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A IMPORTANCIA DAS BACTERIAS LATICAS NA SEGURANCA
E QUALIDADE DOS QUEIJOS MINAS ARTESANAIS

The role of lactic acid bacteria in the safety and quality of Minas
artisanal cheeses

Marina Barroso de Antonio'”, Beatriz Martins Borelli'

RESUMO

O queijo Minas artesanal ¢ um produto que possui aroma, textura e sabor inicos,
além de sua producio fazer parte de toda uma tradi¢do e cultura familiar. O leite cru,
matéria prima para fabricagdo desse queijo, possui naturalmente microrganismos
benéficos, conhecidos como bactérias acido-laticas, responsaveis pelas caracteristicas
organolépticas e seguranca microbiologica do queijo, uma vez que produzem
diversas substancias durante sua maturagdo, inclusive antimicrobianas, que podem
ser antagonistas de patdgenos. A seguinte revisdo apresenta informagdes sobre a
atividade antagonista das bactérias laticas e sua capacidade de garantir a seguranga
e qualidade do queijo artesanal.
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ABSTRACT

Artisanal Minas cheese is a product that has a unique aroma, texture, and
flavor, in addition, its production is part of a family tradition and culture. Raw milk,
the raw material used for making this cheese, naturally has benefic microorganisms,
known as lactic acid bacteria, responsible for the organoleptic characteristics and
microbiological safety of the cheese, since they produce many substances during
ripening, including antimicrobials, which can be antagonists of pathogens. The
following review presents information on the antagonistic activity of lactic acid
bacteria and their ability to guarantee the safety and quality of artisanal cheese.
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INTRODUCAO

A produgdo de queijos artesanais baseia-
se na tradi¢do e cultura historica de um povo
ou regido e s@o fabricados utilizando técnicas
passadas de geracdo em geragdo que nem
sempre atendem ao padrdo sanitario previsto
nas legislagdes ou nas Boas Praticas de
Fabricagdo. Apesar disto, a procura por esses
produtos consiste na busca por um alimento
de origem conhecida, elaborado de forma
artesanal, com utilizag@o de insumos naturais,
podendo o consumidor ter contato direto com
o produtor, gerando uma relagdo de confianca,
ao contrario do produto industrializado, em
que ndo se conhece o processo de producao
(ZUIN; ZUIN, 2008; CRUZ; SCHNEIDER,
2010).

No estado de Minas Gerais, um dos
principais produtos tradicionais é o Queijo
Minas Artesanal produzido a partir do
leite cru, ndo pasteurizado. Pelo fato desse
tipo de queijo ser fabricado com leite ndo
pasteurizado, pode ocorrer a presenca
ou contaminag¢do por microrganismos
patogénicos indesejaveis como coliformes,
Staphylococcus aureus, Listeria ssp., Brucella
ssp., Salmonella ssp. e outros, podendo causar
intoxicagdes e/ou infecgdes alimentares e em
alguns casos levar a morte (OLIVEIRA, 2014;
MELLO et al. 2010).

Porém, entre os surtos de intoxicagdo
alimentar, aqueles causados pela ingestdo de
queijos artesanais ndo t€ém maior prevaléncia,
possivelmente devido a outros fatores de
proteg¢do que esses queijos apresentam. Um
desses fatores ¢ a presenga de bactérias
laticas capazes de produzir diversos meta-
bolitos, dentre eles as bacteriocinas, que
apresentam efeitos toxicos contra bactérias
patogénicas (HEREDIA-CASTRO et al.,
2017; OLIVEIRA, 2014).

O fermento utilizado na fabricacdo do
queijo Minas artesanal ¢ conhecido como
pingo, que corresponde ao soro que escorre

dos queijos cobertos com sal grosso que
foram produzidos no dia anterior, rico em
bactérias. Essas bactérias sdo as bactérias
laticas, responsaveis pela fermentagdo, matu-
racdo, sabor e texturas Unicos desse queijo.
Além disso, essas bactérias sdo capazes de
inibir o crescimento de patdogenos no queijo,
melhorando a qualidade e seguranca micro-
biologica desse produto (AMORIM, 2013).
Este trabalho de revisdo teve como
objetivo apresentar informag¢des sobre a
atividade antagonista das bactérias laticas
sobre possiveis microrganismos patogénicos
presentes no queijo Minas artesanal.

REFERENCIAL TEORICO
Os queijos Minas artesanais

No estado de Minas Gerais, o inicio da
producdo queijeira ocorreu no século XVIII,
trazida pelos portugueses que ja fabricavam
0 queijo na Serra da Estrela, em Portugal,
e a partir de entdo essa cultura se firmou,
principalmente neste estado, tornando-se
uma heranga que foi passada de geragdo em
geracdo. Atualmente o modo artesanal de
fazer o Queijo Minas ¢é reconhecido como
Patrimoénio Cultural Imaterial Brasileiro pelo
IPHAN (BRASIL, 2008; RAFAEL, 2017).
Hoje existem sete regides reconhecidas como
produtoras tradicionais do queijo Minas
artesanal: Araxa, Campos das Vertentes,
Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro e
Tridngulo Mineiro (EMATER, 2019).

O queijo Minas artesanal ¢ um produto
elaborado a partir do leite cru, conforme a
tradi¢@o historica e cultural de cada regido,
ndo apresentando uma padronizacdo, por ser
produzido em diferentes locais com diferentes
processos de producdo, possuindo uma
diversidade de sabores e texturas de acordo
com o ambiente, o clima, o tipo de pastagem
e o fermento utilizado (OLIVEIRA, 2014;
LIMA; LEAL, 2017; RAFAEL, 2017).
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E comum a todos os processos de
fabricagdo do queijo Minas artesanal o uso
do fermento enddgeno, ou pingo. Todo o
processo fermentativo é conduzido pela
microbiota presente no leite ¢ no ambiente,
sendo representada, em sua maior parte,
por bactérias acido-laticas (RAFAEL, 2017;
AMORIM, 2013). A microbiota presente em
cada produto depende das caracteristicas
do ambiente e do tipo de nutri¢do dos ani-
mais, variando de acordo com o local da
producio. Por isto cada queijo apresenta suas
proprias peculiaridades, apresentando grande
variabilidade entre cada tipo (OLIVEIRA,
2014).

A maturagdo dos queijos é de suma
importancia para garantir a qualidade do
produto. Depende de diversos fatores,
como temperatura ¢ pH adequados para
o desenvolvimento das bactérias acido-
laticas, possibilitando obter as caracteristicas
sensoriais desejadas e a seguranca micro-
biologica do produto final (RESENDE, 2014;
RAFAEL, 2017; PEHRSON, 2017).

Durante a maturagao ocorre 0 processo
de fermentagdo do agucar do leite, com a
producdo de uma grande quantidade de enzi-
mas proteoliticas, glicoliticas e lipoliticas,
responsaveis pelo desenvolvimento da textura
e flavor dos queijos, e, sdo produzidos,
também, acido latico e outras substincias
antimicrobianas, como as bacteriocinas,
controlando e inibindo o crescimento da
microbiota patogénica indesejavel (RAFAEL,
2017).

Devido a esta variedade de processos de
fabricagdo e por se utilizar o leite cru, sem o
tratamento térmico pela pasteurizacdo, o queijo
artesanal encontra diversos entraves em sua
regulamentacdo. A primeira regulamentagao
sobre os queijos artesanais foi a Resolugdo
n°® 7, de 2000, do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), que
estabelecia um periodo de maturagdo de 60
dias paras os queijos fabricados com leite

cru, periodo esse considerado muito longo,
podendo comprometer as caracteristicas
sensoriais do queijo artesanal (BRASIL, 2000;
DINIZ, 2013; RAFAEL, 2017).

Apos diversos estudos, foi publicado o
Decreto n°® 44.864, de 1° de agosto de 2008,
permitindo a comercializag¢do, apenas dentro
do estado de Minas Gerais, de queijos com
menos de 60 dias de maturacao, desde que sua
seguranga fosse comprovada. Porém, como
forma de esclarecer diversas questdes, esse
Decreto foi reformulado através da publicagio
da Instrugdo Normativa n° 57, de 2011, pelo
MAPA, permitindo a comercializagdo em
outros estados brasileiros, sendo atualizada
(revogada) pela Instru¢do Normativa n° 30
de 07 de agosto de 2013 (MINAS GERAIS,
2008; RAFAEL, 2017; BRASIL, 2011;
BRASIL, 2013; DINIZ, 2013).

Em 2012 foi publicada, em Minas
Gerais, a Lei n°® 20.549, que estabelece como
obrigagdo do estado a fiscalizagdo de todo
processo produtivo do queijo Minas artesanal,
além de reconhecer outras novas variedades
de queijos artesanais (MINAS GERALIS, 2012;
DINIZ, 2013).

O periodo de maturagdo do queijo Minas
artesanal, feito com leite cru, foi determinado
através da Portaria n°1305 do IMA (Instituto
Mineiro de Agropecuaria), definindo um
periodo de 17 dias de maturagdo para o queijo
do Serro e 22 dias para Canastra, Araxa,
Cerrado ¢ Campo das Vertentes (MINAS
GERAIS, 2013).

Por fim, em 18 de dezembro de 2018,
entrou em vigor a Lei n® 23.157, revogando
a lei de 2012, e, juntamente com a Lei
Federal n° 13.680/2018, oficializa a produgéo
artesanal de queijo, reconhecendo diferentes
variedades e tipos de queijos, que deverao ser
identificados, em todo territorio nacional, pelo
selo ARTE, sendo inspecionado e fiscalizado,
prioritariamente, de maneira orientadora,
a fim de capacitar os produtores (MINAS
GERAIS, 2018; BRASIL, 2018).
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Seguranc¢a microbiolégica

Afirmar que um alimento ¢ seguro
significa dizer que ele ndo oferece risco a
satde do consumidor, ou seja, é um produto
fabricado com os cuidados higiénicos-
sanitarios necessarios, livre de qualquer perigo
fisico, quimico ou biolégico (RESENDE,
2014).

As intoxicagdes e infecgdes alimentares,
também conhecidas como Doengas Trans-
mitidas por Alimentos, provocadas por
microrganismos patogénicos, tém aumentado
e sdo consideradas uma importante causa
de morte, ja que a contaminagdo alimentar
¢ bastante comum devido a presencga de
microrganismos no ambiente, nos animais,
plantas e no proprio homem (AMORIM,
2013).

Uma das principais causas de conta-
minacdo de alimentos ¢ a manipulagdo
inadequada, tanto da matéria-prima quanto
dos utensilios de trabalho, devido a uma
higienizacdo deficiente dos equipamentos
e pessoal, como higienizagdo incorreta
das maos, conversar ou tossir durante o
preparo dos alimentos, e a ndo utilizacdo de
Equipamentos de Proteg@o Individual (EPI),
como toucas, aventais, mascaras e luvas
(SILVA, 2015).

O leite, utilizado na producédo do
queijo, se encontra estéril dentro do ubere de
um animal saudavel. Entretanto, durante o
processo da ordenha, o leite passa a ter contato
com o meio externo e todos os possiveis
microrganismos, sendo necessaria uma correta
higienizagdo do manipulador, do Ubere e
dos utensilios utilizados, a fim de minimizar
a contaminagdo do leite. Além disso, o
processo de pasteurizacdo, que consiste no
tratamento térmico do leite, pode eliminar os
microrganismos patogénicos (DINIZ, 2013).

Os queijos artesanais, por serem fa-
bricados utilizando leite cru e técnicas
tradicionais de origem familiar e cultural, sem

o uso de procedimentos tecnoldgicos, como
a pasteurizagdo, podem conter patdogenos.
Porém, mesmo os queijos fabricados com leite
pasteurizado podem sofrer contaminagdo, caso
ocorra falhas durante sua manipulagao devido
a higienizagao deficiente (CARVALHO, 2015;
DINIZ, 2013).

Para que os queijos artesanais sejam
considerados seguros € necessario que o
leite seja proveniente de um rebanho sadio,
que a agua destinada a producdo do queijo
seja de qualidade e o processamento e
estocagem sejam feitos de maneira higiénica,
a fim de manter pardmetros microbiologicos
recomendados (RESENDE, 2014; DINIZ,
2013).

Um leite de qualidade ndo deve conter
bactérias patogénicas, nem corpos estranhos
ou produtos quimicos como antibidticos,
indicando que as vacas eram sadias ¢ o
rebanho ndo apresenta nenhuma doenga
infectocontagiosa. Além disso, a agua
utilizada durante todo processamento do
leite até o queijo deve estar dentro dos
padrdes fisicos, quimicos e microbioldgicos,
evitando a contamina¢do do produto por
microrganismos indesejaveis veiculados pela
agua (CARVALHO, 2015).

Existem alguns padrdes microbiologicos,
exigidos pela Resolugdo RDC n°12/2001
(BRASIL, 2001), baseados na contagem
maxima aceitavel de microrganismos
presentes no queijo, para que o Queijo Minas
Artesanal apresente seguranga alimentar e seja
aceito no mercado consumidor. Os pardmetros
microbiologicos avaliados sdo: presenca de
coliformes a 30 °C e 45 °C, Staphylococcus
coagulase positiva, Listeria sp. e Salmonella
sp., sendo que apenas a presenca de Listeria
ou Salmonella, independente da contagem,
¢ inaceitavel (BRASIL, 2001; RESENDE,
2014).

Os coliformes totais ou a 30 °C sdo
bactérias Gram negativas, em forma de
bacilos, encontradas nas fezes, no meio
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ambiente e no solo. Fazem parte desse
grupo os géneros Enterobacter, Escherichia,
Citrobacter e Klebsiella. Apenas a Escherichia
coli é colonizadora primaria do trato intestinal
de animais e do homem. Sao utilizados como
indicadores higiénico-sanitérios e sua presenga
nos queijos ou em outros alimentos indica que
houve deficiéncia nos processos de limpeza,
producdo e estocagem, com contaminagao
durante ou apds o processamento (DINIZ,
2013; CARVALHO, 2015; RESENDE, 2014).

Ja os coliformes termotolerantes ou
a 45 °C, quando presentes, indicam que
possivelmente houve contato do alimento
com material de origem fecal e o principal
indicador dessa contaminacdo é a E. coli,
presente em aproximadamente 90% dos
casos. Essa bactéria ¢ patogénica e causadora
de gastroenterites agudas e hemorragicas
(CARVALHO, 2015; AMORIM, 2013)

O género Staphylococcus inclui diversas
espécies de bactérias, sendo a mais importante
a Staphylococcus aureus coagulase positiva,
pois € a principal responsavel por intoxicagdes
alimentares devido a producdo de toxinas,
que, mesmo apds a destruicdo da bactéria,
pelo tratamento térmico, permanecem ativas
nos alimentos (RESENDE, 2014; AMORIM,
2013). A presenga de S.aureus nos queijos ou
outros alimentos esta relacionada a manipulagao
indevida, j4 que esse microrganismo pode ser
encontrado em humanos e animais, colonizando
a pele, as narinas e outras cavidades externas
do corpo. Pode estar associada também a casos
de mastite bovina (DINIZ, 2013; RESENDE,
2014).

A Salmonella sp. é um importante
patoégeno gastrointestinal, responsavel por
graves intoxicagdes alimentares. Encontra-
se amplamente distribuida no ambiente e
pode sobreviver em alimentos por um longo
periodo de tempo, sendo considerada um
grave problema de saude publica. Devido a
isto, foi estabelecido pela legislacdo brasileira
a sua auséncia em 25 gramas de amostra de

qualquer alimento (DINIZ, 2013; AMORIM,
2013).

Fazem parte do género Listeria seis
espécies principais, a L.monocytogenes,
L.ivanovii, L.seeligeri, L.innocua,
L.welshimeri e L.grayi, sendo a
L.monocytogenes considerada a mais
patogénica e de alta letalidade. E encontrada
principalmente no solo e em vegetais,
podendo facilmente contaminar alimentos in
natura, como o leite cru e o queijo artesanal,
e representando uma importante parcela dos
casos de infeccdo alimentar. Por isto, assim
como a Salmonella, deve estar ausente em
25 gramas de amostra alimentar (AMORIM,
2013; RESENDE, 2014).

As bactérias acido-laticas

As bactérias acido-laticas (BAL) sdo
Gram-positivas, catalase negativa, nao
patogénicas, sendo os principais micror-
ganismos cultivaveis, presentes no leite
cru, representando 20% a 30% das espécies
(PEHRSON, 2017; RAFAEL, 2017). Os
géneros, na maior parte do leite bovino, sdo
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus
(PEHRSON, 2017).

As BAL sio responsaveis pela fermen-
tacdo do leite e podem ser divididas em dois
grupos distintos, as homofermentadoras, que
produzem, principalmente, acido latico, ao
fermentar a glicose, € as heterofermentadoras,
que geram outros produtos como lactato,
dioxido de carbono, acido acético, diacetil
e etanol (OLIVEIRA, 2014; BRUNO;
CARVALHO, 2009).

A microbiota fermentadora é formada,
inicialmente, por bactérias do género
Lactococcus, acidificadoras, convertendo
rapidamente a lactose em 4cido latico. Por
crescerem em pH entre 6,0 e 6,5 e serem
sensiveis ao sal, sua presenca ¢ reduzida
durante o processo de maturagdo, a medida
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que o pH diminui e a concentracdo do sal
aumenta (BRUNO; CARVALHO, 2009;
OLIVEIRA, 2014).

Com o avangar do tempo de maturagao,
as bactérias dominantes passam a ser do
género Lactobacillus, mais resistentes
ao sal e tolerantes ao meio 4acido
(OLIVEIRA, 2014). Essas sdo divididas
em trés grupos, de acordo com o produto
final da fermentagdo. O primeiro grupo ¢é
formado por bactérias homofermentadoras,
como L. delbrueckii subespécies lactis
e bulgaricus, e L. helveticus. O segundo
grupo inclui bactérias heterofermentadoras
facultativas, como L. casei, L. paracasei e L.
plantarum. No terceiro grupo encontram-se
bactérias heterofermentadoras obrigatdrias,
responsaveis por produzir gas e sabores
indesejaveis no queijo, durante a cura,
porém, esses lactobacilos ocorrem em menor
frequéncia (BRUNO; CARVALHO, 2009).

O género Streptococcus possui apenas
uma espécie fermentadora, a S.thermophilus,
muito utilizada na fermentacdo de queijos
de massa cozida, devido sua resisténcia
ao aquecimento e por suportar uma alta
concentra¢do de NaCl. Fermenta rapidamente
a lactose em acido latico e seu uso pode ser
combinado com Lactobacillus, capaz de
fermentar também a galactose, que ndo ¢
utilizada pelo S.thermophilus (ANDRADE,
2009; BRUNO; CARVALHO, 2009).

As bactérias acido-laticas dos géneros
Enterococcus e Leuconostoc sdo responsaveis,
principalmente, pelas caracteristicas orga-
nolépticas dos queijos, utilizando o citrato para
producdo de compostos aromaticos volateis.
Fazem parte da microbiota secundaria e, por
crescem em uma ampla faixa de temperatura,
sdo encontradas tanto nos queijos de leite
cru como nos de massa cozida (BRUNO;
CARVALHO, 2009; ANDRADE, 2009).

Os Enterococcus, apesar de fazerem parte
da microbiota latica no queijo, produzindo
compostos aromaticos e enterocinas capazes

de inibir diversos patogenos, sua presenga
nos alimentos ¢ bastante contestada, ja que
sdo bactérias que estdo presentes no trato
gastrointestinal de mamiferos, podendo agir
como um patéogeno oportunista, podendo
indicar condi¢do de higiene inadequada e
possivel contaminagdo fecal dos alimentos
(RESENDE et al., 2011; LUIZ et al., 2016;
BRUNO; CARVALHO, 2009; LIMA et al.
2009).

O acido latico produzido pelas BAL,
durante a fermentacgdo, acelera o processo
de coagulacdo do leite e contribui para o
desenvolvimento das caracteristicas sensoriais
do queijo, como o sabor, aroma e textura.
Porém, uma das principais fun¢des do acido
e de outros metabdlitos produzidos com a
fermentagao ¢ a atividade antimicrobiana e a
conservagdo dos alimentos (RAFAEL, 2017;
ANDRADE, 2009).

Compostos antagonicos produzidos pelas
BAL

Atualmente a atividade antimicrobiana
das BAL tem sido bastante estudada. Essa
acdo ¢ devido a produgdo de acidos organicos
e bacteriocinas, que antagonizam e inibem o
crescimento de microrganismos competidores
e patogénicos, sendo utilizadas como
bioconservadoras dos alimentos (OLIVEIRA,
2014; RAFAEL, 2017).

As bacteriocinas sdo peptideos anti-
microbianos sintetizados no ribossomo e
secretados no meio extracelular, apresentando
residuos de varios aminoacidos, o que lhes
confere carater cationico, hidrofobico e
anfipatico, além de possuir acdo bactericida ou
bacteriostatica, atuando, preferencialmente,
contra bactérias Gram positivas (HEREDIA-
CASTRO et al., 2017; COSTA, 2016;
ANDRADE, 2009).

A classificacdo das bacteriocinas ¢
feita de acordo com suas caracteristicas
bioquimicas e estrutura, sendo dividida em
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cinco classes. A classe I sdo os lantabioticos,
formada por peptideos de baixo peso
molecular, resistentes a altas temperaturas
e mudangas de pH, e possuem aminoacidos
modificados na sua estrutura, como lantionina
e B-lantionina. A nisina, que ¢ a Unica
bacteriocina atualmente aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration), como sendo
segura para uso em alimentos (Generally
Reconized as Safe- GRAS), faz parte dessa
classe (COSTA, 2016; HEREDIA-CASTRO
etal.,2017).

A classe II, ou ndo lantabioticos, ¢
formada por pequenos peptideos, sem ami-
noacidos modificados, e resistentes ao calor.
E subdividida em cinco subclasses, 1la, IIb,
Ilc, IId e IIe. Na subclasse Ila encontram-se
bacteriocinas com alta capacidade de inibi¢do
de Listeria sp., como a enterocina, produzida
pelos enterococos, € a pediocina, produzida por
Pediococcus ssp., que possui também efeito
antagonistico sobre S. aureus e Clostridium
perfringens (ANDRADE, 2009; HEREDIA-
CASTRO et al., 2017, COSTA, 2016).

A pediocina é mais efetiva do que a
nisina na inibi¢do de patdégenos como S.
aureus, L. monocytogenes, e Gram negativos
como Pseudomonas e E. coli. Além disso, é
estavel um uma ampla faixa de pH e resiste
ao aquecimento ou congelamento (SILVA et
al., 2018a).

Os peptideos de alto peso molecular
fazem parte da classe III. Ja a classe IV ¢
composta por grandes peptideos, de estrutura
complexa, associados a carboidratos ou
lipidios. E, por ultimo, a classe V, formada por
peptideos de estrutura circular (HEREDIA-
CASTRO et al., 2017).

A maioria das bacteriocinas atua na
membrana citoplasmatica dos microrganismos,
levando a formacdo de poros. Essa agdo se
inicia através da atragdo eletrostatica das
bactérias, que possuem fosfolipidios de
membrana carregados negativamente, com
as bacteriocinas, carregadas positivamente,

possibilitando sua ligagdo. Assim, apos a
ligacdo, as bacteriocinas conseguem penetrar
na membrana alvo, formando poros ou
canais i6nicos, permitindo a despolarizagao
com extravasamento de ions de potassio,
aminodcidos e componentes de baixo peso
molecular, levando a diminuig@o do gradiente
eletroquimico e da sintese de proteinas,
DNA e RNA, causando a morte da bactéria
(COSTA, 2016; HEREDIA-CASTRO et al.,
2017; ANDRADE, 2009).

A utilizagdo das bacteriocinas como
bioconservantes apresenta diversas vantagens,
como redu¢do das intoxicagdes alimentares,
aumento da vida util dos produtos e reducgao
de gastos com conservantes. Além disso, ndo
sdo toxicas, sdo biodegradaveis, digestiveis
e seguras (ANDRADE, 2009; HEREDIA-
CASTRO et al., 2017).

A nisina foi a primeira bacteriocina
a ser comercializada, tendo seus efeitos
antimicrobianos demonstrados através da
capacidade de inibir o crescimento de S.
aureus no queijo Minas frescal, sem alterar
suas caracteristicas sensoriais e fisico-
quimicas (HEREDIA-CASTRO et al.,2017).

Como as bacteriocinas sdo termoestaveis
e suportam variagdes de pH, seu uso ¢ viavel
no processamento de queijos, podendo ser
introduzidas através da adigdo de BAL, que
ja estdo presentes no queijo artesanal, por
serem feitos com o leite cru. E possivel,
também, purificar o antimicrobiano, como,
por exemplo, a nisina, e aplica-lo diretamente
no alimento (ANDRADE, 2009; COSTA,
2016). Outra maneira ¢ a aplicagdo da
bacteriocina parcialmente purificada e ligada
a um transportador, que permite a liberagao
continua de acordo com o gradiente do meio
(COSTA, 2016).

As BAL, por serem consideradas
microrganismos GRAS, podem ser utilizadas
com seguranga para produg@o e conservagao
de alimentos. Com isto, apesar de apenas
a nisina ser aprovada pelo FDA, outras
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bacteriocinas tém sido isoladas para serem
aplicadas com o mesmo fim (COSTA, 2016,
ANDRADE, 2009).

Além das bacteriocinas, as BAL pro-
duzem também outras substdncias anti-
microbianas, como o diacetil e o peroxido de
hidrogénio. O diacetil é produzido a partir
da fermentacdo do citrato. Age bloqueando
o sitio de ligacdo da enzima responsavel pela
utilizagdo da arginina, inibindo a sintese
de proteinas essenciais. E considerado um
antimicrobiano de amplo espectro (GUEDES
NETO, 2008; RAFAEL, 2017). O perdxido
de hidrogénio, produzido na presenga de
oxigénio, atua como oxidante, desnatu-
rando enzimas de membrana das bactérias,
aumentando assim sua permeabilidade.
Além disso, na presenga de leite cru, que ¢
o usado na produgdo dos queijos artesanais,
o peroxido de hidrogénio oxida o tiocianato,
componente natural do leite, gerando diversos
compostos antimicrobianos (JERONYMO,
2013; CAMARA, 2012; RAFAEL, 2017).

Atividade antagonista

As bactérias 4cido-laticas com maior
potencial de inibi¢do de patdogenos presentes
nos queijos Minas artesanais, de acordo com
estudos realizados por Cunha (2018), Oliveira
(2012), Rafael (2017) e Andrade et al. (2014),
sdo as do género Lactobacillus. Também foi
demonstrada atividade antagonista de bacilos
em queijo coalho artesanal (GUEDES NETO
et al., 2005) e queijo Minas frescal (GERIA
etal., 2014).

Campagnollo et al. (2018) e Seixas
(2014) constataram a acdo de Enterococcus
contra bactérias patogénicas, como Listeria
e Salmonella. No artigo de Seixas (2014),
Enterococcus foi o principal antagonista da
Salmonella. Resultados semelhantes foram
encontrados em outras pesquisas, como a de
Dias (2014), em queijo coalho, que verificou
maior inibi¢do de E. coli e S. aureus por

Enterecoccus, e Giazzi (2017), que mostrou
também a inibicdo de Listeria innocua e L.
monocytogenes no queijo Minas frescal.

Devido ao fato das bacteriocinas
apresentarem melhor espectro de agdo contra
bactérias Gram positivas, patdgenos como
Salmonella typhimurium e Escherichia coli
sdo mais resistentes a agdo antimicrobiana
(CUNHA, 2018; BRUMANO, 2016; SEIXAS,
2014; ANDRADE et al., 2014; ALEXANDRE
etal.,2002). Segundo Rafael (2017), a variada
composicdo de acidos graxos e a menor
concentracdo de fosfolipidios na membrana
celular das bactérias Gram negativas dificulta
a formacao de poros e a agdo das bacteriocinas.
Porém, a inibi¢do de bactérias Gram negativas
pode ser explicada, de acordo com Bordignon-
Junior et al. (2012), pela concentracdo de
bacteriocinas presentes ou a presencga de
acidos capazes de alterar a estabilidade da
membrana das bactérias. Outros fatores
também podem ser responsaveis, como o
diacetil e o peroxido de hidrogénio (GUEDES
NETO, 2008; RAFAEL, 2017).

As BAL sao capazes de inibir um
dos principais agentes de intoxicagdes ali-
mentares, o S. aureus, ¢ também um dos
mais letais, a Listeria, ambos frequentemente
encontrados em produtos in natura e bastante
manipulados, como os queijos artesanais
(RESENDE, 2014; ANDRADE et al., 2014).

O antagonismo entre as BAL pode
ocorrer, porém em menor propor¢do quando
comparada a inibicdo dos patdgenos, como
foi avaliado nos estudos de Cunha (2018),
Andrade et al. (2014), Costa et al. (2013) e
Alexandre et al. (2002). Isto foi demonstrado
também na pesquisa de Guedes Neto et
al. (2005), evidenciando que as BAL ndo
competem entre si e sim atuam de maneira
conjunta, contribuindo com o antagonismo
sobre os microrganismos patogénicos.

Campagnollo et al. (2018) coletaram
amostras de queijos Minas artesanais
de varias regides, produzidos com leite
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cru e pasteurizado inoculados com L.
monocytogenes ¢ BAL selecionadas, para
posterior analise. Nesse estudo foi observado
um maior crescimento de L. monocytogenes
nos queijos feitos com leite pasteurizado
do que nos de leite cru, e a inativagdo da
Listeria foi mais efetiva nos queijos de leite
cru do que nos pasteurizados. Além disso, o
tempo de maturag@o necessario para reduzir
a concentragdo de Listeria foi de 15 dias
no queijo de leite cru e 22 no pasteurizado.
Devido ao fato de a pasteurizagdo eliminar
grande parte da microbiota presente no
leite, inclusive as BAL, o crescimento de
patdgenos, quando presentes, ¢ maior, ja que
houve diminui¢cdo na competi¢do entre as
bactérias e aumento da disponibilidade de
nutrientes.

Conclusdo similar foi obtida por
Chioda et al. (2006), que analisaram queijo
frescal, elaborado com leite pasteurizado,
inoculado com L. monocytogenes, com ou
sem a inoculagdo de cultura latica ou BAL.
No queijo feito sem a utilizacdo de cultura
latica ou BAL ocorreu maior crescimento
de Listeria, ja que a microbiota presente no
queijo nao foi suficiente para controlar o
crescimento do patogeno, por estar reduzida
devido a pasteurizagao.

Resisténcia de bactérias patogénicas ao
processo de maturacio dos queijos

A maturag¢do dos queijos é muito
importante para o desenvolvimento dos
microrganismos desejaveis. Durante esse
processo ocorrem variagdes na temperatura,
concentracao de sal, umidade, pH e atividade
de agua, favorecendo o crescimento da
microbiota enddgena e sua atividade
antagonista frente a bactérias patogénicas
(RAFAEL, 2017; DORES; FERREIRA, 2012;
PAGTHINATHAN; NAFEES, 2015).

Porém, para que a maturacdo seja
eficiente na seguranca microbiologica,

sdo necessarias condi¢des satisfatorias de
higiene antes, durante e apds a fabricagdo
do queijo, evitando uma alta contaminagdo
inicial ou uma recontaminacdo do produto
através de treinamentos e Boas Praticas de
Fabricagdo (BPF) (TEODORO et al., 2013a;
FERREIRA et al.,2011; PINTO et al., 2009a).
A qualidade da 4gua e do leite utilizados,
o controle de pragas e vetores, a limpeza
de utensilios e superficies, a higienizagdo
correta das maos, unhas cortadas ¢ barbas
aparadas, o uso de uniformes, ¢ o correto
armazenamento e transporte dos produtos
sdo praticas importantes para o controle de
qualidade, prevenindo a disseminacdo de
patégenos (MALAGUETA JUNIOR et al.,
2012; MACHADO et al., 2009; MELLO et
al., 2010; FERREIRA et al., 2013).

O manejo inadequado durante a ordenha,
sem a sanitizacdo dos equipamentos e dos
tetos, a ndo observagdo de alteragdes no leite
e sinais de inflamacdo no ubere, pode levar
ao aumento da contagem de microrganismos
presentes no leite (TEODORO et al.,2013b).
Um leite com alta contagem de células
somaticas indica presenca de mastite nos
animais e contaminacao por Staphylococcus
e outras bactérias patogénicas (SOBRAL et
al.,2017).

A legislagdo brasileira permite a co-
mercializagdo de queijos feitos a partir de
leite cru, com menos de 60 dias de maturagdo,
desde que atendam a requisitos minimos de
qualidade, porém, ainda sdo encontrados
produtos comercializados fora do padrao
aceitavel (BRASIL, 2011).

Uns dos pardmetros utilizados para
avaliar o tempo minimo de maturagdo dos
queijos ¢ a umidade, sendo o limite maximo
de 45,9% (MINAS GERAIS, 2008). Estudos
realizados por Fernandes et al. (2011) e Silva
et al. (2012) mostraram que a maioria dos
queijos analisados apresentavam umidade
acima do permitido. O alto teor de agua nos
queijos torna-os susceptiveis ao crescimento
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de microrganismos patogénicos (REZENDE
et al.,2010).

Rezende et al. (2010) avaliaram amostras
de queijo Minas artesanal, frescos e curados,
e constatou que 100% das amostras avaliadas
apresentavam contagem de Staphylococcus
coagulase positiva (SCP) acima do permitido
e mais de 50% dos queijos, de alta ¢ média
umidade, contagem de coliformes fora
dos padrdes. Resultado semelhante foi
demonstrado por Pinto et al. (2016), ao exa-
minar amostras de queijo Minas de Montes
Claros e do Serro, encontrando em todas clas
resultados de S. aureus acima do tolerado
e apenas um dos queijos de Montes Claros
apresentou-se dentro dos valores maximos
para E. coli. No estudo de Andretta et al.
(2019), 75,5% das amostras avaliadas de
queijo artesanal do Serro apresentava SCP
além dos valores permitidos.

Lima et al. (2011) realizaram uma
pesquisa a fim de avaliar os parametros
microbiolégicos dos queijos da Serra do
Salitre, antes e depois da implementagdo de
um Programa de BPF, e constatou que apos
uma melhora na qualidade higi€nico-sanitaria
durante a producdo, a contaminagdo dos
queijos por coliformes e S. aureus reduziu
consideravelmente, com apenas uma amostra,
dentre as avaliadas, acima do padrdo. O
contrario foi observado no estudo de Soares et
al. (2018), no qual foi verificado que apenas o
treinamento ndo foi o suficiente para melhorar
a qualidade final dos queijos, ¢ a contagem de
SCP permaneceu acima do limite.

A resisténcia de patdgenos durante o
periodo de maturagdo foi avaliada em diversas
pesquisas. Borelli et al. (2010) demonstraram
que somente apds 60 dias de maturagdo
amostras do queijo Minas da Canastra
apresentaram contagens de SCP dentro do
padrao permitido. O mesmo foi encontrado
por Chesca et al. (2015), em amostras de
queijo Minas curado, e por Cardoso et al.
(2013) em amostras de queijo Minas do Serro.

Porém, no estudo de Martins et al. (2015), o
queijo Minas do Serro se encontrava dentro
dos paradmetros e apto ao consumo apos 17
dias de maturagao, em temperatura ambiente.

A resisténcia do S. aureus durante
a maturacdo do queijo pode ser explicada
devido a presenga de mastite nas vacas,
condi¢des higiénico-sanitarias deficientes
durante a manipulagdo da matéria-prima,
contaminagdo excessiva do leite, das maos
e utensilios utilizados na fabricacdo, além
de variagdes nos valores de pH (BORELLI
et al., 2011; ROLA et al., 2013; VASEK
et al., 2013; ECKERT; WEBBER, 2016;
ARMACHUK et al., 2019). Queijos com pH
mais baixo propiciam o crescimento das BAL,
que toleram meios mais acidos, e inibem o
desenvolvimento de Staphylococcus e outros
patogenos (MILANI et al., 2014).

Pesquisas realizadas sobre queijo
Minas artesanal de diversas regides, como
Serro, Araxa e Montes Claros, mostraram
a presenca de Salmonella spp. em queijos
maturados até 15 dias, na temperatura
ambiente, e 22 refrigerados (MARTINS et al.,
2015; PINTO et al., 2016). A contaminagdo
inicial dos produtos ocorreu possivelmente
devido condic¢des precarias de higiene na
manipulagdo e armazenamento dos queijos,
aumentando a contagem inicial de Salmonella
(ALEMDAR; AGAOGLU, 2010; PINTO et
al., 2016).

O periodo minimo de maturag@o de cada
queijo varia quando ¢ maturado a temperatura
ambiente ou sob refrigeragdo, sendo maior
quando refrigerado, pois a temperatura
diminui o teor de umidade dos queijos,
aumentando a concentragdo de sal e reduzindo
a atividade de agua, reduzindo a multiplicagao
de microrganismos indesejaveis (DORES et
al., 2013; MARTINS et al., 2015).

Mata et al. (2016) analisaram a so-
brevivéncia de Listeria innocua ao longo
do periodo de maturagdo em queijo Minas
artesanal e constatou que apds 60 dias
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ainda era possivel detectar a presenga, em
menor quantidade, de Listeria no queijo. Em
amostras de queijo Minas do Serro, avaliadas
por Pinto et al. (2009b), também foi obtido
o mesmo resultado. A Listeria é capaz de
resistir a diversas condi¢des adversas, como
pH, temperatura e atividade de agua, porém,
por serem menos competitivas, tendem a
diminuir ao longo do tempo, evidenciando
a importdncia de um periodo de maturagdo
adequado (PEREIRA et al., 2009; MELO
et al., 2013). Além disso, é possivel que o
leite utilizado na fabricacdo dos queijos seja
proveniente de animais portadores desse
microrganismo (PEREIRA et al., 2009).
Silva et al. (2018b) avaliaram amostras
de queijo Minas do Serro, quanto a presenca
de Brucella ssp., e constatou que 30,9% delas
deram positivo. Na pesquisa de Miyashiro
et al. (2007), 15,68% dos queijos Minas
artesanais curados apresentavam Brucella. No
estudo de Santiago-Rodriguez et al. (2015),
Brucella abortus foi capaz de sobreviver
por mais de 17 dias durante a maturagéo a
24°C. A Brucella é de grande importancia
na satde publica, sendo considerada como
uma das principais zoonoses transmitidas
através do consumo de produtos lacteos
crus, como o queijo artesanal (SANTIAGO-
RODRIGUEZ et al., 2015). O periodo de
maturagdo estipulado para alguns queijos
produzidos em Minas é menor do que o tempo
de sobrevivéncia da Brucella ssp., uma vez
que os padrdes microbiologicos avaliados ndo
incluem esse patogeno (SILVA et al., 2018b).
No trabalho de Moriconi et al. (2018) foi
constatada a presenca de Mycobacterium spp.
em 12% das amostras de queijo Minas meia
cura. Resultado semelhante foi encontrado
por Cezar et al. (2016), que analisaram
queijo coalho artesanal encontrando 2,8%
das amostras positivas para Mycobacterium
bovis. A M. bovis causa tuberculose ¢ ¢ uma
zoonose transmitida principalmente pelo leite
contaminado, apesar de existir poucos estudos

sobre sua presenga nos queijos de leite cru
(STARIKOFF et al., 2016; MORICONI et
al., 2018). Segundo Starikoff et al. (2016),
M. bovis foi detectada em queijos curados
com mais de 63 dias de cura, por ser capaz
de tolerar ambientes acidos.

As bacteriocinas produzidas pelas BAL
durante a maturagdo podem ter sua atividade
reduzida quando a contaminagfo inicial ¢
muito alta, propiciando a proliferagdo de
microrganismos indesejaveis. Mutagdes em
bactérias resistentes podem levar a alteragdes
na composig¢ado dos fosfolipidios, na espessura
e na carga da membrana citoplasmatica,
afetando a ligagdo das bacteriocinas e
dificultando a formagdo de poros, inibindo
sua atividade antimicrobiana (NISHIE et al,,
2012; BALCIUNAS et al., 2013).

E possivel perceber que existem
diversas falhas na avaliacdo do tempo
minimo necessario de maturagdo para que
0 queijo seja considerado seguro. Algumas
bactérias patogénicas ndo estdo incluidas
nos parametros microbioldgicos aceitaveis.
Além disso, indices fisicos e quimicos como
a temperatura da maturacgdo, valores de
pH e atividade de 4gua também ndo foram
estabelecidos, considerando que diversos
patogenos resistem a uma ampla faixa de
pH e a agua ¢ um fator determinante para o
crescimento dos microrganismos.

CONSIDERACOES FINAIS

A presenca das BAL nos queijos Minas
artesanais € muito importante ndo s6 no
processo de fermentagdo e transformagdo
do leite no queijo, mas também ¢é essencial
para o desenvolvimento das caracteristicas
organolépticas do produto, como o aroma,
textura e sabor.

Além disso, a atuagdo das BAL como
bioconservantes tem sido amplamente es-
tudada e comprovada através de pesquisas,
demonstrando a produc@o de substancias
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antimicrobianas e sua agdo antagonista so-
bre patdogenos, que possam estar presentes
em queijos artesanais, durante o processo de
maturacdo, melhorando a qualidade micro-
biologica e a seguranga alimentar do produto.

Diante dos estudos abordados neste
trabalho € possivel concluir que, para maior
seguranga microbioldgica, no que se refere
ao consumo dos queijos Minas artesanais, é
importante ressaltar que um periodo minimo
de maturag@o deve ser respeitado, a fim de
garantir a auséncia ou redugdo de patdgenos
causadores de doencas e intoxicagdes, sendo
necessaria a avaliacdo das condigdes hi-
giénico-sanitarias em que esse queijo foi
fabricado e estocado, desde a obtencdo da
matéria prima até o produto final
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