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Caracterizagdo dos aspectos microbiologicos do Queijo Minas
Artesanal de Monte Carmelo/MG

A regido do Triangulo Mineiro é identificada como produtora de QMA e tém-se visto um numero cada vez maior de produtores interessados em obter o
cadastramento do IMA e com isso é necessario caracterizar o queijo elaborado para legalizagdo esses produtores. O objetivo do trabalho foi avaliar os aspectos
microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo-MG em diferentes tempos de maturagdo, tanto de produtores cadastrados, quanto em fase de
cadastramento. Foram coletadas 16 amostras de queijos, sendo quatro queijarias A, B, C e D, onde cada uma forneceu quatro amostras sendo elas 0, 10, 20 e 30
dias de maturagdo. O Staphylococcus spp. foi encontrado em contagens elevadas em todas as amostras, ja o Staphylococcus coagulase positivo foi encontrado nas
queijarias A, B e C. Salmonella spp. ndo foi isolada nas amostras de QMA em todos os periodos de maturagdo estudados. Em contrapartida, a Listeria spp. foi isolada
em 6 diluigdes, das 48 analisadas, onde foi confirmado o género Listeria spp., porém, ndo foi confirmada a presenga de Listeria monocytogenes nas 6 positivas.
Dessa forma, além da determinagdo de um periodo minimo de maturagdo de 15 dias, onde nessa fase todos os parametros estdo abaixo do limite maximo permitido
na legislagdo, faz-se necessarios novos estudos para continuo desenvolvimento do Tridngulo Mineiro como regido produtora, bem como para a melhoria dos
queijos nela produzidos e padronizagdo de tecnologia de fabricagdo visando a caracterizagdo futura pelos drgdos responsaveis.

Palavras-chave: Microbiota de queijos; Queijos artesanais; Maturagdo de queijos.

Characterization of the microbiological aspects of the Minas
Artesanal Cheese from Monte Carmelo/MG

The region of the Triangulo Mineiro is identified as a producer of QMA and an increasing number of producers interested in obtaining the registration of the IMA
have been seen and it is therefore necessary to characterize the cheese prepared to legalize these producers. The objective of the study was to evaluate the
microbiological aspects of the Minas Artesanal Cheese from Monte Carmelo-MG at different maturation times, both for registered producers and in the registration
phase. 16 cheese samples were collected, four of which were A, B, C and D, where each one provided four samples, 0, 10, 20 and 30 days of maturation.
Staphylococcus spp. was found in high counts in all samples, whereas the positive coagulase Staphylococcus was found in cheesemakers A, B and C. Salmonella
spp. was not isolated in the QMA samples in all studied maturation periods. In contrast, Listeria spp. was isolated in 6 dilutions, of the 48 analyzed, where the
genus Listeria spp. However, the presence of Listeria monocytogenes in the 6 positives was not confirmed. Thus, in addition to determining a minimum maturation
period of 15 days, where in this phase all parameters are below the maximum limit allowed by law, further studies are necessary for the continued development
of the Triangulo Mineiro as a producing region, as well as for the improvement of the cheeses produced there and standardization of manufacturing technology
aiming at the future characterization by the responsible bodies.

Keywords: Microbiota of cheeses; Artisan cheeses; Cheese maturation.
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INTRODUGAO

De acordo com Chalita et al. (2009), o mercado de queijos especais no Brasil, tem sido impulsionado
por um aumento de vendas no varejo, mas também devido ao crescimento expressivo no food service, o que
representa aumento do consumo de 50 tipos de queijo, dentre eles, 234 marcas de queijo prato, 353 de
mucarela, 263 de minas frescal. Em 2007, foram exportadas 7,58 mil toneladas de queijo, sendo o Brasil o
sexto maior produtor de queijos do mundo.

N3o apenas os queijos industrializados, mas o ritmo também acompanha os Queijos Artesanais de
Minas, produzidos a partir do leite cru, e compdem um conjunto simbdlico abrangente e complexo que é
tradicdo, traducgdo da terra e da cultura das Minas Gerais. Sua produgdo envolve um espaco fisico natural,
mas que tem muito mais do tempo e da histéria do que se pode imaginar, cujo modo de producdo nas
propriedades rurais vem passando por varias geragGes, desde que foi introduzido no Brasil, como heranca da
colonizagdo portuguesa, logo “modo artesanal de fazer queijo de Minas” foi considerado Patrimo6nio
Imaterial do Brasil em 2008, pelo Instituto do Patrimdnio Historico e Artistico Nacional — IPHAN (DINIZ, 2013;
IPHAN, 2006).

Percebe-se que o Estado de Minas Gerais esta na vanguarda no que se refere a regulamentacdo dos
gueijos artesanais, inclusive servindo de exemplo e motivagao para que pequenos produtores de outros
Estados se articulem quanto as necessidades de certificagdo. Exemplo dessa articulacdo é a Lei Estadual n?
20.549 de 18 de dezembro de 2012. Esta dispGe sobre a produgdo e a comercializagdo dos queijos artesanais
de Minas Gerais, que segundo o Governo do Estado, valoriza os produtores, e cria regras para a expansao do
agronegécio familiar, sem se descuidar dos cuidados sanitarios envolvidos na producdao (MINAS GERAIS,
2012).

Nesse contexto, mais do que um fator cultural e histérico, a producdo de Queijo Minas Artesanal é
um negdcio que promove renda, trabalho e o desenvolvimento regional. Em outras palavras, variados sdo os
motivos que ensejam um didlogo em prol da produgdo com qualidade, haja vista que a busca por certificacdo
desenha métodos e padrdes na garantia do diferencial competitivo do produto. Ha a definicdo de papéis
gerenciais e controle do processo de producdo e visam criar resultados em nivel de exceléncia na gestdo, nos
processos de produgdo.

Segundo Falconi (2003), o controle da qualidade total é um sistema gerencial que reconhece aas
necessidades das pessoas, estabelece padrdes que atendam ao mercado e visa melhorar continuamente, a
partir de uma visdo estratégica e com base nos dados e nos fatos para que os erros identificados nao se
repitam pela mesma causa.

Isso porque, até entdo, a legislacdo vigente a época, a Lei Estadual 14.185/2002, atinha-se as normas
e a identidade ao queijo artesanal. Com a chegada de novas normas, a Secretaria de Agricultura, Pecudria e
Abastecimento de Minas Gerais e a EMATER-MG, lancaram o "Programa de Apoio aos Queijos Tradicionais
de Fabricacdo Artesanal”, que, além de buscar a melhoria da qualidade e da produtividade de todas as

queijarias das regides tradicionalmente produtoras, visa, objetivamente, a promoc¢ao e a valorizacdo, do

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 622
v.11-n.6 ¢ OutaNov 2020



Caracterizagdo dos aspectos microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo/MG
REZENDE, S. D. C.; JERONIMO, M.; REZENDE, D. C. V.; BARROS, M. M.; SILVA, E. L.; TEIXEIRA, P. T. R.; SOUZA, J. A. R.; MOREIRA, D. A.

imenso potencial de mercado do queijo mineiro (EMATER, 2015).

Desde entdo, o Queijo Minas Artesanal pode ser produzido em toda Minas Gerais, mas as regides do
Cerrado, Serra do Salitre, Araxa, Canastra, Serro e Campo das Vertentes possuem o titulo de produtores
tradicionais. Os queijos das regides Canastra e Serro ja possuem também o selo de Indicagao Geografica (1G)
(EMATER, 2015).

Somada a essas microrregides, foi homologada mais uma microrregido que englobam Uberlandia,
Araguari, Cascalho Rico, Estrela do Sul, Indiandpolis, Monte Alegre, Monte Carmelo, Nova Ponte, Romaria e
Tupaciguara, formando a sexta microrregido produtora tradicional de Queijo Minas Artesanal do Estado,
chamada regido “Triangulo Mineiro”, criada no ano de 2014, regulamentada e amparada pela Lei Estadual
14.185/02, com aproximadamente 1,3 mil produtores, sendo somente 12 cadastrados ou em fase de
cadastramento (AMVAP, 2014).

No Estado de Minas Gerais, esta atividade artesanal é comprovadamente geradora de renda para as
familias com base em agricultura familiar e esta presente em mais de 600 dos 853 municipios do Estado. Os
Queijos Minas Artesanais fabricados diretamente na fazenda a partir de leite cru representam mais de 29 mil
toneladas/ano e mantém na atividade mais de 25 mil produtores, destes, 10.745 s3o produtores rurais das
seis principais regides tradicionais (DORES et al., 2012; EMATER, 2015).

Se por um lado, trabalhos junto aos produtores estdo sendo realizados com resultados e avangos
bem animadores visando a qualidade, segurancga alimentar, geracao e melhoria de renda e preservagdo da
tradicdo histérica e cultural do QMA, por serem produzidos por meio do ‘pingo’, por outro lado, das sete
microrregiées reconhecidas até o momento, em Minas Gerais, praticamente ndo hda dados cientificos sobre
o queijo do Tridngulo Mineiro. As outras microrregioes estdo bem caracterizadas, quanto ao tipo de queijo,
caracteristicas gerais, condi¢des sanitdrias, produtor e comportamento do consumidor do QMA.

Em funcdo de a atividade apresentar nivel de informalidade conhecido, é sabido que a
regulamentacao recente desta regido ainda traz questionamentos, pois nao especifica como e quando serdo
feitos os estudos para definir os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do Queijo Minas Artesanal.

Dentro desta perspectiva, este estudo objetivou estabelecer caracteristicas microbioldgicas do QMA
da Microrregido do Triangulo Mineiro em unidades produtoras cadastradas ou em processo de
cadastramento, adequadas as condig¢Oes satisfatérias das Boas Praticas Agropecuarias (BPA) e Boas Praticas

de Fabricacdo (BPF) segundo o IMA e EMATER, uma vez que estes parametros ainda ndo sao estabelecidos.
MATERIAIS E METODOS

Localizagao e sele¢do das unidades produtoras de Queijo Minas Artesanal

O estudo foi desenvolvido no municipio de Monte Carmelo-MG, que atualmente integra a regido do
Triangulo Mineiro, sendo produtora de Queijo Minas Artesanal conforme Portarian? 1397, de 13 de fevereiro
de 2014. As visitas técnicas para coleta dos dados e das amostras foram realizadas com auxilio dos

Extensionistas Agropecuarios da Empresa Mineira de Assisténcia Técnica Rural (EMATER - MG).

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 623
v.11-n.6 ¢ OutaNov 2020



Caracterizagdo dos aspectos microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo/MG
REZENDE, S. D. C.; JERONIMO, M.; REZENDE, D. C. V.; BARROS, M. M.; SILVA, E. L.; TEIXEIRA, P. T. R.; SOUZA, J. A. R.; MOREIRA, D. A.

Inicialmente, foi realizada uma busca na lista de produtores cadastrados no Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA), aliada a outros trabalhos realizados na microrregido por parte da EMATER. Embora
existam varios outros produtores de QMA na microrregido do Triangulo Mineiro, este trabalho de pesquisa
preconizou somente os cadastrados ou em fase final de cadastramento no IMA.

Das queijarias selecionadas para a realizacdo deste estudo, 3 eram cadastradas e 1 em fase de
cadastramento (Figura 1). Pode-se verificar que as instalagdes sdo novas e adequadas as exigéncias do IMA,
existe o controle de zoonoses do gado bem como o tratamento da 4gua. Outro fator que beneficiou o

trabalho foi a receptividade dos produtores e seu interesse em melhorar os produtos.

Figura 1: Apresentagdo das queijarias artesanais da microrregido do Triangulo Mineiro, selecionadas para a execugdo
experimental.

Apesar de o queijo Minas artesanal ser produzido e comercializado em toda a regido do Triangulo ha
mais de 40 anos, a iniciativa de cadastrar e reconhecer oficialmente as propriedades produtoras é recente,
com inicio em 2012. Portanto, ndo se conhece as caracteristicas de producdo desses queijos e se 0 mesmo é
fabricado em condigdes semelhantes aos produzido em regiGes tradicionais, como a da Canastra, por
exemplo, e ainda se os manipuladores possuem habitos higiénicos que permitam que estes queijos atendam
as normas preconizadas na Portaria n2 523, de 3 de julho de 2002 (IMA, 2002) e Portaria n2518 de 14 de
junho de 2002 (IMA, 2002).

Plano de amostragem

Em levantamento inicial, foram encontradas somente trés queijarias registradas com cadastro final,
e outras seis em processo de registro inicial de acordo com o IMA, sendo este numero infimo visto que a
microrregido possui 10 municipios com mais de 1000 unidades produtoras vivendo na clandestinidade. Este
numero de produtores descredenciados na regido, que apesar de muito promissora e em expansao, é
explicado em parte pelo recente trabalho de 6rgdos como EMATER e IMA seja na area de pesquisas,
qualificacdo ou inspecdo e o tramite burocratico para conseguir o cadastro final.

Foi levado em consideracdo o posicionamento de cada propriedade produtora de QMA que esteja

dentro da microrregido do Triangulo Mineiro. E que por ocasido da execucdo deste, apenas quatro

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 624
v.11-n.6 * OutaNov 2020



Caracterizagéo dos aspectos microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo/MG
REZENDE, S. D. C.; JERONIMO, M.; REZENDE, D. C. V.; BARROS, M. M.; SILVA, E. L.; TEIXEIRA, P. T. R.; SOUZA, J. A. R.; MOREIRA, D. A.

propriedades se encontravam aptas as exigéncias legais (representando o universo de dados analisados),
todas elas instaladas no municipio de Monte Carmelo/MG.

As queijarias foram selecionadas por meio de amostragem intencional e a partir disso, foram
realizadas as visitas técnicas as quatro propriedades identificadas. A unidade de amostragem deveria conter
como requisito basico de fabricagdo do queijo, a utilizagdo do tipo ‘pingo’ e com instala¢Ges adequadas para
sua produgao.

Justifica-se no presente estudo, que ndo foi realizada a coleta do mesmo lote para os quatro tempos
de maturacdo devido aos custos dispendiosos tanto de tempo quanto financeiramente para a Instituicdo de
Ensino, por este motivo, as coletas foram realizadas num soé dia, fazendo a média dos queijos de cada

queijaria visitada.

Instalagdes das queijarias

Entende-se por queijarias artesanais os estabelecimentos situados na propriedade rural, destinados
exclusivamente a produgdo de queijos artesanais (MINAS GERAIS, 2002).

Nas visitas as instala¢Oes fisicas dos locais destinados a fabricacdo do Queijo Minas Artesanal do
Triangulo (Figura 2), observou-se que a maioria ainda apresenta inadequagdes em sua parte fisica por ndo
apresentarem, principalmente fluxograma de fabricagdo condizente com a legislagdo, porém todas

anualmente passam por processo de melhorias na sua parte fisica.

Figura 2: InstalagGes das queijarias objto deste estudo.

Observou-se que a motivacdo principal em produzir o QMA veio apds trabalho realizado pela
EMATER na regido, com o intuito de recuperar a tradicdo local do ‘saber fazer’ o queijo. Os produtores, alguns
com histérico familiar de elaboragdo de outros tipos de queijo, como o frescal, consideram o QMA uma fonte

segura de garantirem sua renda e atingirem mercados mais distantes.

Analises estatisticas

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), com as seguintes

fontes de variacdo fixa: quatro propriedades rurais na microrregido do Triangulo em diferentes comunidades
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(4), quatro tempos de maturacdo (4), em 3 repeticOes para confirmacao.

Os dados foram compilados em planilhas eletrénicas geradas no software Microsoft Excel, versao
Windows 2007. Os resultados foram anotados e realizou-se a andlise de variancia e o Teste de Tukey (p<0,05)
além da analise de regressdo, ambos realizadas no programa estatistico Sistema de Analise de Varidncia —
‘SISVAR’ 5.5 Dex/UFLA. Quando o teste F deu significativo, foi feita a regressdo linear ou quadratica, de

acordo com cada resultado.

Identificagdo das amostras e local de andlises

Cada amostra de queijo foi identificada com 3 digitos: 19 digito — representa a letra da queijaria,
sendo A, B, C e D; 22 digito — representa o tempo de maturagdo de cada queijo, sendo 0 (para 0 dias), 1
(para 10 dias), 2 (para 20 dias), e 3 (para 30 dias); 32 digito — representa a diluicdo, caso fosse necessario,

sendo diluicdo 1 (-1), 2 (-2) e 3 (-3). Ex: A01, B23, C21, D13.

Coleta das amostras e local de andlises

Por se tratar de um produto artesanal ainda sem caracteristicas definidas, o queijo é produzido com
matéria-prima integral e ndo padronizada. O estudo acompanhou a fabricagdo, maturagao, realizou a coleta,
o transporte e as analises microbioldgicas nos meses de agosto/setembro na microrregido do Tridngulo
Mineiro. Em cada queijaria foi adotado o seguinte procedimento: Fabricacdo dos queijos; Separagao das
amostras por queijaria e tempo; Maturagao.

Para cada produtor foram separados e identificados os quatros queijos coletados por fabricagdo e
retirados com 0, 10, 20 e 30 dias de maturacao, respectivamente. Os queijos coletados foram embalados em
sacos plasticos de PVC transparente, acondicionados em caixa isotérmica contendo formas de gel eutético
para manter os queijos numa temperatura de refrigeracdo até o local de andlise onde foram submetidos as

analises fisico-quimicas e microbioldgicas.

Analises microbiologicas das amostras

As amostras de queijos foram analisadas no Laboratério de Microbiologia do Instituto Federal do
Triangulo Mineiro (IFTM) Campus Uberaba.

Os parametros microbioldgicos estdo de acordo com o Decreto n2 44.864, de 01 de agosto de 2008
(MINAS GERAIS, 2008), que estabelece alguns parametros fisico-quimicos e microbiolégicos para o queijo
Minas Artesanal. Os parametros analiticos considerados neste decreto sdo os mesmos da legislagao federal
(RDC n2 12, 2001) para queijos de alta umidade (acima 45,9%), sendo os seguintes de acordo com a Tabela

1.

Tabela 1: Parametros microbioldgicos no QMA.

Alimento Microrganismo Tolerancia para amostra indicativa

Queijo Minas Artesanal Coliformes a 45° C/g *5x102 NMP.g1
Estaf.coag.positiva/g *5x102UFC.g?
Salmonellasp/25g Aus

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 626

v.11-n.6 * Out a Nov 2020



Caracterizagdo dos aspectos microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo/MG
REZENDE, S. D. C.; JERONIMO, M.; REZENDE, D. C. V.; BARROS, M. M.; SILVA, E. L.; TEIXEIRA, P. T. R.; SOUZA, J. A. R.; MOREIRA, D. A.

L.monocytogenes/25g Aus
*Para queijos com 0 dias de maturacao.
Fontes: Minas Gerais (2008); Brasil (RDC n2 12/ 2001).

Coliformes Totais e Termotolerantes

Para a analise de coliformes foi utilizado o método NMP, onde é um método classico de contagem
de coliformes totais, termotolerantes e E. coli em agua e alimentos que significa o NUmero Mais Provavel
(NMP.g1), que incluiu as seguintes etapas: 12) Teste presuntivo, em que trés aliquotas de trés diluicdes da
amostra de queijo sdo inoculadas em uma série de trés tubos de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) por
diluicdo (10, 102, 103). O LST contém lactose e a observacdo de crescimento com producdo de gds a partir
da lactose, apds 24-48h de incubacdo a 352C, é considerada suspeita (presuntiva) da presenca de coliformes;
29) Para a confirmac¢do dos coliformes totais e termotolerantes, uma alcada de cada tubo suspeito é
transferida para tubos de Caldo Verde Brilhante Bile 2% (VB) e Caldo E. coli (EC), meios seletivos que contém
lactose. A observagdo de crescimento com produgao de gas nos tubos de VB, apds 24-48h de incubacgdo a
3529C, é considerada confirmativa da presenca de coliformes totais. Crescimento com producdo de gas nos
tubos de EC, apds 24h de incubacgdo a 45,59C (ou 44,52C, no caso de agua), é considerada confirmativa da
presenca de coliformes termotolerantes; 32) Os tubos de EC positivos para coliformes termotolerantes sao

suspeitos da presenca de E. coli.

Staphylococcus aureus

Para analise de Staphilococcus aureus foi utilizado o Kit analitico (petrifilm) oficializados pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) para a contagem de S. aureus em alimentos, sendo o 3M
Microbiology Products Petrifilm™ StaphExpress (AOAC, 2005). Esse tipo de petrifilm é utilizado
principalmente para alimentos processados e preparados e produtos lacteos processados, como é o caso do
Queijo Minas Artesanal.

Para o preparo da amostra e inoculacdo, foram pesados 10g de amostra para 90 mL de Agua
Peptonada 0,1% (H,Op) a 25°C e homogeneizadas. A partir dessa diluicdo inicial, foi preparada uma série de
diluicdes decimais, utilizando-se o mesmo diluente.

Realizou-se trés diluicdes (10, 102, 103) da amostra e inoculou-se 0,1mL de cada diluicio na
superficie de placas de Petrifilm Stx, previamente preparadas. Espalhou-se o inéculo com uma alga
bacterioldgica, das placas de maior para as placas de menor diluigao, até que todo o excesso de liquido fosse
absorvido.

As placas foram incubadas a 372C; e apds 24 horas, as col6nias vermelho-violetas foram contadas
como Staphylococcus spp. Quando se verificaram col6nias de outra coloragdo, o disco de confirmacao
Petrifilm Staph Express TM foi utilizado, sendo consideradas positivas para S. aureus o microrganismo que,
apds uma a trés horas a 379C, produziram um halo rosado. Calculou-se a populagédo, e os resultados foram

expressos em unidades formadoras de col6nias/g.
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Listeria monocytogenes

Para analise de Listeria monocytogenes foi utilizado o Placa Petrifilm EL oficializada pela AOAC
(Association of Official Analytical Chemists) para a presenca ou auséncia de Listeria spp, sendo o 3M
Microbiology Products Petrifilm™ Listeria Place (AOAC, 2005). A Placa Petrifilm EL detecta a maioria das
espécies de Listeria ambiental, como Listeria monocytogenes, Listeria innocua e Listeria welshimeri.

Para o preparo da amostra e inoculagdo, foram pesados 10g de amostra para 90 mL Agua Peptonada
0,1% (H.0p) a 25°C e homogeneizadas. A partir dessa dilui¢ao inicial, foi preparada uma série de diluicGes
decimais, utilizando-se o mesmo diluente.

Realizou-se trés diluicdes (102, 102, 10%) da amostra e inoculou-se 3 mL de cada diluicdo na superficie
de placas de Petrifilm Stx, previamente preparadas. Pipetou-se o indculo e com um difusor, espalhou todo o
liguido na marca redonda da placa.

As placas foram incubadas com o lado transparente para cima, em pilhas de 5 placas, por 28h + 2h
352C + 19C. Apds este periodo, unidades formadoras de colonias réseas-roxeadas foram contadas como

positivo/presencga de Listeria spp. Em cada placa. A confirmac3o de Listeria monocytogenes ndo foi realizada

Salmonella spp.

Para analise de Salmonella foi utilizado o 3M™ Petrifiilm™ Salmonella Express Food Safety
oficializados pela AOAC (Association of Official Analytical Chemists) para a presen¢a ou auséncia de
Salmonela nas amostras (AOAC, 2005). Esse tipo de petrifilm é utilizado principalmente para alimentos
processados e preparados e produtos lacteos processados, como é o caso do Queijo Minas Artesanal.

Foi feito inicialmente o Caldo de enriquecimento para Salmonella 3M Rappaport-Vassiliadis R10 (R-
V R10), sendo 37g do caldo de para 1L de agua deionizada, onde foram distribuidos em frascos com 90 mL
do meio e auto clavado. O Suplemento de Enriquecimento para Petrifilm Salmonella (SALX) foi feito pesando
0,5g e adicionou-se em 200 mL de agua estéril. Posteriormente foi coberto com papel aluminio e levado a
geladeira. Adicionou-se 4,5mL da solugdo do suplemento em 90mL do caldo. Foram pesados 10g da amostra
e colocada em 90mL do meio (caldo+suplemento), onde incubou a 41,59C por 24h. Apds as 24h, como a
amostra é de alta carga, passou-se 0,1 ml para o caldo Rapapport e incubou por mais 18horas a 41,59C para
depois seguir para o Petrifilm.

Os Petrifilms foram hidratados com 2mL de agua destilada, e inseriu-se o difusor apenas para
espalhar na circunferéncia. Aguardou-se aproximadamente 1 hora (onde gel ficou vermelho). E com uma alga
bacterioldgica, estriou-se no Petrifilm delicadamente carregando mais no inicio e fazendo estrias maiores no
final. Logo apds o Petrifilm foi fechado e incubado por 24h a 41,52C. Apds este periodo nao foi constatado
nenhuma col6nia nas 48 placas.

As analises foram realizadas assepticamente, com o uso de chama dentro de capelas de fluxo laminar,
seguindo os protocolos oficiais de rotina do laboratério do Instituto Federal do Tridngulo Mineiro. Os

resultados obtidos foram considerados imprdprios ao consumo humano quando eram positivos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A avali¢cdo quantitativa dos microrganismos exigidos pela Lei Estadual n? 14.185, de 31 de janeiro de
2002 e sua alteragao pelo Decreto Estadual n? 44.864, de 12 de agosto de 2008 (MINAS GERAIS, 2002; 2008)
é constituida por: coliformes totais, E. coli e Staphylococcus coagulase positiva foram realizadas (tabelas 13
e 14). Os resultados qualitativos para a presenca em 25g do queijo para Listeria monocytogenes e Salmonella

spp., exigidos pela legislagdo (MINAS GERAIS, 2002) estdo apresentados de forma descritiva no texto.

Staphylococcus spp.

Na presente pesquisa a contagem de estafilococos coagulase negativa (SCN) pode ser considerada
bastante alta (Tabela 2) e esteve presente em praticamente em quase todas as 48 amostras de Queijo Minas
Artesanal. Ndo foi possivel estabelecer uma média geral de SCN, uma vez que diversas placas deram
incontdveis em varios tempos de maturacdo.

Embora a legislagdo determine parametros de aceitacdo no queijo apenas para Staphylococcus
coagulase positivo, sabe-se que algumas cepas coagulase negativo, incluidas nesta contagem total de
Staphylococcus spp., sdo também capazes de produzirem enterotoxinas, representando um risco potencial a
saude do consumidor (CASTRO, 2015).

Em geral, a contagem de células requeridas para producdo de enterotoxinas por essas estirpes varia
entre 10° a 10° UFC.g?, e é suficiente para a ocorréncia de intoxicacdo alimentar estafilocdccica (PICOLI et

al., 2006).

Tabela 2: Contagem de Staphylococcus spp. (CN) e Staphylococcus aureus (CP) nos Queijos Minas Artesanais nas
queijarias visitadas em Unidades Formadoras de Colénias/g™.

Queijaria Tempo de Maturacdo (dias) Coagulase Negativa Coagulase Positiva
(contagem)

0 Incontaveis 3x10
A 10 2x104 <1

20 3x10% <1

30 <1 <1

0 3x 106 2X10?
B 10 8 X 104 <1

20 6 x 10* <1

30 1,3x10° <1

0 3,9 x 106 1X10
C 10 Incontaveis <1

20 5x 106 <1

30 7,5x10° <1

0 2x 106 <1
D 10 6,5 X 106 <1

20 Incontaveis <1

30 1,7 X 10° <1

De todas as queijarias analisadas, a queijaria A, foi a que apresentou a menor contagem de
estafilococos coagulase negativa. Ja a queijaria C, foi a que apresentou a maior quantidade da bactéria (Figura
3). Uma justificativa para este aumento é que a mesma utiliza uma forma de plastico que é colocada no fundo
do queijo para marcar os queijos com o nome da queijaria, desta forma este é outro objeto muito manipulado

e consequentemente mal higienizado que induz a maior contagem destes microrganismos.
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Figura 3: Resultados obtidos na analise de Staphylococcus spp. em diferentes queijarias.

Em um trabalho semelhante, a contagem média de Staphylococcus spp. em QMA da Serra da
Canastra, maturado a temperatura ambiente, foi de 1,9x10* UFC.g%, no periodo das chuvas, e de 3,2x10°
UFC.g?, na seca, sendo as médias iguais (p<0,05) (DORES et al., 2013).

Em trabalho realizado em Queijo Minas Artesanal elaborado na regido da Serra da Canastra, a média
nas propriedades cadastradas foi 1,2x10® UFC.g, e nas propriedades n3o cadastradas 2,1x10® UFC.g*
(RESENDE, 2010). Contagens semelhantes foram descritas em trabalho realizado em queijo Serra da Estrela,
em que as contagens médias de Staphylococcus spp. variaram de 9,8x10° UFC.g? a 5x10” UFC.g%, ao longo

de 180 dias de maturagdo, quando o leite usado na produgao nao havia sido refrigerado (DAHL et al., 2000).

Staphylococcus coagulase positiva

Apds a confirmacgdo das colbnias de Staphylococcus aureus pode-se afirmar que todas as amostras
estdo dentro dos padrdes estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, conforme
Resolucdo — RDC n2 12, de 02 de janeiro de 2001, sendo o limite maximo toleravel de 10® NMP.g! (tabela 4).

Das amostras analisadas no trabalho sobre o Queijo Minas Artesanal do Tridngulo Mineiro, a queijaria
D foi a Unica unidade visitadas que ndao houve a presenca de estafilococos coagulase positiva (25%). Nas
demais todos os queijos do tempo 0 dias apresentaram colOnias e em especial a queijaria C que também
apresentou Staphylococcus aureus no tempo de 20 dias (Figura 4).

Outros trabalhos relativos ao QMA deram resultados bem superiores aos encontrados neste, onde
trinta e trés amostras (82,5%) de Queijos Minas Artesanais da regido do Serro apresentaram contagens de
Staphylococcus coagulase positivo acima de 10° UFC.g?, estando imprdprias ao consumo humano (BRANT et
al., 2007). Este microrganismo foi o contaminante mais frequente, com contagem média de 1,2x10° UFC.g?,
sendo que 21 amostras (53%) apresentaram contagens acima de 10° UFC.g*. Neste caso, o risco de producio
de enterotoxinas é existente. Ainda neste estudo, o queijo recém elaborado apresentou contagem média de
2,5x10° UFC.gt. Com a maturac3o por 30 dias do queijo, houve reducdo (p<0,01) desta contagem para cerca
de 1,3x10* UFC.g! (BRANT et al., 2007). Os resultados deste experimento s3o similares aos relatados por
Lubeck et al. (2001) que verificaram 100% das amostras de queijos coloniais da regido do Parand
contaminadas com elevadas contagens de Staphylococcus aureus, sendo a contagem média encontrada de

5,9x10° UFC.g™.
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Figura 4: Resultados obtidos na analise de Staphylococcus aureus em diferentes queijarias, apos a utiliza¢do do disco
de confirmacao.

O oposto foi descrito em QMA de Campo das Vertentes que apresentou contagens médias de
Staphylococcus coagulase positivo de 1,1x10° UFC.g?, no periodo das chuvas superior (p<0,05) a contagem
de 2,6x10* UFC.g? encontrada na seca. Da mesma forma, contagem de Staphylococcus aureus em QMA do
Serro, aos 8 dias de maturacdo, de 2,5x10° UFC.g! nas dguas foi superior a contagem encontrada de 1,1x10?
UFC.g? na seca (MARTINS, 2006).

Trinta e seis das 108 (33,33%) amostras analisadas de queijo Serrano exibiram contagens de
Staphylococcus aureus acima de 103 UFC.g?, valor estabelecido como maximo pela legislacdo vigente para
Staphylococcus coagulase positivo. Foi observada uma diminuicao na contagem deste microrganismo dos 15
aos 45 dias e, apos este periodo, houve um aumento na sua populagdo (MELO et al., 2013).

Staphylococcus aureus foi encontrado em contagens médias de 1,1x10® UFC.g? em QMA do Serro
(SANTOS, 2010). Contagens superiores deste microrganismo foram relatadas em QMA de Araxa, em que 0s
valores se encontraram dentro da faixa de 0 UFC.g* a 9,3x10” UFC.g™, com média de 6,2x10* UFC.g™* (ARAUJO,
2004).

Coliformes totais e termotolerantes

Com relagdo aos niveis de contaminacgao por coliformes totais todos os queijos com o tempo 0 dias
de maturacdo (4 amostras/12 repeticdes) apresentaram cepas de coliformes (Tabela 3). Porém o resultado
de 1,1x10%® NMP.g? encontrado é bem abaixo do maximo tolerado pela legislacdo de 5x10®> NMP.g? para
queijos com alta umidade <46% (MINAS GERAIS, 2008; BRASIL, 2001). Conclui-se que mesmo no tempo 0
dias para coliformes totais, 0 Queijo Minas Artesanal do Triangulo Mineiro enquadra nos parametros exigidos
pela legislagcdo vigente, sendo prdprio para o consumo humano.

Os coliformes a 30°C em altas contagens sado responsaveis pela deterioracdo do queijo levando a um
defeito classico chamado estufamento precoce. Este defeito é observado entre o processo de elaboragéo e
o processo de salga do queijo, sendo perceptivel, logo, nas primeiras 24 horas de producdo. A lactose do
gueijo é fermentada pelas bactérias do grupo coliformes, levando a formacao de acido latico, acido acético
e etanol, que conferem um sabor picante, ligeiramente amargo ao queijo, e também ha producdo de CO; e

H,, gases responsaveis pela formacdo de olhaduras pequenas no produto final, em coliformes
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termotolerantes (CASTRO, 2015). Das 16 amostras analisadas, nenhuma se encontrava estufada, abauladas,
porém ao corte apresentavam micro-olhaduras caracteristicas tipicas deste tipo de defeito.

Os coliformes a 45°C, principalmente, representados por Escherichia coli, fazem parte da microbiota
intestinal de animais de sangue quente, incluindo o homem. Sua presenca no queijo pode indicar, além de
falhas no processo de higienizacao durante o processamento do QMA, presenca de material de origem fecal
e de outros microrganismos enteropatogénicos. Desta forma, além de causarem a deterioracdo do queijo,
algumas cepas sdo comprovadamente patogénicas ao homem e aos animais (JAY et al., 2005; TRABULSI et

al., 2008).

Tabela 3: NUmero Mais Provdvel (NMP) de coliformes totais nos Queijos Minas Artesanais nas queijarias visitadas

QUEUARIA Coliformes Totais (NMP.g2)
AO* 2,3x10?!
BO* 2,3x10?!
co* 9,3 x 10!
DO* 1,1x103

*0 dias de maturagao.

Soares (2014) relatou em sua pesquisa na regido do Triangulo Mineiro que os nimeros de coliformes
totais foram acentuadamente reduzidos aos cinco dias de maturacdo em temperatura ambiente, mas ja aos
trés dias, atingiu os padrdes preconizados pela legislac3o, que é de no méaximo 5x10% UFC.g para coliformes
termotolerantes, segundo a Legislacdo Estadual (MINAS GERAIS, 2008). Este periodo de maturagdo,
suficiente para a redugao a niveis aceitaveis de coliformes totais sé foi observado ao final de sete semanas
por Santos (2010). Ja Martins (2006) verificou que eram necessarios seis dias para a redugao das contagens.

Com relagdo aos niveis de contaminagdo por coliformes totais em 127 amostras de queijo coalho
analisados, 56 (44,1%) nao apresentaram crescimento deste microrganismo, 15 (11,8%) apresentaram
contagem entre 10" UFC.g? e 5x10%2 UFC.g! e 56 (44,1%) tinham mais de 5x102 UFC.g'* (DUARTE et al., 2005).

Com relagdo aos niveis de contaminac¢do por coliformes termotolerantes todos os queijos com o
tempo 0 dias de maturacdo (4 amostras/12 repeticdes) apresentaram contaminacdo. Porém com o resultado
de 2,3x10' NMP.g?, pode-se considerar permitido para o consumo humano, ja que estd abaixo do maximo
tolerado pela legislacdo de 5x10°NMP.g* para queijos com alta umidade <46% (MINAS GERAIS, 2008; BRASIL,
2001). Conclui-se que no tempo O dias para coliformes termotolerantes, o Queijo Minas Artesanal do
Triangulo Mineiro enquadra nos parametros exigidos pela legislagcdo vigente, sendo préprio para o consumo
humano sem danos a salde.

Uma observacgdo a se destacar foi que todos os queijos analisados com mais de 10 dias de maturagao
ndo apresentaram contaminagdo nem para coliformes totais, tdo pouco para termotolerantes, somente as
amostras com 0 dias, conforme Figura 5. Com excecdo da queijaria D que ndo apresentou coliformes
termolerantes em nenhum tempo de maturagdo, os outros apresentaram uma média de 2,3x10' NMP.g"

YTabela 4).

Tabela 4: Valores obtidos para de coliformes termotolerantes nos Queijos Minas Artesanais nas queijarias analisadas.

QUEIJARIA Coliformes Termotolerantes
AO* 2,3x10!
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BO* 2,3x10!
co* 2,3x10!
DO* <3

*0 dias de maturagao.

Soares (2014) em sua pesquisa com o Queijo Minas Artesanal em Uberlandia/MG mostrou que
apesar da reducgdo acentuada das contagens médias de E. coli aos cinco dias de maturagdo, somente apos 12
dias, as contagens atingiram o padr3o legal exigido, que é de no maximo 102 UFC.g* (MINAS GERAIS, 2008).

Trinta e duas amostras (80%) apresentaram coliformes a 35°C acima do permitido na legislacdo em
Queijo Minas Artesanal do Serro. Neste mesmo estudo, vinte e quatro amostras (60%) apresentaram
coliformes a 452C acima de 5x10% UFC.g! (BRANT et al., 2007). Em queijos artesanais comercializados em
feiras livres de Uberlandia/MG as contagens de coliformes totais variaram de 5x10' NMP.g" a 1,6 x10° NMP.g"
! enquanto que as de coliformes termotolerantes ficaram entre 2x10' NMP.g ' a 1,6 x10* NMP.g-1 (REZENDE
et al., 2010).

Em QMA de Araxa, as contagens de coliformes a 30°C e Escherichia coli variaram de 0 UFC.g?! a
3,2x10° UFC.gt, com média de 1,5x10* UFC.g?, e de 0 UFC.g' a 1,7x10° UFC.g?, com média de 10° UFC.g?,
respectivamente (ARAUJO, 2004). Contagens inferiores foram encontradas em queijo do Serro, em que
coliformes a 30° C resultaram em contagens médias de 4,4x10% UFC.g* e Escherichia coli de 1,7x10% UFC.g*

(SANTOS, 2010).

Figura 5: Andlise de Coliformes Totais e Termotolerantes.

Salmonella spp.

A contaminagdo do Queijo Minas Artesanal por Salmonela spp. pode ocorrer devido ao controle
inadequado de temperatura, manipula¢do incorreta ou contaminagdo cruzada. Estudos em queijos
contaminados por Salmonella spp. demonstram a capacidade destas bactérias de se manterem viaveis por
longo periodo, o que ressalta a importancia do controle de qualidade microbiolégica do produto, visto que a
legislagdo brasileira estabelece auséncia desta bactéria em alimentos (CASTRO, 2015).

A pesquisa aqui exposta, a Salmonella spp. ndo foi evidenciada em nenhuma das 48 andlises (Figura
06). Conclui-se que todas as amostras estavam dentro do padrao exigido na legislacdo.

Em contrapartida a este estudo, um trabalho com queijo maturado, sob refrigera¢do, do Serro, uma
de oito amostras, no periodo das aguas, apresentou Salmonella spp. aos 8 e 15 dias de maturacdo. Aos 22
dias, Salmonella spp. ndo foi mais isolada (MARTINS, 2006). De forma semelhante, Salmonella sp. foi

verificada em uma das 20 amostras de Queijos Minas Frescais comercializado na cidade de Uberlandia - MG
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(GRANDI et al., 2006).

Sousa et al. (2006) encontraram 30% das amostras positivas para Salmonella spp. em Queijos Minas
Meia Cura informais vendidos na cidade de Jacarei-SP. Em trabalho semelhante a bactéria foi detectada em
9% das amostras de Queijo de Coalho e em 15% das de Queijo de Manteiga produzidos no estado do Rio
Grande do Norte (FEITOSA et al., 2003). Em estudo realizado em Queijos de Coalho, produzidos e
comercializados no estado de Pernambuco, 5,5% das 127 amostras analisadas foram positivas para
Salmonella spp. (DUARTE et al., 2005).

Com resultados semelhantes ao deste estudo, nenhuma amostra de queijo apresentou
contaminacdo por Salmonella spp. em analise de QMA do Serro (BRANT et al., 2007), QMA de Araxa (ARAUJO,
2004), QMA de Campo das Vertentes (OLIVEIRA, 2010) e QMA comercializado em feiras livres (REZENDE et
al., 2010).

Listeria monocytogenes

No Brasil e em outros paises em desenvolvimento, além da falta de preocupacdo por parte das
autoridades de saude publica em relacdo a sua disseminagdo, ndo ha estatisticas oficiais de casos de
listeriose, pois sua notificagdo ndo é de carater obrigatério. Este fato pode justificar a baixa incidéncia
reportada no pais. Entretanto, a listeriose representa relevante risco a saude publica, pela severidade das
sequelas e do alto indice de mortalidade em populagdes de risco (20% a 30%), como individuos
imunocomprometidos, idosos e gestantes (CRUZ et al., 2008).

No presente trabalho, quatro amostras de queijo apresentaram suspeita de Listeria monocytgenes.

Porém a unica confirmacao realizada foi do género, sendo Listeria spp. (Tabela 5).

Tabela 5: Valores obtidos para Listeria spp. nos Queijos Minas Artesanais nas queijarias analisadas.

Queijaria Tempo de maturagdo Diluigdo Listeria spp.
A 0 dias -1 5 coldnias
0 dias -1 6 coldnias
B 10 dias -1 5 coldnias
20 dias -1 2 coldnias

Constata-se na pesquisa que a presenca de Listeria spp. no Queijo Minas Artesanal de Monte
Carmelo/MG esta em desacordo com a legislacdo vigente, que ndo tolera a presenca de quaisquer espécies
de microrganismos patogénicos, no item alimentar. As col6nias tipicas de Listeria spp. foram submetidas a
coloragdo de gram para confirmacgdo de gram-positivas, além de sua forma em bastonetes e com flagelos. O

resultado resultou na confirmacdo do género Listeria spp. nas amostras. Apds essa etapa ndo houve

Revista Ibero-Americana de Ciéncias Ambientais Page | 634
v.11-n.6 * OutaNov 2020



Caracterizagdo dos aspectos microbioldgicos do Queijo Minas Artesanal de Monte Carmelo/MG
REZENDE, S. D. C.; JERONIMO, M.; REZENDE, D. C. V.; BARROS, M. M.; SILVA, E. L.; TEIXEIRA, P. T. R.; SOUZA, J. A. R.; MOREIRA, D. A.

confirmacao da espécie monocytogenes.

Em nenhuma amostra de queijo apresentou contaminagao por Listeria monocytogenes. Em analise
de QMA do Campo das Vertentes (CASTRO, 2015), QMA de Araxa (ARAUJO, 2004), QMA de Campo das
Vertentes (OLIVEIRA, 2010) e QMA comercializado em feiras livres (REZENDE et al., 2010). Mata (2009) nao
isolou L. monocytogenes em nenhuma das 48 amostras Queijos Minas Artesanal (um tipo minas com cura
curta) provenientes da regido do Serro (MG), assim como Velloso et al. (2003) em queijo minas Araxa.

Ao contrario das pesquisas anteriores, Raimundo (2013), encontrou das 165 amostras analisadas, 53
apresentaram col6nias suspeitas de Listeria spp. nos agares Palcam ou Oxford. De cada uma dessas 53
amostras, 5 colonias foram purificadas em TSA, totalizando 265. Das 265 colonias, 103 foram classificadas
como género Listeria pelas provas: motilidade, reducdo de nitrato, catalase e gram. Das 103, somente 11
foram confirmadas como Listeria monocytogenes pelo exame de Proteina-C Reativa (PCR).

Como ja citado, de maneira geral a ocorréncia do agente em queijos no Brasil é baixa, mas a literatura
ressalta que diversos autores encontraram altas populacdes de coliformes nos produtos analisados e
sugerem que a baixa ocorréncia de L. monocytogenes em queijos pode ser resultado das altas popula¢des de
coliformes presentes nesses produtos, por competirem com a Listeria no alimento e interferirem no

isolamento do patégeno (RAIMUNDO, 2013).

CONCLUSOES

Os resultados microbiolégicos, foram identificadas contagens toleraveis de Staphylococcus aureus,
estando dentro dos padrées permitidos pela RDC n212/2001, de no méaximo 10 NMP/g, ja o Staphylococcus
spp. apresentou um alto numero nas placas, porém nao ha parametros que determinem o maximo toleravel.
A andlise de Salmonella resultou na auséncia da bactéria em todas as amostras, em contrapartida o estudo
sobre a Listeria resultou na sua presenca em 6 amostras, porém ndo foi confirmada como Listeria
monocytogenes, corroborando para a influéncia do periodo de maturacdo sobre as contagens de
bioindicadores e presenca de patogenos.

Logo, este estudo demonstrou que o periodo de maturacdo em que as amostras de Queijo Minas
Artesanal apresentaram conformidade com a legislacdo vigente foi de no minimo 10 dias. Logo, ha
necessidade de estabelecer novos periodos para comercializagdo dos mesmos, de forma a garantir a
seguranca do consumidor e as caracteristicas do queijo. Este estudo colabora para outros serem realizados
tanto pela EMATER quanto IMA. Este seria, entdo, o primeiro passo para a defini¢cdao do periodo de maturagdo
ideal para que o Queijo Minas Artesanal da regido se adeque aos pressupostos de um alimento seguro.

Fazem-se necessdrios incentivos tanto na esfera Municipal quanto Estadual para continuo
desenvolvimento da Regido Triangulo Mineiro como produtora de QMA, bem como para a melhoria dos
gueijos nela produzidos, de maneira a oferecer a populacdo e a sua gama de turistas um produto seguro e

de qualidade microbioldgica que atenda a legislacdo vigente e com caracteristicas sensoriais Unicas.
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