANDIELLI
etal.; 2019; COELHO et al., 2014; NESPOLO; BRANDELLI, 2010).

A maturacdo é a etapa na qual ocorrem transformacdes fisicas, fisico-quimicas e
microbioldgicas, resultando na composicdo das caracteristicas organolépticas, como aroma,
sabor e textura tipicos de cada variedade, as quais sdo fundamentais para a singularidade,
qualidade e aceitacdo dos queijos pelos consumidores (MARTINS et al., 2015; POVEDA;
CABEZAS, 2006; SHIOTA et al., 2015). Essa fase deve acontecer em condicbes favoraveis
para que proteinas, lipideos e carboidrato sejam degradados por enzimas e modificados
bioquimicamente a compostos primarios e secundarios, ocasionando substancias aromaticas
(FIGURA 4) (DUGAT-BONY, 2015; FOX et al., 2004; ZHENG et al., 2021).

As substancias aromaticas dos alimentos séo principalmente volateis e ndo volateis.
Volateis incluem alcoois, acidos, ésteres, aldeidos e cetonas. O perfil volatil € muito importante
para a qualidade sensorial do queijo, dada a especificidade de cada variedade, ja que cada tipo
de queijo é resultado do equilibrio entre os diversos compostos que surgem durante o processo

de fabricagédo. De outro lado, as substancias aromaticas ndo volateis incluem principalmente
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acidos orgéanicos, aminoacidos, aglUcares redutores, nucleotideos, polipeptideos e outras
pequenas moléculas; todos estes compostos sdo a fonte de aroma e sabor dos alimentos
(BEZERRA et al., 2016; DELGADO et al., 2010).

Como o queijo é um produto lacteo fermentado, uma caracteristica importante de sua
fabricacdo é o metabolismo da lactose realizado por bactérias lacticas (SLAB), conhecidas
como starters (FIGURA 4). A lactose é hidrolisada produzindo o lactato que reduz o pH, o
carboidrato que permanece ndo fermentado pela cultura iniciadora é entdo metabolizado por
bactérias do acido lactico ndo iniciadoras (NSLAB) e leveduras, oferecendo condi¢fes para a
microbiota secundéria com o surgimento das bactérias propidnicas, assim como de outras
espécies de leveduras, que vdo entdo assimilar lactato, diminuir a acidez e auxiliar no
amadurecimento do queijo (FOX et al., 2004; MCSWEENEY, 2004).

Figura 4 - Degradacéo de carboidrato nos queijos.
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Fonte: Zheng et al. (2021).

A lipdlise representa uma importante fase de transformacdo na composi¢cdo do queijo;
as reacOes acontecem na presenca de microrganismos produtores de enzimas especificas
(lipases), correspondentes a hidrolise de gorduras, que por sua a¢do formam os acidos graxos
de baixo peso molecular (FIGURA 5). Os principais acidos formados sdo o butirico, caproico,
caprilico, caprico e laurico, os quais podem ser percursores de compostos aromaticos, como as

cetonas, 0s alcoois, 0s esteres e as lactonas. A formacéo de aroma tipico dos queijos maturados
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é promovida por esses produtos liberados na lipdlise (PERRY, 2004; POVEDA; CABEZAS,

2006; SMIT; SMIT; ENGELS, 2005).

Figura 5 - Degradacéo de lipideos nos queijos.

Ii ~or 5-hydroxy fatty aiig Fatty acids’——-Ehort chain faﬂ‘ acidsl

on i

¢

O e A —_— I
i .
1 Octuneic acid Decaneic acid

Transesterification

Alkane-2-ols

o

|
ML =—TH,
H

Fonte: Zheng et al. (2021).

A protedlise é o principal evento responsavel pela formagao da textura e consisténcia, e

ainda por preconizar reacGes biogquimicas nos aminodcidos que ddo origem ao sabor
propriamente dito do queijo; é uma etapa complexa e significativa para a peculiaridade do

produto. Nesse periodo, ocorrem mudancas que se processam tanto na casca como no interior

da massa, e a degradacdo de proteinas sob acdo de enzimas, como as transaminases,

desaminases e carboxilases, resulta em aminoéacidos que ndo estdo diretamente associados ao

aroma dos queijos (FIGURA 6); por meio da metabolizacdo desses compostos pela microbiota

secundaria originam-se outros que contribuem para o aroma e que determinardo os atributos

sensoriais (FURTADO, 2013; McSWEENEY, 2004; PERRY, 2004).
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Figura 6 - Degradacéo de proteinas nos queijos.
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No decorrer da maturagdo pode ser identificado um aumento no teor de gorduras,
reducdo do pH, modificaces no teor da massa seca, um aumento da acidez titulavel e
decréscimo no contetido de lactose devido & fermentacdo (GALAN et al., 2012; LAVASANI
etal., 2011).

A obtencédo e composicdo do leite, o processo de elaboragdo, o fermento (pingo), as
condicdes ambientais de maturacdo, tais como umidade relativa do ar e temperatura, ou ainda
fatores intrinsecos do queijo, como pH, teor de sal e microrganismos enddgenos presentes,
interferem de maneira significativa nas caracteristicas sensoriais e qualidade do produto
(KRAGGERUD; NAES; ABRANHANSEM, 2014; MORENO, 2013; PAIVA, 2012).
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RESUMO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) esta associado a cultura alimentar e as conformacoes
socio-histdricas da regido em que é produzido. Considerado patriménio imaterial de Minas
Gerais e do Brasil, possui certificagdo de Indicacdo Geografica (IG) nas microrregides do Serro
e Serra da Canastra, duas importantes ferramentas coletivas de reconhecimento que atestam sua
relevancia do ponto de vista social e econdmico. Por ser elaborado com leite cru e com a
utilizacdo do fermento enddgeno natural (pingo), podem ocorrer variagdes da comunidade
microbiana, composicdo fisico-quimica e atributos sensoriais, fatores que irdo configurar a
autenticidade desses queijos. Recentemente, por meio da Resolugdo n° 42/2022 (SEAPA),
houve a formalizacdo do Queijo Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF), reconhecido
como uma variedade de QMA que contém a presenca ou dominéncia visualmente constatada
de fungos filamentosos. Assim, o presente estudo objetivou isolar e identificar a micobiota do
Queijo Minas Artesanal de Casca Florida produzido na regido do Serro/MG e avaliar suas
propriedades fisico-quimicas. As amostras foram coletadas com 25 dias de maturacédo, de 4
propriedades, localizadas em diferentes municipios da microrregido do Serro. A identificacdo
da micobiota ocorreu por andlise em equipamento MALDI-TOF MS e caracterizagdo
morfoldgica, e as andlises fisico-quimicas conforme métodos AOAC. Quanto aos parametros
fisico-quimicos, todos variaram estatisticamente entre as amostras, 0 que ocorre naturalmente
pela producdo artesanal, miscigenacdo de raca e alimentacdo dos animais, configurando a
tipicidade dos queijos. A micobiota identificada no estudo é composta por Geotrichum
candidum, Candida catenulata, Candida palmioleophila, Candida intermedia, Debaryomyces
hansenii, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Pichia manshurica, Pichia kudriavzevii,
Trichosporon japonicum, Torulaspora delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Cladosporium sp.,
Fusarium oxysporium, F. solanii, Penicillium waksmanii Zalessky e P. corylophilum, diferentes
espécies capazes de produzir uma variedade de metabolitos que influenciam de maneira positiva
no sabor, aroma e textura, sendo essenciais para a qualidade e autenticidade de cada produto.

Palavras-chave: Fungos. Maldi-Tof. Queijo Minas Artesanal.
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ABSTRACT

The Minas Artisanal Cheese (QMA) is associated with the food culture and the socio-
historical structures of the region where it is produced. It is considered an intangible heritage
of the state of Minas Gerais and Brazil and has Geographical Indication (G1) certification, two
important recognition tools that attest to its collective relevance from a social and economic
point of view. For being a product made with raw material without a heat treatment, with the
use of natural endogenous yeast (pingo), variations in the microbial community, physical-
chemical composition and sensory attributes may occur, these being factors that will configure
the authenticity of these cheese products. Recently, through Resolution N° 42/2022 (SEAPA),
the Minas Artisanal Cheese from Casca Florida (QMACF) was formalized, recognized as a
variety of QMA that contains the presence and dominance visually verified of filamentous
fungi. Thus, the present study aimed to isolate and identify the mycobiota of Minas Artisanal
Cheese from Casca Florida produced in the Serro/MG region and to evaluate its
physicochemical properties. Samples were collected after 25 days of maturation, from 4
properties, located in different counties of the Serro microregion. The identification of the
mycobiota was through analysis in MALDI-TOF MS equipment and morphological
characterization, and the physical-chemical analyzes according to AOAC methods. As for the
physical-chemical parameters, all of them varied statistically between the samples, which
naturally occurs due to artisanal production, racial miscegenation and animal feeding, building
the typicality of the cheeses. The mycobiota identified in the study is composed of Geotrichum
candidum, Candida catenulata, Candida palmioleophila, Candida intermedia, Debaryomyces
hansenii, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces lactis, Pichia manshurica, Pichia kudriavzevii,
Trichosporon japonicum, Torulaspora delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Cladosporium sp.,
Fusarium oxysporium, F. solanii, Penicillium waksmanii Zalessky e P. corylophilum. Varied
species capable of producing a diversity of metabolites that positively influence the taste, aroma
and texture, being essential for the quality and authenticity of each product.

Keywords: Fungi. Maldi-Tof. Minas Artisanal Cheese.
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1 INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) representa um produto de relevancia social e
econdmica para o estado de Minas Gerais, esta associado a cultura alimentar e as conformacdes
socio-histdricas da regido em que é produzido. Com producdo anual estimada em 21,8 mil
toneladas, a atividade econdémica envolve milhares de familias, que vdo desde agroindustrias
queijeiras a pessoas vinculadas a distribuicdo e a comercializacdo. Considerado patrimonio
imaterial do Brasil, 0 Queijo Minas Artesanal possui certificacdo de Indicacdo Geogréfica (1G)
na modalidade Indicacdo de Procedéncia (IP), importante ferramenta coletiva de
reconhecimento e valorizacgdo de produtos tradicionais (BRANDIELLI et al., 2019; EMATER,
2021; INPI, 2011; IPHAN, 2022).

O Serro esta entre as microrregides oficialmente reconhecidas como produtoras,
localizada em territério montanhoso da Serra do Espinhaco. O queijo dessa regido é um produto
cuja qualidade resulta de uma combinagdo dos fatores fisico-naturais, que propiciam o
desenvolvimento de uma microbiota possivel apenas nos microclimas la existentes (EMATER,
2002; IMA, 2002; INPI, 2011).

Os produtores empregam 0s microrganismos presentes naturalmente no leite como
coadjuvante na elaboracdo do queijo. Na fabricacdo, apds enformagem e salga, parte do soro
drenado é coletado e adicionado a producdo subsequente; esse é o fermento enddgeno
conhecido como “pingo”, que contém microrganismos que realizam a fermenta¢do atuando
posteriormente na maturacdo do queijo, sendo fundamentais ao desenvolvimento dos atributos
sensoriais, além de reduzirem os riscos de patdgenos através da inibicdo competitiva e sintese
de determinados metabdlitos. As particularidades do clima, do solo e do relevo atribuem ao
“pingo” uma diversidade microbioldgica que representa o queijo de cada propriedade, de cada
regido produtora, e confere ao queijo caracteristicas Unicas e endémicas (ANTONIO;
BORELLI, 2020; GONZALES-BARRON et al., 2020; KAMIMURA et al., 2019; LUIZ et al.,
2017; MARGALHO, 2020; SOBRAL et al., 2019).

Estudos demonstram que as reagdes enzimaticas realizadas pela microbiota nos queijos
artesanais sao mais complexas do que as que ocorrem em queijos fabricados com leite
pasteurizado adicionados de culturas selecionadas, por isso as diferencgas sensoriais nesses dois
produtos (BALLESTEROS et al., 2006; CABEZAS et al., 2007; PERRY, 2004; PINEDA et
al., 2020). A microbiota principal é composta predominantemente por bactérias acido-lacticas
iniciadoras, enquanto a secundaria é constituida por bactérias ndo iniciadoras e fungos. Em

certos tipos de queijo, os fungos sdo indispensaveis ao processo de maturac¢ao, por degradarem
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componentes laticos e gerarem compostos que influenciam nas propriedades organolépticas
(FURTADO, 2022). Fungos filamentosos, como Penicillium, Geotrichum candidum, Fusarium
e Cladosporium, e leveduras, comjo Debaryomyces hansenii, Kodamaea ohmerie,
Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbruekii, Candida sp.,
Yarrowia lipolytica e Pichia sp., estdo amplamente distribuidos na natureza e sdo normalmente
encontrados nos queijos que se emprega o leite cru na fabricacédo (BORELLI et al., 2006; JAHN
etal., 2017; SOBRAL et al., 2017; YILDIZ et al., 2021; ZACARCHENCO et al., 2011).

Recentemente, uma legislacdo do estado formalizou o reconhecimento da producdo de
Queijo Minas Artesanal de Casca Florida (QMACF), uma variedade de QMA que contém
presenga ou dominancia visualmente constatada de fungos filamentosos, inicialmente da
espécie fungica Geotrichum candidum (MNAS GERAIS, 2022). Um fungo branco, dimérfico,
sempre utilizado como cultura adjunta na elaboracdo dos queijos finos franceses Camembert,
Brie e Tomme, por ser responsavel pelo destaque de aroma e sabor desejaveis, além de seguro
para o consumo (FURTADO, 2013; PERKINS et al., 2020).

Dessa forma, o presente estudo buscou isolar e identificar a micobiota presente no
Queijo Minas Artesanal de Casca Florida, produzido na regido do Serro/MG, maturado por 25

dias, e descrever as propriedades fisico-quimicas do produto com esse periodo de maturacao.
2 MATERIAL E METODOS

As coletas ocorreram em propriedades nos municipios de Concei¢do do Mato Dentro,
Alvorada de Minas, Santo Anténio do Itambé e Serro, localizados na microrregido do Serro,

regido da Serra do Espinhaco, estado de Minas Gerais, Brasil (TABELA 1).

Tabela 1 - Coordenadas geograficas das propriedades.

Propriedades Coordenadas
Letra Latitude Longitude Altitude
A 19°06'58.3"S 43°2821.1"W 836 m
B 18°35'18.2"S 43°28'17.5"W 1075 m
C 18°29'40.2"S 43°17'17.5"W 774 m
D 18°43'16.5"S 43°21'41.3"W 657 m

Fonte: Da autora (2022).
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2.1 Amostragem

Foram coletadas 2 (duas) amostras de 4 (quatro) produtores de Queijo Minas Artesanal
(QMA) no més de maio de 2022 (periodo seco do inverno), queijos esses do mesmo lote,
maturados por 25 dias (FIGURA 1). As amostras foram acondicionadas em embalagens
microperfuradas estéreis ja nas cdmaras de maturacdo e transportadas em caixas com
isolamento térmico para os Laboratérios de Micologia e Micotoxinas e Laboratdrio de Leite e
Produtos Lacteos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos, da Universidade Federal de

Lavras, onde foi conduzido o experimento.

Figura 1 - Amostras de QMA do Serro.

Fonte: Da autora (2022).

2.2 Avaliacao da micobiota do QMA do Serro

O isolamento de fungos filamentosos e leveduras das amostras de QMA ocorreu por
método dependente de cultivo através da técnica de diluicdo seriada. Para a diluicdo, utilizaram-
se 25 g, em triplicata, de partes do queijo (casca e miolo retirados juntos com auxilio de um
trado) obtidas de 4 pontos das laterais (P1, P2, P3 e P4) e 2 pontos centrais, base e superficie,
(P5 e P6) (FIGURA 2); adicionados 225 mL de &gua peptonada em concentracdo de 0,1%; a
solucdo foi acondicionada em saco pléastico estéril e portada ao Stomacker para trituragdo em a
490 golpes/3 minutos. Em seguida, realizada a diluicdo seriada; aliquotas de 0,1 mL das
diluicdes transferidas para a superficie dos meios de cultura e incubadas a 25° C por 5-7 dias.
Os meios de cultura utilizados foram: Agar Dichloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC)

(glicose: 10,0 g; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH2PO4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; solugéo de
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rosa de bengala a 5%: 0,5 mL; dicloran: 1,0 mL; agua destilada: 1000 mL; &gar: 15,0 g;
cloranfenicol: 1 mg) e Dichloran Glicerol Medium Base (DG18) (dicloran: 1,0 mL; peptona
bacterioldgica: 5,0 g; KH2PO4: 1,0 g; MgS04.7H20: 0,5 g; glicerol: 220 g; agar: 15,0 g;

cloranfenicol: 1 mg; 4gua destilada: 1000 mL ).

Figura 2 - Modelo de preparo da amostra para técnica de diluigdo seriada.

Fonte: Da autora (2023), adaptado de Aragéo (2018).

Apobs o periodo de incubacdo, realizou-se a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC), empregando a técnica de raiz quadrada para determinar o total de fungos
filamentosos e leveduras. Os isolados foram transferidos para meio de cultura MA (extrato de
malte) e incubados a 25° C por 7 dias (fungos filamentosos) e 28° C por 48 horas (leveduras);
0 processo de repicagem em meio MA se repetiu até ser alcancada a purificacdo dos isolados.
Ap0s a obtencdo das coldnias puras, os isolados foram identificados e depositados na Colecéo
de Cultura de Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da

Universidade Federal de Lavras (UFLA), para preservacao em criopreservacao a -80° C.

2.3 ldentificagéo de fungos filamentosos

A metodologia de identificacdo foi utilizada a depender do género de fungo filamentoso
encontrado. Para o género Penicillium, o Manual de Pitt (2000), para o género Fusarium, o
Manual de Leslie (2006), e para os demais géneros, 0 Manual de Samson et al. (2010). Os
isolados de Penicillium foram crescidos em meios de cultura Agar Czapek Levedura (CYA)
(K2HPO4: 1 g, extrato de levedura: 5 g, sacarose: 30 g, concentrado de Czapek: 10 mL, solucdo
metalica: 1 mL, agar: 30 g e 4gua destilada: 1000 mL ) a 25° C e 37° C; e Agar Extrato de Malte
e Levedura (MEA) (extrato de malte: 20,0 g, peptona bacteriologica: 1,0 g, glicose: 30,0 g,
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agar: 20,0 g, 4gua destilada: 1000 mL) a 25° C por um periodo de 7 dias para se obterem as
caracteristicas macroscépicas e microscopicas das coldnias dos fungos. Para os demais géneros
foi utilizado o meio de cultura MEA a 25° C por 7 dias para realizacdo da caracterizagdo

morfologica.

2.4 ldentificagéo de leveduras por MALDI-TOF MS

Para o preparo das amostras e identificacdo das espécies no equipamento MALDI-TOF
MS, foi empregado o método de extragdo conforme descrito por Bruker-Daltonics, sendo o
mais adequado a identificacdo de leveduras (NORMAND et al., 2020). Na metodologia,
colbnias puras foram crescidas em placas de Petri contendo meio Yeast Extract Peptone
Glucose Agar (YEPG) (extrato de levedura 10 g; peptona 20 g; glicose 20 g; 4gar 15 g; agua
destilada 1000 mL; pH 3,5 ajustado com &cido citrico) e incubadas a 28° C por 18 horas; com
alca de inoculagdo de 10 pL, uma porgdo das células cultivadas foi transferida para microtubos
estéreis contendo 300 puL de agua grau HPLC, com o objetivo de gerar uma suspensao
homogénea das células transferidas para os tubos; utilizou-se um agitador tipo vortex por 30
segundos; 900 uL de etanol puro foi adicionado e a suspensdao novamente homogeneizada,
centrifugada a 13.000 rpm por 2 minutos para separa¢do e remocao do liquido sobrenadante,
deixando apenas a pastilha (pellet); 50 pL. de acido formico 70% e 50 uL. de acetonitrila foram
incorporados a pastilha, homogeneizados em agitador tipo vortex e centrifugados a 13.000 rpm
por 2 minutos. O liquido sobrenadante corresponde ao extrato das proteinas ribossomais.

Os extratos proteicos de todos os isolados foram enviados ao Laborat6rio de Pesquisa
em Qualidade do Leite — Qualileite — da Universidade de Sdo Paulo (USP/Pirassununga), para
analise do perfil de proteinas ribossomais e possivel identificacdo das espécies de leveduras
através do equipamento MALDI flex target (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

Iniciando as analises, realizou-se a calibracdo do equipamento colocando diretamente
na placa do MALDI flex target 0,7 uL de extrato proteico, em triplicata, da cepa Escherichia
coli K12 anteriormente cultivada em meio Agar Nutriente (extrato de carne 1,0 g; extrato de
levedura 2,0 g; peptona 5,0 g; cloreto de sddio 5,0 g; &gar 15,0 g e dgua destilada 1000 mL),
incubada a 37° C por 18 horas (LIMA, 2017); sequencialmente, na mesma placa 0,7 uL. dos
extratos proteicos das leveduras também em triplicata, todos os extratos (E. coli K12 e
leveduras) foram recobertos com 1 pL da matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)
dissolvido em 50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético (TFA); apds secagem da

matriz, a placa-alvo foi movida para o espectrdmetro de massa (PATEL, 2019) (FIGURA 3).
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Figura 3 - Demonstracdo de etapas das anélises no equipamento MALDI-TOF.

Fonte: Adaptado de Patel (2019).

Depois de inserir a placa no compartimento de ioniza¢do do espectrdmetro, em cada
ponto a ser analisado foi disparado um laser resultando na dessorcéo e ionizacdo das moléculas
da placa-alvo (FIGURA 4). A nuvem de moléculas ionizadas foi acelerada no analisador de
massa de tempo de voo (um tubo de vacuo) em direcdo a um detector, um espectro de massa
foi produzido e comparado em uma biblioteca de espectros pelo software 3.1 do MALDI
Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha), resultando na identificacdo da levedura
(PATEL, 2019).

Figura 4 - Dessorcdo e ionizagdo das moléculas no MALDI-TOF.
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2.5 Andlises fisico-quimicas

O preparo das amostras foi realizado de acordo com os procedimentos da Association
of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006). As amostras foram fracionadas, trituradas,
homogeneizadas e entdo submetidas as andlises fisico-quimicas em trés repeticdes para
determinacdo dos teores de umidade, gordura, cloreto de sodio, acidez, pH, fracGes
nitrogenadas e indice de extensao e profundidade de protedlise.

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Leite e Produtos Lacteos do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, de acordo com os
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).

2.5.1 Acidez

A determinacdo da acidez foi realizada através da analise 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 percentagem
de acido latico em triplicata, utilizando 5 g da amostra homogeneizada com 50 mL de agua
destilada (AOAC, 2006).

2.5.2 Cloretos

A gquantificacao dos cloretos foi realizada através da analise de teor de NaCl. Para tal,
serdo empregados 5 g da amostra diluida em 20 mL de &gua destilada, titulada com solucéo 0,1
mol/L de nitrato de prata (AgNOs3) em presenca do indicador cromato de potassio, método de
Mohr (AOAC, 2006).

2.5.3 pH
O pH dos queijos foi determinado em solucédo obtida pela homogeneizacao de aliquotas

de 10 g de queijo em 20 mL de agua destilada, utilizando-se pHmetro modelo mPA-210 (MS
TECNOPON), acoplado com eletrodo de imersdao (BRASIL, 2006).
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2.5.4 Umidade e extrato seco

Para a determinacéo do teor de umidade, uma aliquota de 5 g de queijos foi dessecada
em estufa (102 °C + 2 °C), procedendo-se a pesagens até peso constante (BRASIL, 2006). O

extrato seco foi obtido através do seguinte calculo: MS=100-U.

2.5.5 Proteina

Os teores percentuais de nitrogénio total, nitrogénio solivel em pH 4,6 (NSpHae) €
nitrogénio soldvel em TCA a 12% (NStcai%) (m/v) foram quantificados pelo método de
Kjeldahl, compreendendo as etapas de digestdo, destilacdo e titulacdo com solucdo padrdo de
acido cloridrico 0,1 mol/L (BRASIL, 2006). O calculo do teor de proteina total do queijo foi
feito utilizando o fator 6,38 para o queijo (PEREIRA et al., 2001).

2.5.6 Indice de extenséo e profundidade de proteolise

O indice de extensdo de maturacdo (IEM) foi calculado de forma indireta, por meio da
razdo entre % de nitrogénio soluvel em pH 4,6 (NSprse) € 0 nitrogénio total (NT),
multiplicando-se o resultado por 100, de acordo com a formula abaixo:

IEM = NSpHaes/ NT x 100.

O indice de profundidade de maturacdo (IPM) também foi determinado de forma
indireta, através da razdo entre a % de nitrogénio sollvel em TCA 12% (NStcai2%) € O
nitrogénio total (NT), multiplicando-se o resultado por 100 (WOLFSCHOON-POMBO; LIMA,
1989), de acordo com a férmula abaixo:

IPM = NStca1206 / NT x100.

3 RESULTADOS
3.1 Micobiota do QMA do Serro

Através do método dependente de cultivo, obteve-se o total de 177 isolados, sendo 48
da amostra A (27,10%), 53 da amostra B (29,95%), 39 da amostra C (22,05%) e 37 da amostra

D (20,90%). A populacdo total e a populacio média de UFC/g do QMA de cada

produtor/propriedade em dois diferentes meios de cultura sdo demonstradas na Tabela 2.



Tabela 2 - Populacdo total e média da micobiota nos meios
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DG18 e DRBC presente nas

amostras de QMA.
Meios Populacado Media Total
Amostras de Total por (UFClg)
Cultura Meio (UFC/qg)

DG18 13,1 x10°

Produtor A DRBC 13,7 x108 13,4 x 108
DG18 14,3 x10°

Produtor B DRBC 17,8 x108 16,05 x 10°
DG18 11,5 x10°

Produtor C DRBC 15,1 x108 13,3 x 10°
DG18 9,1 x10°

Produtor D DRBC 12,2 x10° 10,65 x 10°

Fonte: Da autora (2022).

Apo6s quantificar a populacéo, isolar e purificar, foi realizada a caracterizagdo dos

morfotipos e a identificacdo morfoldgica dos fungos filamentosos; e posteriormente os isolados

seguiram para analise em equipamento MALDI-TOF para possivel identificacdo das espécies

de leveduras quanto ao perfil proteébmico. A micobiota identificada no QMA do Serro por

propriedade esta representada no grafico (FIGURA 5).
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Figura 5 - Ocorréncia da micobiota no QMA do Serro.
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Com relagdo aos fungos, observou-se a espécie Geotrichum candidum em maior
nimero; mesmo que nao tenha ocorrido em todas as amostras, esteve presente naquelas que
contém mais isolados e foi predominante em uma delas, sendo: amostra A presente em 20,83%
dos isolados e amostra B em 56,60%; o género Cladosporium cladosporioides (complexo) foi
0 segundo mais ocorrente e também mais frequente, visto que ocorreu em todas as amostras nas
seguintes porcentagens: amostra A em 4,16%, B em 3,77%, C em 20,51% e D em 16,21%;
depois Fusarium sp., que ocorreu nas amostras A em 29,16%, dos quais 28,91% F. oxysporum
e 6,25% F. solani, e B com 9,43%, sendo 5,66% F. oxysporum e 3,77% F. solani; e o género
Penicillium presente apenas na amostra D em 16,21% dos isolados, sendo 13,51% a espécie P.

waksmanii Zalessky e 2,70% P. corylophilum.
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Em relagdo as leveduras, o género Candida foi mais abundante e presente em todas as
amostras, sendo: Candida catenulata nas amostras A em 14,58%, B em 20,75%, C em 51,28%
e D em 16,21%; Candida palmioleophila nas amostras A em 2% e B em 3,77%; Candida
intermedia na amostra A em 2%; depois a espécie Debaryomyces hansenii presente somente na
amostra D em 27%; Kodamaea ohmeri nas amostras B em 3,77%, C em 5,12% e D em 13,51%;
Kluyveromyces lactis nas amostras C em 12,82% e D em 8,1%; Pichia manshurica e Pichia
kudriavzevii apenas na amostra A em 4,16% e 2%, respectivamente; Trichosporon japonicum
na amostra C em 5,12%; Torulaspora delbrueckii nas amostras A em 2% e D em 2,7%; e a
espécie Yarrowia lipolytica na amostra B em 1,88%. N&o foi possivel identificar 18,75% dos
isolados da amostra A e 5,12% da amostra C.

Quanto ao resultado da identificacdo realizada em MALDI-TOF, somente Geotrichum
candidum € considerado fungo, a espécie possui variacbes morfoldgicas e genéticas ainda
discutidas (PERKINS et al., 2020), sendo todas as outras identificacdes correspondentes a
espécies de leveduras. Ao final das andlises, as ferramentas integradas do pacote computacional
MALDI Biotyper 3.1 construiram um dendrograma com 0 agrupamento das espécies para
ilustrar a semelhanca filogenética dessas espécies (FIGURA 6). Além disso, geraram 0sS
graficos dos espectros de massa das proteinas pertencentes a cada espécie identificada
(FIGURAS 7, 8, e 9).
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Figura 6 - Dendograma das espécies agrupadas por perfil proteico.
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Figura 7 - Espectro de massas das espécies Y. lipolytica, T. japonicum, G. candidum e K. lactis,

gerado pelo MALDI Biotyper 3.1.
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Figura 8 - Espectro de massas das espécies C. catenulata, D. hansenii, T. delbrueckii e K.
ohmeri, gerado pelo MALDI Blotyper 3.1
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Figura 9 - Espectro de massas das espécies C. intermedia, P. kudriavzevii, C. palmioleophila e

P. manshurica, gerado pelo MALDI Biotyper 3.1.
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Fonte: Da autora (2023).

3.2 Analises fisico-quimicas

Os valores obtidos da caracterizacdo fisico-quimica estdo expressos na Tabela 3, sendo
2 amostras de cada propriedade (A, B, C e D) do QMA do Serro.



Tabela 3 - Fisico-quimica das amostras de QMA do Serro (média +, desvio padréo e o teste de

Tukey).
Parametros Amostras (miolo + casca triturados)
A B C D

pH 593+0,1463% 590+0,0467% 520+0,051°¢ 548 +0,059°

%Acidez | 142+0,13° 1,52+ 0,052 1,26+ 0,07 ° 1,24+0,17°
%Gordura | 28,00+0,89¢ 30,00+063° 34,00+ 0,642 32,00+ 0,89°
%GES |49,12+1,85% 5134+115%  48,61+1,02° 52,31 +2,302
%NaCl | 2,12+021° 2,26 +0,052 1,65+0,15°" 2,36 + 0,16 2
%Umidade | 42,96 +1,41% 4156+045%  30,05+0,79® 38,78 +1,50%

%NaClUmi| 470+0,54°  517+0,76" 5,20 +£0,91 % 5,73 +0,48°
%Proteina | 2906 +2,86% 22,98+0,86° 2323+259°  2243+1,24°
IEM 26,09 +0,98% 23,78+0,32° 2485+0,92°  2357+042°
IPM 20,84+1,75% 1886+0,66® 1951+0,92% 1844 +155°

Legenda: A, B, C, D = Amostras das propriedades; IEM = Indice de extensdo de maturagio; IPM =
indice de profundidade de maturagio. Letras diferentes na mesma linha mostram diferenca estatistica
ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05) pelo teste de Tukey.

Fonte: Da autora (2023).

Para todos os parametros analisados, constatou-se diferenca significativa (p < 0,05)
entre as amostras de QMA das propriedades. A propriedade C comportou-se de maneira
diferente nos aspectos %NaCl, %GES e %Umidade em relacdo as demais propriedades,

enquanto a propriedade A comportou-se diferentemente nos parametros de %Proteina e IEM.

4 DISCUSSAO

Autores esclarecem que o tradicional modo de fabricacéo, ndo sé do QMA, mas de todos
0S queijos artesanais, € caracterizado por fatores como elevada manipulagdo na producdo e
matéria-prima utilizada, que resultam em condicGes ideais ao desenvolvimento de diferentes
comunidades microbianas. Além disso, a exposicdo ao ambiente interno das cdmaras de
maturacao pode favorecer a deposicao de esporos fungicos, tornando suas estruturas vegetativas
visiveis nas superficies dos queijos pela formacdo de colbnias (DIAS et al., 2019; SARAIVA
etal., 2012).

Analisando as amostras de QMA das quatro propriedades, nota-se baixo indice de



52

diversidade de fungos filamentosos, tanto entre elas quanto individualmente, sendo possivel
sugerir que o periodo do ano (outono/inverno) que perdura de maio a agosto, com temperaturas
amenas e baixa umidade, influencia nesse cenario.

O género Cladosporium foi o Unico presente em todas as amostras. Um trabalho
realizado em indastria de queijos do tipo tropical demonstrou a predominéncia de
Cladosporium, que foi encontrado no ar, em utensilios, no leite, no coalho, no fermento e no
queijo apos a salmoura e ao final da maturacédo; os géneros Penicillium e Fusarium e a espécie
Geotrichum candidum também foram verificados no ambiente, no coalho e no queijo (JAHN
etal., 2017).

Geotrichum candidum é uma espécie considerada desejavel e sempre utilizada em
gueijos como Camembert, Brie e Tomme; a espécie forma micélio no queijo causando uma
aparéncia aveludada (FURTADO, 2013, 2022); cabendo ressaltar que sua presenca é permitida
na legislacdo de QMA. Furtado (2013) esclarece que o G. candidum desempenha papel
importante na maturagdo de muitos queijos macios e semiduros, por contribuir de forma
positiva ao aroma e sabor. E sensivel ao sal, cerca de 5% (na 4gua do queijo) ja o inibem
completamente, assimilando lactato, degradando galactose, mas ndo lactose. Sendo lipolitico,
produz metilcetonas, pentanona (sabor “frutado”), heptanona ¢ nonanona (sabor “herbaceo”)
(BOUTROU; GUEGUEN, 2005), além de degradar caseina e peptideos, incluindo os de sabor
amargo, sintetizando aménia, produzindo desaminases que transformam os aminoacidos valina,
leucina e fenilalanina nos alcoois secundarios metil-2-propanol, metil-3-butanol e fenil-
metanol, respectivamente (BERTUZZI et al.,, 2018; FROHLICH-WYDER et al., 2019;
FURTADO, 2013). Boutrou e Guéguen (2005) atribuiram ao G. candidum as seguintes
caracteristicas sensoriais dos queijos: aspecto branco, aveludado e levemente Umido, sabor e
aroma “levedado”, “fermentado” e “frutado”.

Souza et al. (2021) identificaram nos queijos artesanais do Serro e nas camaras de
maturacdo dessas queijarias uma diversidade de fungos, dentre eles as espécies Fusarium
oxysporum, Fusarium solani e Geotrichum candidum; e os géneros Cladosporium sp. e
Penicillium sp. Conforme Arruda e Beretta (2019), Penicillium, Fusarium e Aspergillus séo
géneros de interesse em relacdo as micotoxinas, mas Penicillium waksmanii Zalessky e
Penicillium corylophilum ndo sdo relatadas como espécies associadas a essa producao
(PERRONE; SUSCA, 2017).

Também, outras pesquisas que combinam diferentes técnicas de identificacdo vém
constatando a ocorréncia/prevaléncia dos mesmos géneros de fungos do presente estudo como

em queijos artesanais das regides do Serro, Serrano e Canastra (ARAGAO et al., 2022;
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PEREIRA et al., 2019; SANTOS, 2021; SILVA, 2020).

Quanto as leveduras, Candida catenulata foi preponderante nas amostras. Observaram-
se também as espécies Candida palmioleophila e Candida intermedia; efetivamente, esse
género parece estar amplamente distribuido em diversos queijos artesanais brasileiros, como no
queijo da regido de Campo das Vertentes (VALENTE et al., 2022), da Serra do Salitre (LIMA
et al., 2009), Canastra (SANTOS, 2021), Serro (SOUZA et al., 2021), no queijo Colonial
(MURLIKI, 2017), queijo Coalho (ALMEIDA, 2011) e queijo Serrano (WANDERLEY et al.,
2013). Garnier et al. (2017) salientam que uma larga heterogeneidade de Candida sp. é
encontrada nos queijos do mundo todo, e ainda que seja considerado contaminante é importante
para a maturacdo, além disso, infecgBes fungicas invasivas em humanos relacionadas a
alimentos € extremamente incomum e raras na literatura (BENEDICT; CHILLER; MODY,
2016). Em queijos Gouda e Danablu com prevaléncia de Candida catenulata e Candida
palmioleophila (anteriormente descrita como C. famata) (JENSEN; ARENDRUP, 2011),
isoladas do ambiente, utensilios, do leite cru e soro, ficou evidenciado o potencial fermentativo
da espécie com padrbes de assimilacdo da glicose, lactato, galactose e citrato. Segundo os
autores, leveduras fermentadoras influenciam no aroma do queijo pela formacéo de alcool e
limitam a acidificacdo devido ao aproveitamento do &cido latico, atuando na textura desses
queijos (TEMPEL; JAKOBSEN, 1998; WELTHAGEN; VILJOEN, 1998). Gardini et al.
(2006) descreveram padrdo de comportamento semelhante para Candida intermedia no queijo
Pecorino; outra caracteristica da C. intermedia é sua atividade antimicrobiana satisfatoria para
o0s patdgenos Escherichia coli e Staphylococcus aureus (YOUNIS et al., 2017).

Andrade et al. (2017) reforcam que as leveduras séo abundantes nos QMA por estarem
associadas ao soro-fermento, leite, salmoura e ambiente, havendo relatado principalmente
Kodamaea ohmeri, Debaryomyces hansenii, Torulaposra delbrueckii e Kluyveromyces lactis
como as espécies mais frequentes. Miranda (2020) verificou nos Queijos Minas Artesanal do
Serro as espécies Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis, Trichosporon japonicum e
Kodamaea ohmeri. Em estudo semelhante com queijos da mesma regido, Cardoso et al. (2015)
descreveram achados similares, além de Pichia sp. Espécies equivalentes as relatadas também
aparecem em estudos com queijos de diversos paises, elencando os de Portugal, EUA, Holanda,
Franca, Italia, Dinamarca, Suica, Alemanha, Turquia e Espanha (BANJARA et al., 2015;
FROHLICH-WYDER et al., 2019), corroborando o que foi identificado nesta pesquisa.

Em diferentes tipos de queijos, macios e semimacios, duros e semiduros maturados,
leveduras sdo consideradas influéncias positivas para os aspectos das qualidades sensoriais. D.

hansenii, K.ohmeri, T. delbrueckii e K. lactis sdo &cidos e halotolerantes, possuem elevada
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capacidade de degradar lactose, propriedade fundamental para a producéo de qualquer queijo.
Essas espécies produzem etanol e acidos carboxilicos como produtos da fermentagao da lactose
e, a partir destes, sintetizam acetato e decanoato de etila, ésteres relacionados a descritores
sensoriais como “frutado e floral”’; devido a sua volatilidade, esses compostos podem reduzir a
percepcdo do odor desagradavel de alguns &cidos graxos livre (ANDRADE et al., 2017,
CARDOSO et al., 2015; FLEET, 2011; FROHLICH-WYDER et al., 2019).

D. hansenii é capaz de utilizar simultaneamente lactose, acidos latico e citrico, e em
menor proporcdo degradar proteinas e lipideos. Isolada do queijo Danbo dinamarqués e
inoculada em agar queijo, produziu principalmente aldeidos 2-metilpropanal, 2-metilbutanal e
3-metilbutanal e &lcoois butanol e propanol, associados a sabores “maltados”, de “chocolate” e
“améndoa”, podendo ser pungentes em altas concentracbes e muito frutados em baixas
(CARDOSO et al., 2015; SORENSEN et al., 2011; ZHENG; SHI; WANG, 2021).

Realizando a fermentacdo do soro de queijo com in6culo misto de T. delbrueckii e K.
lactis isoladas de QMA da Canastra para analise dos compostos volateis aromaticos, Andrade
et al. (2017) constataram entre 0os compostos mais abundantes os alcoois 3-metil-1-butanol
associados ao sabor “adocicado e fresco”, 2-metil-1-butanol ao sabor “alcoolico” e 2-fenil
etanol ao sabor “floral”, além de éster decanoato de etila.

Yarrowia lipolytica esta presente em alguns tipos de alimentos com alto teor de gordura
e proteina, em virtude de suas fortes atividades lipoliticas e proteoliticas (NICAUD, 2012).
Sorensen et al. (2011), inoculando a espécie em agar preparado com queijo Danbo,
confirmaram diversos matabdlitos associados a Y. lipolytica, dentre os principais estdo os
sulfetos dimetildissulfeto (DMDS) e dimetiltrissulfeto (DMTS), furanos pentilfurano e
hexilfurano, cetonas de cadeia curta propanona e butanona, ainda os alcanos pentano, heptano
e octano, os benzenos metilbenzeno, etilbenzeno e estireno, além do terpeno limoneno,
moléculas que podem produzir aromas e sabores de “alho”, “acetona”, “madeira”, “caramelo”
e “casca de laranja” (ZHENG et al., 2021).

A espécie Pichia manshurica, que pode ser encontrada como Pichia membranifaciens
(KURTZMAN et al., 2011), ocorre com frequéncia em queijos Feta da Grécia (RANTSIOU et
al., 2008) e queijos tradicionais da Turquia (YILDIZ et al., 2021) e, embora sua influéncia
nesses queijos ndo tenha sido elucidada, sua aplicacdo como agente de biocontrole na producéo
de alimentos e bebidas, e contra fitopatdgenos em videiras, vem sendo pesquisada (BELDA et
al., 2017; SANTOS; MARQUINA, 2004). Ja a Pichia kudriavzevii, dominante no queijo
oriental Kazak, exibiu eficiente atividade proteolitica, mesmo em ambiente acido com altas

concentracdes de sal e lactato, gerando especialmente etanol, 3-metilbutanol, acetato de etila e
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acido acético, que no queijo podem promover forte sabor de “aguardente”, “herbaceo”,
“pimenta” e “cebola” (ZHENG et al., 2018, 2021).

Outro beneficio associado ndo so6 a P. kudriavzevii, mas também a algumas cepas de K.
lactis, D. hansenii, T. delbrueckii, Candida sp., Y. lipolytica e K. ohmeri obtidas de queijos e
alimentos fermentados, é o potencial probiético, funcional a saide humana (ADEGBOYE et
al., 2014; JEONG et al., 2022; LI et al., 2021; MIRANDA, 2020; ZIVKOVIC et al., 2022).

Miranda (2020) verificou que Trichosporon japonicum isolado do soro de QMA
apresenta boa atividade lipolitica. Mendoza et al. (2014) e Ozturk (2015) confirmaram a mesma
caracteristica para espécie isolada comumente de embutidos carneos fermentados e curados.
Ainda, T. japonicum mostrou produzir um composto glicolipidico ativo na inibi¢do contra
fungos patogénicos (SENTER et al., 2011), porém, os relatos sobre suas vias metabdlicas e
influéncias sensoriais ainda nédo estdo claros na literatura.

Diversos autores esclarecem que as varias capacidades enzimaticas e vias bioquimicas
da micobiota exibidas juntas estdo invariavelmente relacionadas a formacé&o de aroma, sabor e
textura, demonstrando seu relevante papel nos processos de fermentacdo, desacidificacdo e
maturacdo dos queijos. O que esta associado, dentre outros fatores, a riqueza, equitabilidade e
diversidade de espéecies da comunidade microbiana, como as mesmas interagem entre si e com
o ambiente (ANDRADE et al., 2017; BANJARA et al., 2015; BAS et al., 2019; SILVA, 2020).

Por isso, as condicGes do clima, topograficas, manejo e alimentacdo do rebanho leiteiro,
bem como o sistema produtivo, sdo outros elementos que atuam nas caracteristicas de cada
QMA.

Segundo Pereira (2019), a principal causa da variabilidade fisico-quimica em queijos
artesanais se da pela composicao do leite obtido, composicao essa que pode ser influenciada
pela genética e alimentacdo dos animais. A umidade relativa e temperatura ambiente, ou da
camara de maturacdo, também constituem fatores de interferéncia. Moreno (2013) esclarece
que a oscilacdo dentro de indices qualitativos aceitaveis esta relacionada a diferenciacdo na qual
cada produtor de Queijo Minas Artesanal coloca em pratica seu acervo cultural e sua
experiéncia para controlar fatores ambientais e 0s inerentes ao proprio queijo.

A umidade do QMA é um parametro fisico-quimico preconizado por lei através do
Decreto n° 44.864, de 01 de agosto de 2008, e da Portaria n® 2.033, de 23 de janeiro de 2021 do
IMA. Essas legislagbes ndo se referem ao periodo minimo de maturagdo, entretanto,
determinam que a umidade em base Umida para comercializacdo do produto seja de até 45,9%
(MINAS GERAIS, 2008). A Portaria n° 146, de 07 de marco de 1996 do MAPA, que “Aprova

os Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos”, faz a classificacao
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dos queijos de acordo com sua umidade; dessa forma, os queijos do Serro podem ser
classificados como queijos de média umidade (conhecidos como queijo de massa semidura),
com umidade entre 36% e 45,9% (BRASIL, 1996).

Nas amostras, os teores de umidade encontrados variaram de 30,05% a 42,96%, com
diferenga significativa (p < 0,05). Apenas o0 queijo da propriedade C obteve umidade média
abaixo de 36%, sendo classificado como de baixa umidade, e os queijos das propriedades A, B
e D se enquadram na classificacdo de queijos de média umidade. Por se tratar de um processo
artesanal, a umidade e todos os outros parametros tornam-se dificeis de padronizar. No entanto,
a porcentagem de umidade das amostras das 4 propriedades atende a legislacdo (MINAS
GERAIS, 2008).

Costa Janior et al. (2014), em estudo sobre maturacdo de QMA nos periodos seco e
chuvoso, explicam que, no periodo seco, 0s queijos podem ser classificados tanto de baixa como
média umidade, segundo regulamento técnico de identidade e qualidade (RTIQ) de queijos
brasileiros (BRASIL, 2006). Os resultados obtidos neste trabalho sdo semelhantes aos
encontrados em estudos referentes a caracterizacdo fisico-quimica de queijos artesanais do
Serro, em que Oliveira et al. (2018) encontraram nos QMA valor médio de umidade de 41,20%.
Do Vale et al. (2018) observaram que queijos produzidos na regido do Serro maturados em
umidade relativa (UR) de 85% e temperatura de 20 °C foram classificados como queijos de
média umidade ap6s 31 dias de maturacdo, devido a exposicdo de elevada umidade relativa do
ar na camara de maturacao.

Com relacdo a acidez, os percentuais estiveram entre 1,24% e 1,52%, havendo diferenca
significativa (p < 0,05), nimeros semelhantes aos encontrados por Do Vale et al. (2018) no
QMA do Serro maturado sob condigdes controladas, em que se obtiveram valores médios de
1,45%. Ferraz (2016) encontrou niveis de acidez dos queijos artesanais da Serra da Canastra,
variando de 0,53% a 1,01%, inferiores aos obtidos neste estudo.

A acidez é proveniente da producdo do acido latico, produto da degradagdo da lactose
pelas bactérias &cido-lacticas que influenciam diretamente no pH e consequentemente no
crescimento de diversos microrganismos e nas suas atividades enziméticas durante a maturacao
(LAVASANI et al., 2011; MARTINS et al., 2015).

Pesquisadores descrevem que as variagdes encontradas em diferentes estudos se devem
a contagem de microrganismos fermentadores da lactose presentes no leite cru, da disparidade
no processo produtivo, especialmente nas etapas de prensagem e salga, além da quantificacdo
de bactérias laticas presentes no “pingo”, visto que ¢ um indculo natural composto por uma

microbiota nativa e ndo padronizado (DO VALE, 2018; FIGUEIREDO, 2015).
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Como o volume de “pingo” adicionado ao leite pode oscilar entre as propriedades,
diferentes concentracGes de microrganismos fermentadores da glicose estdo presentes na massa
do queijo, causando alteracdes na intensidade e velocidade de fermentacédo, no teor de lactose
transformada em &cido lactico, resultando na acidez desenvolvida. E comum nas regides
produtoras de QMA, dentre elas a do Serro, a utilizagdo de maior quantidade de fermento
end6geno no periodo da seca, compensando os efeitos adversos das temperaturas mais baixas
sobre o processo de fermentacdo (LEMPK 2018; LIMA et al., 2021; MARTINS, 2015).

Os valores de pH encontrados nas amostras das quatro propriedades variaram entre 5,20
e 5,93, notando-se diferenca significativa (p < 0,05). Esses resultados foram superiores aos
encontrados por Figueiredo et al. (2015), que obtiveram pH de 4,69 a 5,31 em QMA produzidos
em 5 propriedades da regido do Serro, e por Chaves et al. (2016), em que o pH estava entre
4,96 e 5,48 no QMA da mesma regido com periodos de maturacao distintos. Souza et al. (2021),
no estudo realizado em trés propriedades produtoras de QMA também do Serro, os valores de
pH estiveram na faixa de 5,77 a 7,07.

Em queijos, o pH pode variar em funcéo de aspectos, como o tipo, a dose e a atividade
dos fermentos laticos. Nos queijos fabricados a partir de leite cru e “pingo” € provavel que essa
disparidade esteja relacionada ao fato desses queijos ndo serem fabricados com uso de culturas
“starters” industrializadas, que sdo mais ativas (FERNANDES, 2018). Leveduras, que também
fazem parte da microbiota do queijo, possuem a capacidade de aumentar o pH da massa,
consumindo o &cido presente, e estdo, portanto, vinculadas aos niveis de pH (LEMPK, 2018).

Cabrini (2017) relacionou o aumento do pH no QMA da regido de Campo das Vertentes
ao crescimento de leveduras e fungos filamentosos nos queijos com consequente producao de
compostos aminados e desacidificacdo. Intervalos de pH entre 4,85 e 5,20 favorecem o inicio e
avanco normal da maturacdo, e a medida que a protedlise progride hd& um aumento desses
numeros devido a formacao de compostos alcalinos, resultado da degradacéo proteica (FOX et
al., 2000).

Outros estudos confirmam que valores de pH em torno de 5,5 a 6,5 viabilizam a acéo
de proteases produzidas por fungos e leveduras responsaveis pelas caracteristicas de sabor,
aroma e textura do queijo (LEMPK, 2018; MORENO, 2013).

Para o conteudo de gordura dos queijos produzidos nas quatro propriedades, os teores
foram entre 28,0% e 34%, demonstrando diferenca significativa (p < 0,05), dados préximos aos
descritos por Souza et al. (2021), com valores entre 27,5% e 33% de gordura. Do Vale et al.
(2018) encontraram teor lipidico médio de 26,14% ao longo da maturacdo, Machado et al.

(2004) encontraram valores na ordem de 29,22%, todos com queijos do Serro. J& Lima et al.
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(2021) relataram 32,62% de gordura nos queijos produzidos no Triangulo Mineiro aos 22 dias
de maturacéo.

Quanto a gordura no extrato seco (GES), as porcentagens encontradas foram entre
48,61% e 52,31%, com diferenca significativa (p < 0,05), classificando todas as amostras como
queijos gordos (45,0% e 59,9% de gordura no extrato seco), de acordo com a Portaria n°
146/1996 (BRASIL, 1996). Resultados semelhantes foram descritos por Brumano (2016), com
indices de GES entre 45% e 59,9%, e Oliveira et al. (2013), que ao analisarem gueijos artesanais
da regido do Serro encontraram meédia da GES em 52,95%.

A respeito das determinacGes de gordura, € importante mencionar que 0 componente
que naturalmente pode sofre maior variagdo no leite é a gordura, isso em funcao de genética,
idade, fase da lactacdo, ambiente e, particularmente, nutricdo dos animais, somado ao fato do
leite utilizado na fabricacdo de QMA nao sofrer nenhum tipo de padronizacdo (DO VALE et
al., 2018; PERES, 2019).

Considerando os teores de NaCl e NaCl na umidade se observa diferenga significativa
para os dois parametros (p < 0,05), enquanto os valores de NaCl foram de 1,65% a 2,36%, NaCl
na umidade foi de 4,71% a 5,73%, resultados proximos aos expostos por Oliveira et al. (2013),
que notaram valores médios de NaCl de 1,77% e 1,86% para QMA do Serro e Canastra,
respectivamente. Lima et al. (2021) encontraram teores médios de sal de 2,69% no QMA do
Tridangulo Mineiro, e Sales (2015) de 2,91% em QMA da regido de Araxa.

Conforme Martins et al. (2015), a salga nos queijos da regido do Serro é comumente
realizada com sal grosso em sua superficie. Ao término do tempo desse processo, permanece
uma por¢do remanescente do sal nessa superficie, que é entdo recolhido para ser utilizado em
outra fabricacdo. Como o procedimento é feito manualmente e sem mensuragdes, resulta em
adicdo de diferentes quantidades de sal na superficie dos queijos, podendo ser uma das causas
da variacdo dos niveis de cloretos das amostras analisadas (MACHADO et al., 2004).

Moreno (2013), avaliando queijos de produtores cadastrados da regido do Campo das
Vertentes, concluiu que houve significativa variacdo de percentual do pardmetro de sal na
umidade dentro de um mesmo lote e de um periodo para outro. Lempk (2013) e Soares (2014)
também relataram a auséncia de padronizagao nas porcentagens de cloreto de s6dio em queijos
artesanais.

Importante destacar que o controle de salga dos queijos € essencial para a conducéo de
uma boa maturagdo, pois em maior ou menor proporcao influi no crescimento de determinados
microrganismos, podendo selecionar aqueles que sdo sensiveis ao sal ou halotolerantes.

Quantidades entre 0,5% e 2,5% de sal na massa do queijo sdo consideradas normais e
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desejaveis, ja que regulam, mas nao inibem, o processo de lipélise e protedlise (COSTA, 2004;
FERNANDES, 2018; LIMA et al., 2021).

A concentracao de proteinas nos queijos das quatro propriedades variou entre 22,43% e
29,06%, com diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05). Costa Junior et al. (2009)
obtiveram teor médio de proteina de 21,19% em queijos da Canastra. Os resultados encontrados
nesta pesquisa estdo semelhantes aos verificados por Oliveira et al. (2018), na regido do Serro,
Lempk (2013), na microrregido de Montes Claros, e por Sales (2015), na regido de Araxa. Ja
Martins et al. (2015) observaram variacdes no teor de proteina de Queijo Minas Artesanal da
microrregido do Serro entre 27,6% e 37,0% (periodo da seca) e entre 25,2% e 35,3% (periodo
chuvoso), em amplo estudo feito com queijos fabricados com pingo e maturados a temperatura
ambiente nos tempos de 8 a 63 dias.

A proteina é o composto sélido dos queijos que sofre maior influéncia no processo de
fabricacdo, particularmente por sua composi¢ao quimica e seu papel na obtencdo do coalho.
Ocorre que alteragdes de alguns parametros na tecnologia de producdo aliadas a falta de
padronizacdo, como temperatura do leite no processo de coagulacdo, corte da massa e
“mexedura”, podem afetar a retengcdo das proteinas na coalhada. Esses sdo fatores subjetivos
nas producdes artesanais, uma vez que sao dependentes do tempo entre ordenha e fabricacéo
dos queijos, avaliacdo “do ponto” da coalhada pelos produtores rurais, variabilidade entre os
agentes coagulantes utilizados, dentre outros fatores. Quando a massa é quebrada antes do ponto
ocorre perda de proteina pelo soro, impactando ndo somente o rendimento, mas também a
maturacdo, comprometendo atributos organolépticos de textura e sabor (FURTADO, 2022,
LIMA et al., 2021).

O indice de extensdo de maturacdo (IEM), ou indice de extenséo de protedlise (IEP),
consiste na estimativa da quantidade de caseina clivada em peptideos. Esse indice inclui
peptideos de alta e média massa molecular, identificados em funcéo da protedlise primaria, que
é potencializada pela acdo da quimosina e plasmina, sofrendo acdo do coalho. Por outro lado,
0 indice de profundidade de maturacdo (IPM), ou indice de profundidade de protedlise (IPP),
indica a hidrdlise desses peptideos de alto e médio peso molecular, em peptideos de baixo peso
molecular, aminoacidos, oligopeptideos, aminas, acidos carboxilicos e amonia, sendo
influenciado principalmente pelas enzimas do fermento utilizado (DO VALE et al., 2018;
KHATTAB et al., 2019; MARTINS, 2006).

Para o IEM, foram encontrados valores entre 23,57% e 26,09%, com diferenca

significativa (p < 0,05), valores superiores aos encontrados por Costa Junior et al. (2014), com
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indice de 13,2% no QMA do periodo chuvoso e 10,8% do periodo seco, e descritos por Oliveira
et al. (2018), com 17,03% de indice de extensdo em queijos do Serro com 24 dias de maturag&o.

Pereira (2019), pesquisando 0 QMA de Campo das Vertentes maturado em condicdes
controladas, detectou percentis para IEM de 26,31% quando maturados a temperatura ambiente,
27,50% quando maturados a 18 °C, UR de 80% e 30,89% maturados a 12 °C e UR de 95%, aos
21 dias de maturacdo, mostrando a interferéncia de umidade e temperatura sobre a protedlise.

O indice de profundidade de maturacdo (IPM) variou de 18,44% a 20,84% entre as
propriedades, havendo diferenca significativa entre os tratamentos (p < 0,05), nimeros acima
dos expostos por Costa Junior et al. (2014), que encontram 8,0% no periodo chuvoso e 5,9%
no periodo seco, e aos de Oliveira et al. (2018) que obtiveram 17,03%. J& Pereira (2019) obteve
IPM de 17,39% no queijo quando maturado a temperatura ambiente, 16,29% quando maturado
a 18 °C e UR de 80%, e 14,55% maturado a 12 °C e UR de 95%, aos 21 dias de maturacéo.

O queijo elaborado na propriedade A obteve resultados médios superiores aos demais
nos parametros que avaliam a protedlise, o que em conformidade com Moreno (2013) pode ser
em funcdo do maior teor de proteina e menor teor de gordura encontrados nesses queijos. Além
do mais, notou-se nessas amostras menor espessura em relacéo as de outras propriedades.

A profundidade de maturacéo € resultado da acdo proteolitica do fermento latico sobre
peptideos liberados, sobretudo pelo coalho, produzindo aminoéacidos e compostos de baixo peso
molecular. Logo, esta relacionada com a atividade proteolitica do fermento latico e a microbiota
da maturacdo. Brumano (2016); Dores e Ferreira (2012), reforcam que o "pingo" apresenta um
balanceamento adequado de bactérias e leveduras, que vdo se adaptando ao meio e criando
determinadas condic¢es que estimulam a diminuicdo de algumas espécies, enquanto outras
comecam a predominar, 0 que gera um ecossistema complexo de interagdo na matriz

responsavel pelas propriedades sensoriais e excentricidade desses queijos.

5 CONCLUSAO

Na avaliacdo da composicdo fisico-quimica houve diferenca estatistica em todos os
pardmetros dentre as amostras; essas variagfes nos teores ocorrem naturalmente devido ao
processo manual, miscigenacdo das ragas e alimentacdo dos animais, 0 que caracteriza a
tipicidade dos queijos.

A micobiota presente nas amostras de QMACF da regido do Serro identificada no
presente estudo € composta por Geotrichum candidum, Candida catenulata, Candida

palmioleophila, Candida intermedia, Debaryomyces hansenii, Kodamaea ohmeri,
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Kluyveromyces lactis, Pichia manshurica, Pichia kudriavzevii, Trichosporon japonicum,
Torulaspora delbrueckii, Yarrowia lipolytica, Cladosporium sp., Fusarium oxysporium,
Fusarium solanii, Penicillium waksmanii Zalessky e Penicillium corylophilum. A ocorréncia de
diferentes espécies entre as amostras corrobora a premissa de que a diversidade € inerente a
propriedade e fundamental por produzir diversos metabolitos que influenciam no sabor, aroma

e textura dos queijos, sendo essencial para a identidade e qualidade de cada produto.
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