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RESUMO

Queijos artesanais sdo amplamente produzidos e consumidos no Brasil e no mundo. E um
alimento que além da popularidade, também ¢ de bastante importincia para aqueles que
dependem da renda através da comercializagdo desse alimento. Na regido Sul, um dos queijos
artesanais mais comuns ¢ o queijo artesanal Colonial. O queijo artesanal Colonial, por ser
produzido a partir de leite cru pode apresentar uma microbiota abundante. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi compreender melhor a ecologia bacteriana e fingica do queijo
artesanal Colonial produzido na regido de Seara-SC, utilizando de ferramentas microbiologicas
classicas e da metataxonomica ao longo de 21 dias de maturagdo. Na microbiologia clssica
foram realizadas as analises de bactérias aerdbias mesoéfilas, bactérias acido laticas,
Enterobacteriaceae, bolores e leveduras, Escherichia coli, Estafilococos coagulase positiva,
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. e toxina estafilococica. Além disso, para a andlise
metataxondmica a identificacdo das bactérias foi realizada através do sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. Ja para a identificacdo dos fungos foi
utilizado o sequenciamento da regido ITS1, sendo realizada a amplificagao dos primers ITS1 e
ITS2. Na analise microbiologica cléssica, Salmonella spp., Listeria monocytogenes € toxina
estafilocdcia estavam ausentes. Porém, a ecologia microbiana complexa deste tipo de produto
acarretou altas contagens (média de todos os dias de maturacao avaliados) de microrganismos
aerdbios mesofilos (7,88 log UFC/g), bolores e leveduras (6,74 log UFC/g), bactérias acido
laticas (8,36 log UFC/g,) Enterobacteriaceae (4,81 log UFC/g), E. coli (4,33 log UFC/g) e S.
coagulase positiva (3,23 log UFC/g). Na andlise metataxonomica de bactérias foram
identificados 4 filos, 34 géneros e 69 espécies nas amostras. Sendo as espécies Lactococcus sp.
(45,87%), Corynebacterium variabile (14,70%), Staphylococcus saprophyticus (11,76%) e
Citrobacter freundii (7,36%) as mais abundantes, considerando todas as amostras. Houve uma
grande porcentagem de bactérias acido laticas encontradas nas amostras, principalmente nos
dias 1 (CFd1), 14 (CFd14) e 21 (CFd21) de maturagdo. As espécies encontradas pertencem aos
géneros Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus e Weissella.
Dentro estes, Lactococcus spp. foi o mais abundante, apresentando valores de 61,48%, 75,92%
e 45,76%, em CFd1, CFd14 e CFd21, respectivamente. Para fungos, foram identificados 2 filos,
25 géneros e 38 espécies. As espécies mais abundantes foram Diutina catenulata (93,98%),
Kodamaea ohmeri (1,85%), Geotrichum candidum (0,87%), Candida intermedia (0,56%),
uncultured Galactomyces (0,75%), Debaryomyces hansenii (0,48%) e Kluyveromyces
marxianus (0,39%). O uso de ferramentas mais avangadas, no qual se fez um sequenciamento
genético, permitiu identificar quais as espécies que mais predominam na microbiota do queijo
Colonial artesanal durante 21 dias de maturagdo, obtendo uma compreensdo mais avangada da
ecologia bacteriana deste produto.

Palavras-chave: 1. Microbiologia de alimentos 2. Metagenomica 3. Metataxondmica 4. Queijo
artesanal.



ABSTRACT

Artisanal cheeses are widely produced and consumed in Brazil and worldwide. It is a food that,
in addition to its popularity, is also of great importance for those who depend on income through
the marketing of this food. In the South region, one of the most common artisanal cheeses is
Colonial artisanal cheese. Colonial artisanal cheese, as it is produced from raw milk, may have
an abundant microbiota. Therefore, the objective of this work was to better understand the
bacterial and fungal ecology of artisanal Colonial cheese produced in the region of Seara-SC,
using classic and metataxonomic microbiological tools over 21 days of maturation. In classical
microbiology, analyzes of mesophilic aerobic bacteria, lactic acid bacteria, Enterobacteriaceae,
molds and yeasts, Escherichia coli, coagulase positive Staphylococci, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp. and staphylococcal toxin. In addition, for the metataxonomic analysis, the
identification of bacteria was performed through high-performance sequencing of the V3/V4
regions of the 16S rRNA gene. For the identification of fungi, the sequencing of the ITS1 region
was used, with the amplification of the ITS1 and ITS2 primers being performed. In the classic
microbiological analysis, Salmonella spp., Listeria monocytogenes and staphylococcal toxin
were absent. However, the complex microbial ecology of this type of product resulted in high
counts (average of all evaluated maturation days) of mesophilic aerobic microorganisms (7.88
log CFU/g), molds and yeasts (6.74 log CFU/g), lactic acid bacteria (8.36 log CFU/g,)
Enterobacteriaceae (4.81 log CFU/g), E. coli (4.33 log CFU/g) and S. coagulase positive (3.23
log CFU/g). In the metataxonomic analysis of bacteria, 4 phyla, 34 genera and 69 species were
identified in the samples. As the species Lactococcus sp. (45.87%), Corynebacterium variabile
(14.70%), Staphylococcus saprophyticus (11.76%) and Citrobacter freundii (7.36%) were the
most abundant, considering all samples. There was a large percentage of lactic acid bacteria
found in the samples, mainly on days 1 (CFdl), 14 (CFd14) and 21 (CFd21) of maturation. The
species found belong to the genera Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc,
Streptococcus and Weissella. Within these, Lactococcus spp. was the most abundant, presenting
values of 61.48%, 75.92% and 45.76%, in CFd1, CFd14 and CFd21, respectively. For fungi, 2
phyla, 25 genera and 38 species were identified. The most abundant species were Diutina
catenulata (93.98%), Kodamaea ohmeri (1.85%), Geotrichum candidum (0.87%), Candida
intermedia (0.56%), uncultured Galactomyces (0.75%), Debaryomyces hansenii (0.48%) and
Kluyveromyces marxianus (0.39%). The use of more advanced tools, in which genetic
sequencing is carried out, made it possible to identify which species predominate in the
microbiota of artisanal Colonial cheese during 21 days of maturation, obtaining a more
advanced understanding of the bacterial ecology of this product.

Keywords: 1. Food microbiology 2. Metagenomics 3. Metataxonomics 4. Artisanal cheese.
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1 INTRODUCAO

Queijos sdo produtos amplamente comercializados e consumidos no Brasil, sendo que
muitos deles sdo produzidos artesanalmente, no qual sdo divididos conforme a sua regido de
origem. Para a regido Norte tem-se o queijo Marajo, para a regido Centro-Oeste hd o queijo
Caipira, para a regido Nordeste os queijos Coalho e de Manteiga, para o Sudeste o queijo Minas
artesanal e por fim, na regido Sul tem-se o queijo Serrano e o queijo Colonial (KAMIMURA et
al., 2019a). Esses queijos possuem uma grande importancia para a economia do pais, além de
serem importantes para a renda de familias que depende da comercializagdo e consumo desses
tipos de queijos (SILVA, 2016). Na regido Sul os queijos artesanais mais comuns sao o Colonial
e o Serrano. Para a sua producdo deve ser utilizado o leite cru, sendo que cada um possui seu
método de producdo especifico, contudo o mais utilizado € o leite cru em conjunto com uma
cultura de soro natural (KAMIMURA et al., 2019a; 2019b). Produtos artesanais possuem
métodos que sdo passados de geracdo em geragao, através de técnicas tradicionais.

O queijo Colonial artesanal tem uma longa tradi¢do de produ¢do e consumo no Sul do
Brasil. Esse tipo de produto possui uma microbiota especifica, tipica da regido em que sdo
produzidos, essa microbiota ¢ constituida por cepas dos géneros Lactobacillus, Lactococcus e
Leuconostoc, principalmente. Sao muito importantes para o produto, pois garantem a seguranga
e caracteristicas sensoriais especificas nos queijos (KAMIMURA et al., 2019b). Portanto, para
proteger o aspecto tradicional desses produtos, ¢ essencial entender a ecologia microbiana
durante a fermentagdo, estudando as mudancas dindmicas que ocorrem, além de selecionar
culturas starters autoctones que poderiam ser usadas na sua produgdo. Além disso, muitas cepas
bacterianas e fingicas ainda ndo foram devidamente identificadas e caracterizadas. Essas cepas
podem oferecer potenciais beneficios a saide do consumidor, bem como serem importantes
atores na seguranga dos produtos artesanais (ASSIS, 2010).

Para identificar e caracterizar bactérias e fungos existentes nos queijos pode-se fazer
analises através de técnicas microbiologicas classicas (BERESFORD et al., 2001). Pode-se
utilizar métodos bioquimicos cldssicos quantitativos e qualitativos, como por exemplo,
contagem padrdo em placas, citometria de fluxo, microscopia direta, teste da redutase, entre
outros (CASSOLI, 2005; NUNES, 2017; SANT ‘ANNA, 2019). As técnicas de identificagdo
podem ser dependentes de cultivo (andlises classicas) ou independentes. As analises classicas
apresentam desvantagens em relacdo as independentes, pois o crescimento ¢ limitado por conta
da auséncia de meios de culturas especificos, como também apresenta dificuldade de

recuperacdo de alguns dos microrganismos por fatores intrinsecos (aw, pH) e extrinsecos
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(umidade, temperatura). Os métodos mais utilizados para determinacdo total de
microrganismos através de métodos de cultura e isolamento em leite e em produtos lacteos sao:
Contagem de Placas (CPP) para microrganismos viaveis, Numero Mais Provavel (NMP),
Contagem por Microscopia Direta (CMD) e reducdo de corantes. A técnica de contagem de
placas ¢ a mais utilizada, principalmente para determina¢do do niamero de células viaveis ou
unidades formadoras de colonias (UFC) nos alimentos analisados (SANT’ANNA, 2019).

Esses métodos tradicionais possuem algumas vantagens por serem bem estabelecidos,
contudo sdo mais trabalhosos, e parte dos microrganismos presentes no alimento podem nao
ser recuperados em sua totalidade devido a fastidiosidade. Além disso, podem ocorrer falhas
operacionais, obtendo resultados erroneos, no qual pode ser causado pela alta temperatura do
agar fundido que ¢ utilizado para semear por profundidade e possui riscos de contaminag@o ou
por haver muitas etapas no preparo e semeadura (NERO et al., 2000). Sabendo disso, outras
técnicas que utilizam de sequenciamento genético foram surgindo, a fim de facilitar a
identificacdo dos microrganismos (SANGER et al., 1975).

Neste sentido, as técnicas de sequenciamento completo ou parcial do genoma
microbiano representam uma mudanca na maneira como os produtos artesanais podem ser
compreendidos e produzidos. De fato, a aplicagdo da metataxondmica permite uma
compreensdo detalhada da ecologia microbiana presente nestes produtos. Desta forma, o
conhecimento aprofundado dos mecanismos por tras dos processos bioldgicos aumentara o
controle e a modulagdo da fermentacdo/maturagdo para obter produtos com as propriedades
organolépticas desejadas, além de impulsionar o setor, incentivando a regionalidade intrinseca
desses produtos.

No entanto, a falta de cuidados com as Boas Praticas de Fabrica¢ao (BPFs) durante a
producdo e processamento pode facilitar o crescimento de microrganismos patogénicos nos
queijos artesanais (CAMPOS et al, 2018). Sabendo disso, pode-se encontrar alguns
microrganismos na microbiota, como: Enterobacteriaceae, bolores e leveduras, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. (GALLO et al., 2020;
LOURENCO et al., 2020). Da mesma forma, como ocorre com os microrganismos benéficos
que podem ser identificados e isolados dos queijos artesanais, a andlise genotipica também pode
ser uma importante aliada para a identificacdo de patogenos (RIBEIRO et al., 2016). Sendo
assim, este estudo utilizou metodologias classicas e a abordagem metataxondmica para

caracterizar microbiologicamente o queijo Colonial artesanal.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Queijo Colonial

O queijo Colonial inicialmente era feito pelos acorianos, mas com a vinda dos
imigrantes italianos e alemdes houve uma producdo por parte desses povos no Brasil. No
comego esses imigrantes estavam na Serra Gaulcha, depois passam a estar mais presentes no
Vale do Taquari. A partir do século XX, eles comecam a ir para o oeste de Santa Catarina,
formam coldnias e produzem o queijo nessas regides, em razao disso o queijo foi batizado como
“Colonial”. Inicialmente era fabricado para consumo familiar, juntamente com outros
alimentos, como biscoitos, geleias, produtos suinos ¢ massas (KAMIMURA et al., 2019b). E
um queijo muito comum nos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, produzido a partir
de leite cru, com a caracteristica de possuir uma crosta dura ou semidura, com a massa por
dentro mais macia e cremosa, amarelada e podendo ter furos. Apresenta um sabor levemente
aromatico e picante, sendo um queijo considerado semigordo. Além disso, a temperatura alta ¢
um queijo que derrete e a temperatura ambiente € um queijo facil de ser cortado (KAMIMURA
et al.,2019Db).

Para o processo de produ¢do do queijo Colonial artesanal sdo necessarios 3 ingredientes
considerados obrigatdrios, sendo eles: leite cru, coalho ou coagulante e cloreto de s6dio. Além
desses, tem-se 0s opcionais, os quais sdo: fermento lacteo (bactérias, leveduras e fungos
filamentosos), vinho ou outra bebida que seja permitida, corante natural, tempero/condimento,
alimento inteiro ou em pedagos e outras substancias alimenticias naturais (SANTA
CATARINA, 2021). Para a elaboragdo do queijo Colonial artesanal, segundo a Lei n® 18.250,
de 10 de novembro de 2021, Art. 7°, utiliza-se leite cru, podendo ter leite de duas ordenhas
sequenciais (desnate do leite quando utilizado jun¢do de leite de duas ordenhas sequenciais €
opcional), pode-se salgar o leite, na massa ou na superficie do queijo (a seco ou em salmoura),
massa pode ser crua ou semicozida, prensagem manual ou mecanizada, a maturacdo em
temperatura ambiente ou com refrigeragdo/climatiza¢do de no minimo 5°C em no minimo 5
dias para garantia da inocuidade microbioldgica, pode-se utilizar utensilios de madeira e a
realizacdo do tratamento da casca pode ser feito com corante de forma natural ou alimenticia,

mas € opcional (Figura 1) (SANTA CATARINA, 2021).
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Figura 1: Processo de producao do Queijo Colonial artesanal.

Inicio

Leite resfriado =>» | Filtragem do leite |=3| Adicdo de coalho
Agitacdo da massa | €= Corte da massa €~ Coagulacao do leite

l

A . to da mass: Adicao de cloreto de Enformagem e
quecimento da massa =y sédio e fermento [ Prensagem
Comercializacao € Embalagem <« Maturacao

Fim

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Por esses produtos ndo passarem por processos de pasteurizagdo, eles possuem uma
legislacdo propria, que permite que o produto seja produzido. Segundo a Instru¢do Normativa
n® 57/2011, art. 1° resolve: “Art. 1°. Permitir que os queijos artesanais tradicionalmente
elaborados a partir de leite cru sejam maturados por um periodo inferior a 60 (sessenta) dias,
quando estudos técnico-cientificos comprovarem que a redu¢do do periodo de maturagdo nao
compromete a qualidade e a inocuidade do produto (MAPA, 2011a).

Em 2013 produziu-se a Instru¢do Normativa n° 30/2013 que além de flexibilizar o
processo de certificacdo para queijeiros artesanais, também definiu que o periodo de maturacao
pode ser feita apos a avalicdo dos estudos pelo servico de fiscalizagdo estadual e/ou municipal,
industrial e sanitdria reconhecido pelo Sistema Brasileiro de Inspe¢do de Produtos de Origem
Animal - SISBI/POA; permitiu também a comercializagdo pelos produtores, desde que os
bovinos tenham controle contra a brucelose e tuberculose pelos 6rgaos estaduais de Defesa
Sanitaria Animal hé pelo menos 3 anos a partir da data de publicagdo da Instru¢do Normativa
e implantou o Programa de Controle da Mastite com a realiza¢do de exames para detec¢do da
doenga, mas sem periodicidade pré-fixada (MAPA, 2013). O leite cru precisa ser processado
imediatamente ou armazenado corretamente, além da necessidade de realizagdo de exames de
mastite nos animais, pois pode ser a principal fonte de Staphylococcus aureos nos queijos, como

também de Escherichia coli (CARVALHO et al., 2019).
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Além disso, para a produgdo artesanal do queijo Colonial a partir do leite cru, ha ainda
outras exigéncias necessarias. Segundo a lei n® 17.486, de 16 de janeiro de 2018, relacionada
com a producdo e comercializagdo dos queijos artesanais do Estado de Santa Catarina, ¢
importante que a 4gua utilizada para a produgado seja potavel e clorada (pode utilizar agua nao
clorada desde que comprovado que ndo ha contamina¢ao microbioldgica através de andlises na
agua a cada 4 meses), reservatorio devidamente higienizados (no minimo a cada semestre) e ¢
necessario realizar as andlises microbioldgicas e fisico-quimicas na agua utilizada para a
producdo do queijo (SANTA CATARINA, 2018). Outro aspecto importante ¢ em relacdo ao
proprio leite que vai ser utilizado, sendo necessario tomar os devidos cuidados com os animais,
realizando exames corretamente, obtendo boas condi¢des de higiene e o leite passar por um
processo de filtracao antes de qualquer processo. (SANTA CATARINA, 2018).

Ainda na mesma Lei n° 17.486, de 16 de janeiro de 2018, ¢ estabelecido os cuidados
essenciais para a produ¢do e comercializacdo, no qual ¢ imprescindivel certos cuidados, como:
utilizar leite cru que seja de alta qualidade e que tenha um controle de zoonoses nesses animais
(para brucelose e tuberculose); utilizacdo de agua potavel e clorada e uma boa pratica de
ordenha e fabricagdo para uma boa qualidade dos queijos, com padrdes microbiologicos
corretos (CARVALHO et al., 2019). Outro ponto importante para que seja produzido um queijo
de qualidade sem que haja algum problema, sdo as proprias queijarias, sendo que segundo a
Secao III da lei n° 17.486, de 16 de janeiro de 2018 resolve: “Art. 8°. A queijaria deve dispor
de ambientes adequados para: recepcao do leite, higienizacdo de maos e calgcados (barreira
sanitaria), fabricagdo, maturacdo (quando aplicavel), embalagem, estocagem (quando
necessario), expedicdo e almoxarifado.” Além disso, sdo necessarias as boas praticas de
ordenha e fabricagdo, com praticas de higiene pessoal, a utilizacdo de uniformes adequados,
toucas e calcados proprios e limpos, como também realizacdo de exames anualmente (SANTA
CATARINA, 2018).

Os queijos artesanais precisam do selo de inspecdo, posto isso, em 2018, a Lei
n.°13.680, de 14 de junho de 2018 cria um selo estadual “ARTE”, que identifica os produtos
artesanais que podem ser comercializados no pais (BRASIL, 2018).

Segundo a Lein® 18.250 de 10 de novembro de 2021, o queijo Colonial artesanal precisa
ter consisténcia macia, firme ou dura e textura eléstica, amanteigada ou quebradiga, sendo de
cor amarelada, com sabor ligeiramente acido ou amendoado e odor lacteo, no formato redondo,
quadrado ou retangular, com peso varidvel de 0,4 kg a 8 kg e quando utilizado algum

ingrediente opcional, deve ter a mesma cor deste ingrediente (SANTA CATARINA, 2021).
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No comeco de julho deste ano (2022), foi publicada a Instrugdo Normativa n® 161 de 1°
de julho de 2022, atualizando as listas de padrdes microbioldgicos de alimentos. Sendo assim,
para a categoria dos queijos, enterotoxinas estafilococicas e Salmonella spp. devem ser
ausentes, estafilococos coagulase positiva apresenta limite toleravel de 10° UFC/g e
Escherichia coli para queijos com umidade igual ou superior a 46%, apresenta limite maximo

de 10° UFC/g (ANVISA, 2022).

2.2 Microrganismos encontrados na microbiota dos queijos

As espécies de Lactobacillus sao anaerdbicas facultativas, Gram-positivas,
fermentadoras de lactose, microaerdfilas, geralmente de catalase negativa, ndo formam esporos
e apresentam variagdo da morfologia, podendo ser encontrada como cocobacilos ou pequenos
bastonetes. Esse género ¢ mais encontrado em produtos lacteos, como iogurtes, kefir, queijo e
soro de leite coalhado e sdo consideradas como Generally Recognized as Safe (GRAS) (SILVA,
2016; JESEWSKA-FRACKOWIAK et al., 2018).

Leuconostoc sao cocos Gram-positivos que apresentam capacidade de produzir
bacteriocinas, apresentando atividade contra a Listeria monocytogenes. E um género
heterofermentativo, ou seja, sdo fermentadoras de glicose, produzem acido latico, etanol e CO2.
Nao sdo consideradas patogénicas, sendo muito utilizadas para a fermentagao, porém possuem
a capacidade de deteriorar alimentos rapidamente. Juntamente com Lactococcus sao utilizados
para producdo de sabor e melhoria da textura, através da produg¢do de gas em queijos
(D’ANGELO et 1., 2017; FRANCO, 2008). Enquanto isso, Lactococcus sao bactérias bacilo
Gram-positivas, catalase-negativa e produtoras de acido latico a partir da glicose, ou seja, sdo
homofermentativas (FRANCO, 2008).

Por outro lado, queijos artesanais também estdo suscetiveis a apresentarem
microrganismos patogénicos em sua composicao, principalmente quando as Boas Praticas de
Fabricagdo (BPFs) ndo sdo cuidadosamente levadas em consideragdo durante a sua produgao
(CAMPOS et al., 2018). Sabendo disso, ha diversos microrganismos que podem ser
encontrados na microbiota do queijo artesanal, sendo eles: Enterobacteriaceae, bolores e
leveduras, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus € Salmonella spp
(GALLO et al., 2020; LOURENCO et al., 2020).

A familia dos Enterobacteriaceae ¢ a maior e mais variada, compreendendo bactérias
Gram-negativas, anaerdbicas facultativas, em forma de bastonete e ndo formam esporos. Ha

algumas bactérias que sdo capazes de produzir 4cido e gas através do consumo de lactose,
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consideradas bactérias coliformes, muito utilizadas como indicadores higiénicos-sanitarios nas
industrias de alimentos e agua. Por ser bem ampla, na familia Enterobacteriaceae ha cepas que
ndo sdo patogénicas, entretanto algumas podem causar doengas, ou seja, o crescimento dessas
bactérias pode ocorrer por uma falta de higiene durante o processo de producido do queijo.
(MLADENOVIY et al., 2021). Dentre as bactérias patogénicas incluidas nesta familia
destacam-se a Salmonella spp. e Escherichia coli. A infeccdo por Salmonella spp. causa
gastroenterite, pois as bactérias agridem a parede intestinal e causam dores abdominais,
nauseas, vomitos, diarreia, febre, dor de cabeca, podendo ainda levar a morte em casos mais
graves (GALLO et al., 2020; LOURENCO et al., 2020). Outra contaminagdo que pode ocorrer
¢ por Escherichia coli, que geralmente ¢ comensal, ou seja, ndo ¢ sempre patogénico. Reside
no lamen intestinal de forma inofensiva em humanos e animais, entretanto, pode se tornar
patogénico adquirindo genes de viruléncia (OMBARAK et al., 2018). Geralmente esta
relacionado com algum hospedeiro debilitado ou imunossuprimido, por causar um
enfraquecimento das barreiras intestinais. Quando ha infec¢do por E. coli, pode causar infec¢ao
do trato urinario, sepse/meningite e doenca entérica/diarreica (RIBEIRO et al., 2016). Além
disso, E. coli pode ser utilizada como forma de indicador para avaliar pasteurizacdo, se esta
adequada ou ndo e se ha mas condic¢des de higiene no processamento ou no pds-processamento.
A contaminacdo dos produtos lacteos por E. coli pode acontecer por uma falta de higiene,
longos periodos de transporte ou falta de instalagdes de armazenamento adequadas. A principal
forma de propagacao ¢ por contaminacao fecal durante o processo de ordenha (CAMPOS et al.,
2018).

Listeria monocytogenes ¢ uma bactéria patogénica humana, sendo um microrganismo
que consegue sobreviver em ambientes de baixa temperatura, pH, concentracdao de sal e com
baixa quantidade de dgua (BERNINI et al., 2013). Sendo assim, em producdo de queijos,
principalmente de queijos moles ou semi-duros, L. monocytogenes consegue sobreviver por
longos periodos em diferentes locais. Essa capacidade de L. moncytogenes de sobreviver em
ambientes alimenticios ¢ por conta da sua capacidade de inserir e produzir biofilmes em
superficies inertes, sendo que essa producdo de biofilmes por partes de microrganismos ¢
favorecida quando o ambiente ndo ¢ higiénico e ndo possui uma rotina de limpeza e desinfecgao,
principalmente em areas de dificil acesso (LAHOU et al., 2017). Os biofilmes tornam as
bactérias mais resistentes, dificultando ainda mais a sua remoc¢ao do ambiente de processamento
(BERNINI et al., 2013; LEE et al., 2017).

Staphylococcus aureus podem ser encontrados em produtos lacteos com bastante

frequéncia e sdo microrganismos capazes de produzirem biofilmes, ou seja, se tornam mais



19

resistentes, possibilitando a sobrevivéncia em ambientes hostis. E comum encontrar esses
microrganismos em queijos de pasta mole, por apresentarem um bom substrato nutricional e
alta aw (ALVES et al., 2018). Uma contaminacao acontece quando o Staphylococcus aureus ja
estd em uma matéria-prima contaminada (nesse caso o leite cru), ocorréncia de um manuseio
inadequado dos alimentos, falta de limpeza, ocasionando equipamentos de processamento de
lacticinios e ambiente contaminados. Neste caso, podem ocorrer intoxicagdo alimentar
estafilococica (SEP), através da ingestdo de enterotoxinas estafilocécicas (SE) produzidas por
cepas de Staphylococcus spp., que sdo resistentes ao ambiente géstrico e termoestaveis. Essas
intoxicacdes sdo muito comuns e principalmente relacionadas com queijos de leite cru e
producdo e queijo artesanal (JOHLER et al., 2018).

Uma contaminagdo que também pode ocorrer em queijos ¢ por fungos. Os bolores que
podem ser encontrados nas superficies dos queijos sdo do género Penicilium spp. e em todo o
queijo sdo Aspergillus spp., Fusarium spp., Mucor spp., Scopulariopis spp. e Verticillium spp.
(AMARAL et al., 2020). Além deles, pode ocorrer a contaminacao de leveduras, sendo que os
mais frequentes sdo Candida spp., Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces marxianus, Geotrichum
candidum, Debaryomyces hansenii e Pichia spp (ZACARCHENCO et al., 2011). Tanto bolores
quanto leveduras sdo microrganismos que preferem ambientes imidos e com alta quantidade
de sal (GALLO et al., 2020). Além disso, a presenca e desenvolvimento desses fungos, quando
ndo desejado, pode causar odores desagradaveis nos queijos, sendo que quando ha essa
contaminagdo, prejudica a qualidade e vida e prateleira do produto, pois geralmente sdo
considerados deteriorantes de produtos lacteos (ZACARCHENCO et al., 2011). Entretanto,
alguns fungos também sdo utilizados de forma benéfica para melhoria das caracteristicas

organolépticas de determinados queijos, como Gorgonzola, Camembert, Curado, entre outros

(SILVA et al., 2017).

23 Analise Fisico-Quimica

Para a analise fisico-quimica, o pH ¢ importante para caracterizar os queijos, justamente
por ter bastante influéncia na textura, atividade microbiana e maturacdo, por conta de reagdes
quimicas que podem ocorrer ao serem catalisadas por enzimas que estdo no coalho e
pertencentes da microbiota. Quando o queijo apresenta um pH préoximo a neutralidade, isto
favorece para o crescimento de microrganismos contaminantes e patogénicos (SOUSA et al.,

2014).
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J& em relag¢@o a umidade, este ¢ um parametro que interfere na atividade da 4gua e agdes
metabodlicas de microrganismos durante a maturagdo, sendo os queijos mais duros, mais
desidratados e conservados. A varia¢do de umidade que pode ocorrer entre os queijos pode ser
por conta da diferenca de matéria-prima ou por conta do processamento, sendo assim, a
elaboracdo e a manipulagdo da coalhada podem interferir na umidade de cada queijo (SOUSA

etal., 2014).

2.4  Analise Microbiologica

Para a andlise de microrganismos utilizando da andlise cldssica, a contagem de placas ¢
a mais empregada na determinacdo do nimero de células viaveis ou unidades formadoras de
colonias (UFC), entretanto esse método apresenta desvantagens, como grande consumo de
tempo e material. O método do nimero mais provavel (NMP) pode utilizado para determinar
coliformes fecais e/ou termotolerantes. J& a microscopia direta ¢ utilizada para verificar a
qualidade microbioldgica de leite cru e derivados, possui a vantagem de ser rapido e simples,
permitindo que seja possivel analisar a morfologia da bactéria. Contudo, também apresenta
desvantagens, pois ndo ¢ possivel fazer a diferenciag@o entre células vidveis e ndo-viaveis, pode
haver uma confusdo ao distinguir bactérias de particulas de alimentos e a distribui¢do do
esfregago sempre serd irregular. Por fim, a técnica de redug@o de corante possui a vantagem de
ser simples, possuir baixo custo, detecta células vidveis, entretanto pode ndo corar todos os
microrganismos igualmente e ndo se aplica a alimentos com enzimas redutores. Os corantes
mais utilizados sdo azul-de-metileno e resazurina (SANT’ANNA, 2019). A industria lactea
utiliza corante resazurina como indicador sanitario-higi€nico, mas ndo ¢ reproduzido resultados
que possam ser correlacionados com a contagem de bactérias no leite (NERO et al., 2000).

A contagem total de aerdbios mesofilos em placas nao consegue diferenciar os géneros
e espécies de bactérias, sendo assim ¢ muito utilizada para obter informagdes sobre a qualidade
do produto, sobre as praticas de manufatura, matérias-primas utilizadas, com estd o
processamento, manipulagdo e vida de prateleira. Nao ¢ indicador de seguranca, mas pode ser
importante para avaliar a qualidade do produto, indicando se hd ou ndo boas praticas de higiene,
falhas durante o processamento dos alimentos ou contaminagao nos proprios alimentos. Como
o queijo ¢ um alimento fermentado, ¢ natural que apresente altas quantidades de
microrganismos mesofilos, contanto que esteja dentro do limite toleravel, isto ndo afeta a
qualidade do produto (SILVA et al., 2010). Assim como ocorre para mesofilos totais, a

contagem de bactérias laticas totais ndo diferencia entre género e espécie. Esta analise utiliza-
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se meios de cultivo de Agar de Man Rogosa & Sharpe (MRS) ou o Agar Elliker, sendo que sdo
dois métodos que podem ser utilizados: plaqueamento de profundidade ou NMP (SILVA et al.,
2010). Esta classe bacteriana ¢ uma das mais importantes em produtos lacteos fermentados.
Além disso, a contagem de bolores e leveduras também ¢ utilizada para avaliar os alimentos,
sendo muito utilizado a contagem de placas, possibilitando ter informagdes quanto as unidades
formadoras de colonias (UFC) e a qualidade do produto (SILVA et al., 2010).

Para quantificar Enterobacteriaceae pode ser realizado o método padrdo de contagem
em placas. Essas bactérias sdo utilizadas como forma de verificar as condi¢gdes de higiene de
determinado ambiente, desde o inicio do processo até o final. Para a contagem utiliza-se Agar
Vermelho Violeta Bile Glicose (VRBG) como meio de cultura, sendo um meio seletivo
diferencial, NMP, indicado para amostras que estdo abaixo do limite de deteccdo do
plaqueamento ou o Método de Petrifilm, no qual utiliza-se dois filmes estéreis reidrataveis que
ficam impregnados pelo meio de cultura por substancias gelificantes soltiveis (SILVA et al.,
2010).

Para Escherichia coli as analises que podem ser realizadas sio NMP, método do
substrato cromogénio, método de contagem de placas ou outros métodos que sdo descritos pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (SILVA et al., 2010). Enquanto isso, 0
objetivo da quantificacdo de Staphylococcus aureus pode ser para confirmar surtos de
intoxicacdo alimentar, averiguar se o alimento ¢ fonte de S. aureus ou se houve alguma
contaminac¢do através de manipuladores ou por conta de superficies mal higienizadas. Além
disso, este género tem sido amplamente relacionado a ocorréncia de mastite em vacas leiteiras,
sendo de grande importancia o seu monitoramento e de suas enterotoxinas (SILVA et al., 2010).
Ademais, anélise de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes também pode ser realizada
através de metodologias classicas, porém sdo demoradas e com grande uso de material e mao-

de-obra laboratorial.

2.5 Analise Metataxonomica

O estudo da composicdo microbiana de um determinado alimento, tradicionalmente ¢
realizado por técnicas baseadas em multiplicagdo em meio de cultura, contudo essas técnicas
tém baixa sensibilidade e necessitam de fatores de cultivos microbianos previamente
conhecidos, 0 que nem sempre ¢ possivel. Além disso, sabe-se que muitos microrganismos nao
sdo facilmente cultivdveis em meios de laboratério como no habitat natural, podendo levar a

subestimagao da diversidade microbiana (DE FILIPPIS; PARENTE; ERCOLINI, 2018). Desta
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forma, com a microbiologia molecular e as informag¢des hereditarias que sdo carregadas pelo
DNA, todas as propriedades dos microrganismos estdo criptografadas no genoma
(MARDANOV; KADNIKOV; RAVIN, 2018), tornou-se possivel o uso de métodos
moleculares para a identificacdo dos microrganismos presentes em alimentos (COCOLIN,
2018; FRANCIOSA et al., 2018).

A metataxonomica destaca-se por executar o sequenciamento para a identificagdo de
toda a microbiota de uma amostra através de genes marcadores. Esta metodologia apresenta
resultados a nivel taxondmico do filo até a espécie do microrganismo identificado, utilizando
ferramentas de bioinformatica e bancos de dados publicos como o GreenGene e
RibosomalDatabase (DE CESARE, 2019; FRANCIOSA et al., 2018). Esta técnica realiza o
sequenciamento tipo shotgun, processo que rompe aleatoriamente longas moléculas de DNA e
depois sequencia os fragmentos de DNA resultantes vindos de locais diferentes da molécula
original. Os dados deste sequenciamento fornecem informagdes sobre todos os organismos
presentes na amostra (DE CESARE, 2019).

Com isso, a aplicacdo da andlise metataxondmica tem maior funcionalidade quando
utilizada em alimentos que contém uma diversidade de microrganismos elevada (JONES,
2017). Estudos metataxondmicos sdo encontrados para a andlise de produtos lacteos, como
queijos artesanais, possibilitando o acompanhamento da microbiota ao longo do processo
fermentativo para o melhor entendimento dos microrganismos presentes e comparagdes de
microbiotas naturais ou adicionadas de culturas starters (FERROCINO et al., 2017; GIELLO
et al., 2018). Outros estudos também estdo sendo realizados para a identificagdo de
comunidades microbianas em produtos lacteos com o uso destes métodos moleculares, que
possibilitam entender a relagdo entre os microrganismos, suas atividades e funcionalidades no
alimento (FRANCIOSA et al., 2018).

A analise metataxondmica possibilita identificar toda a microbiota da amostra através
do sequenciamento de genes marcadores, como o 16S rRNA para bactérias e a regido ITS para
fungos. O gene 16S rDNA devido sua presen¢a em todos os procariotos, possuir tanto regioes
conservadas como variaveis que evoluem em taxas diferentes e fornecer informagdes essenciais
na determinacdo de relagdes filogenéticas proximas e distantes, ¢ considerado o padrao ouro
para a taxonomia bacteriana (CUNHA, 2016). A regido que codifica o 16S rRNA ¢ a mais
utilizado, por ser uma regido bem variavel em genes, possuindo ao total 9 regides hipervaridveis
(V1 — V9). Por conta dessa variagdo de sequéncia, possibilita uma melhor precisdo das
estimativas taxondmicas bacterianas por comparacdo com sequéncias do gene 16S rRNA. O

sequenciamento do 16S rRNA ¢ um agrupamento de sequéncia quase idénticas, que sdo
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chamadas de unidades taxonomicas operacionais (OTUs). Além das informag¢des taxondmicas,
OTUs também apresentam informagdes sobre a diversidade populacional e contabiliza o grau
de divergéncia entre diferentes comunidades ou tipos de amostras (DE CESARE, 2019;
MYAZAKI, 2021). As nove regides hipervaridveis do 16S sdo diferentes entre si e a
combinagdo escolhida pode ampliar a capacidade de identificacdo de espécies. A regido V3
contém maior numero de sitios varidveis deste gene podendo ser diferenciada entre a maioria
das bactérias e, quando analisado juntamente com a regido V4, possibilita a andlise em
sequenciamento de nova geragdo sem necessidade de cultivo microbiologico prévio
(CHRISTOFF, 2016).

Para a identificac¢do de fungos podem ser utilizadas como marcadores as regides ITS, as
quais sdo regides de espacamento entre os trés genes, 18S, 5.8S e 28S, e estdo entre os melhores
marcadores possiveis para esta finalidade (BANJARA et al., 2015; BUEHLER et al., 2017;
KAZOU, 2021). Tem como vantagem o aumento do nivel de sensibilidade, visto que as regides
ITS podem chegar a 250 copias por célula, garantindo a detecgdo mesmo com pouca presenca
na amostra (CHRISTOFF, 2016). Desta forma ¢ possivel identificar a microbiota de qualquer
alimento, entre eles os queijos artesanais, emergindo os estudos relacionados a metataxondmica

de produtos fermentados (FERROCINO et al., 2017; FRANCIOSA et al., 2018).
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3 OBJETIVO

Objetivo Geral
O presente trabalho tem como objetivo a caracterizagdo microbioldgica de queijos
artesanais do meio Oeste Catarinense, mais especificamente da regido de Seara-SC, por meio

de analises microbiologicas classicas e genotipicas.

Objetivos Especificos

a) Quantificar os principais microrganismos presentes nas amostras de queijo artesanal
Colonial de Seara-SC através de analises microbioldgicas classicas;

b) Identificar e quantificar bactérias e fungos presentes nas amostras de queijo artesanal
através de analise metataxondmica, tendo como base o gene 16S rRNA e a regido intergénica
ITS, respectivamente;

c) Analisar os microrganismos encontrados na andlise fenotipica e genotipica;

d) Demonstrar as diferengas entre as duas andlises em relagdo aos resultados encontrados
de cada amostra de queijo Colonial;

) Analisar se as amostras estdo de acordo com as regulamentacdes brasileiras.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Para a realizacdo das analises microbiologicas fenotipicas e genotipicas foram utilizadas
quatro amostras diferentes de queijo Colonial artesanal de um mesmo produtor da regido de
Seara-SC, que foram selecionadas pela area técnica da EPAGRI (institui¢do parceira do
projeto). A fim de avaliar a evolucdo da microbiota durante a fermentagdo do queijo, foram
realizadas as analises microbiologicas com quatro tempos diferentes de maturagdo, sendo nos
dias 1 (CFdl), 7 (CFd7), 14 (CFd14) e 21 (CFd21). Os queijos foram coletados in loco e
transportados sob refrigeragdo (7°C) em caixa térmica com gelo retornavel em sua embalagem

original até o momento da investiga¢do da comunidade bacteriana presente no mesmo.

4.2  Analise fisico-quimica

Realizou-se as andlises fisico-quimicas de umidade e pH. Na analise de umidade, para
cada amostra foram pesados 5 gramas, aqueceu-se por 3 horas a 105°C e resfriou em um
dessecador até a temperatura ambiente, foi pesado e repetiu-se o processo até massa constante.
Na analise de pH, foi pesada 10 gramas de cada amostra e misturados com 95 mL de dgua
destilada a 60°C. Ap0s isso, a mistura foi filtrada em papel filtro e em seguida foi feita a medigao
com o auxilio de um pHmetro. Os procedimentos foram seguidos conforme Normas Analiticas

do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008).

4.3  Analise microbioldgica classica

Para as andlises fenotipicas foram realizadas contagem de microrganismos mesofilos
aerdbios totais a 30°C de acordo com o método ABNT NBR ISO 4833-2015 (ISO, 2015);
contagem de bactérias laticas de acordo com o método ISO 7889-2003 (ISO, 2003); contagem
de Enterobacteriaceae de acordo com o método ISO 21528-2:2017 (ISO, 2017); contagem de
Escherichia coli de acordo com o método ISO 16649-2:2001 (ISO, 2001); contagem de bolores
e leveduras de acordo com o método ISO 21527-1: 2008 (ISO, 2008); contagem de
Estafilococos coagulase positiva segundo a metodologia ABNT NBR ISO 6888-1: 2016 (ISO,
2016) e pesquisa de enterotoxina estafilococica de acordo com o método AOAC OMA, 2019
(AOAC, 2019), por fim, a pesquisa de Listeria monocytogenes e Salmonella spp. foram
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utilizados os métodos descritos em AOAC 2004.2:2019 (AOAC 2019) e AOAC OMA, 2019
(AOAC, 2019), respectivamente.

4.4 Analise metataxondomica

Para bactérias, a amplificagdo foi realizada com os primers 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAGQG) (WANG; QUIAN, 2009) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) universais para a regiao V3/V4 do gene 16S rRNA,
utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System (Illuminalnc., USA) (CAPORASO et al.,
2012). Foi utilizado o método de Diagnostico Microbiologico Digital (DMD) que faz a
identificagdo de microrganismos por sequenciamento de DNA. Para fungos, a amplificagdo foi
gerada com primers para a regido ITS1, primer, ITS1 (GAACCWGCGGARGGATCA)
(SCHMIDT et al., 2013) e primer, ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al.,
1990). As sequéncias de DNA obtidas foram comparadas com o banco de dados proprietario
ou publicos (QUAST et al., 2013) e Greengenes (DeSANTIS et al., 2006) contendo diversas

sequéncias de DNA anteriormente caracterizadas.

4.5 Bioinformatica

As sequéncias foram analisadas por meio de um pipeline proprietario de bioinformatica
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Com isso, ao obter as sequéncias de DNA
através do sequenciamento, fez-se uma filtragem da qualidade, tendo como base a soma das
probabilidades de erro das bases, no qual ¢ permitido no maximo 1% de erro acumulado e apds
isso, as sequéncias de DNA sdo removidas pelos adaptadores da Tecnologia Illumina. Assim
que as sequencias sdo analisadas pelos procedimentos iniciais, caso tenha 100% de identidade,
sdo agrupadas em filotipos/clusters e utilizadas na identificacdo taxonOmica, através de
comparagdes em banco de dados de sequéncias de 16S rRNA e ITS (NeoRef, Neoprospecta

Microbiome Technologies, Brasil).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Analise fisico-quimica

Segundo a Portaria n° 146/1996 do MAPA, os queijos considerados de alta umidade sdo
aqueles de umidade entre 46,0% e 54,9%, que sdo conhecidos como de massa branda ou macios,
como ¢ o caso do queijo Colonial artesanal. Ao observar os resultados das andlises de umidade
e pH (Tabela 1), nota-se que a amostra 1 (CFd1) apresentava teor de umidade que o considerava
como queijo macio, segundo a Portaria de 1996 do MAPA. Enquanto isso, ao longo da
maturacao, o teor de umidade diminuiu e isso pode ser justificavel, pois com o passar do tempo
de maturacdo o queijo vai diminuindo o pH e perdendo agua (MAPA, 1996). Segundo a Lei n°
18.250, de 10 de novembro de 2021, o queijo artesanal colonial pode apresentar-se como de

baixa, média ou alta umidade, assim como descrito neste trabalho.

Tabela 1: Resultados das analises fisico-quimicas das amostras de queijo Colonial artesanal

ao longo de 21 dias de maturacao.

Analises Amostras
CFd1 CFd7 CFd14 CFd21
Umidade (%) 51,12 £0,20° 37,87 +0,53" 33,74 +0,09° 31,09 = 0,09¢
pH 5,08 £0,01° 5,10 + 0,02 4,96 +0,02¢ 5,14+0,01°

*a-d Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo sio significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

5.2 Analise microbiologica classica

Os resultados das andlises microbiologicas para Aerobios Mesofilos, Bolores e
Leveduras, bactérias acido laticas (BAL), Enterobacteriaceae, Escherichia coli, S. coagulase
positiva, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. estio apresentados na Tabela 2. As
bactérias patogénicas L. monocytogenes € Salmonella spp. apresentaram-se ausentes em todas
as amostras, assim como recomendado pela legislagdo brasileira (ANVISA, 2022).

Analisando os resultados obtidos na Tabela 2, nota-se que os valores da contagem de
microrganismos mes6filos ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05) ao longo dos 21
dias de maturagdo. Todavia, todas as amostras ultrapassaram o valor de 5 log UFC/g, ou seja,

podem ser um indicativo de alta contamina¢do microbioldgica. Nao ¢ estabelecido um valor
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limite na Instru¢do Normativa n® 161/2022 para este parametro, contudo esses valores podem
indicar que ha falhas nas condi¢des higi€nicos-sanitarias, podendo afetar a qualidade dos
queijos. Segundo Lima et al (2013), quando ha populagdes inferiores a 4 log UFC/g as praticas
de produgdo estdo com boas condi¢des de higiene. Entretanto, se o alimento apresentar
populagdes superiores a 5 log UFC/g de aerobios mesofilos pode ser um indicativo de que ha
mas condi¢des de higiene na producio. E possivel que a temperatura do ambiente, o tempo de
armazenamento, elaboracdo ou fracionamento ndo estdo adequados, sendo que o manipulador
e os equipamentos sdo considerados os principais contaminantes.

Os microrganismos aerobios mesofilos sdo muito utilizados para avaliar a higiene no
processo de producdo dos alimentos, sendo assim, ¢ possivel identificar como esta a
manipulagdo, matéria-prima, processamento e deterioracdo dos alimentos. E considerado desse
grupo todos 0s microrganismos que sao ativos proximos a temperatura ambiente € com bom
crescimento em temperatura de 20°C a 40°C, aqueles considerados patdgenos crescem em
ambientes com temperatura mais elevada, préximo a 37°C. Quando hd um nivel elevado de
populacdes desses microrganismos pode causar mudangas indesejaveis nos alimentos e isso
indica que ndo hd uma boa pratica de higiene e limpeza no estabelecimento, ou at¢ mesmo
contaminagdo nos proprios alimentos, podendo causar determinadas doencas (PENS et al.,
2020). Alguns dos microrganismos meso6filos podem ser patogénicos, considerando que a
maioria dos patdogenos causadores de doengas veiculadas por alimentos (DVAs) sdo mesofilos.
Por isso, caso haja contaminagdo em excesso, ¢ possivel que existam falhas nas condigdes
higiénico-sanitdrias de producdo (LIMA et al, 2018). Lactobacillus, Lactococcus,
Streptococcus e Enterobacteriaceae sdo alguns dos microrganismos mesofilos que podem

crescer no leite, por exemplo (SILVA, 2019).

Tabela 2: Resultados das analises microbiologicas das amostras de queijo Colonial artesanal

ao longo de 21 dias de maturacao.

Analises Amostras
CFd1 CFd7 CFd14 CFd21
Aerdbios Mesdfilos 7,92 +0,60° 8,01 +0,39° 7,78 £ 0,13° 7,83 +0,24°
(log UFC/g)
Bolores e Leveduras 5,10 +0,02° 7,05+ 0,08° 7,77 £ 0,10° 7,05+0,11°
(log UFC/g)
Bactérias Acido Laticas 8,56 +0,05* 8,18 +0,07° 7,86 £ 0,16 8,43 +0,73*

(log UFC/g)
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Enterobacteriaceae 426+0,17° 4,58 + 0,06° 5,15+ 0,00* 5,25+0,19°
(log UFC/g)
E. coli 3,53 +£0,36° 4,33 £ 0,07 4,92 +0,04* 4,53 £ 0,04
(log UFC/g)
S. coagulase + 337+ 0,47° 3,20+ 1,70° <2,00 + 0,00° 3,12+ 1,58*
(log UFC/g)
Salmonella spp. Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
(25g)
Listeria monocytogenes Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
(25¢)
Toxina Estafilococica Negativo Negativo Negativo Negativo

*a-¢ Médias seguidas da mesma letra na mesma linha ndo sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Assim como ocorre para aerobios mesofilos, a presenca de fungos nos queijos, quando
ndo desejada, esta relacionada com a contamina¢do do leite cru, ao proprio ambiente (como o
ar e os aparelhos e equipamentos utilizados durante o processamento) ou nas roupas € maos dos
trabalhadores (BORELLI et al., 2006), indicando que ndo h4a uma boa condi¢do higiénico-
sanitaria do ambiente, como também pode indicar falta de higiene por parte dos manipuladores.
Para os fungos, ndo ha na Portaria n° 146/1996 do MAPA um limite toleravel de bolores e
leveduras em queijos com umidade abaixo de 55%, sendo que s6 hé informagdes quanto a
queijos com umidade superior a 55%, sendo o limite toleravel de 5x10° UFC/g. Ao analisar os
dados encontrados no presente trabalho (Tabela 2), nota-se que os resultados ultrapassaram ao
valor de umidade superior a 55% ao longo de todo o processo de maturagdo, obtendo valores
acima de 5 log UFC/g, entretanto como nao ha valores para porcentagens inferiores de umidade,
ndo ha como saber se os bolores e leveduras poderiam ser benéficos ou ndo para as amostras
analisadas, visto que todas demonstraram valores de umidade abaixo de 55% (BRASIL, 1996).
Como para alguns queijos o uso de fungos pode melhorar as caracteristicas organolépticas, seria
preciso fazer outros estudos de identificagdo microbiana (SILVA et al., 2017). Além disso,
sabendo que os fungos crescem melhor em pH 4cido, o fato de BAL possuirem a capacidade
de reduzirem o pH, isso pode ter contribuido para o aumento (p <0,05) das contagens de bolores
e leveduras ao longo dos tempos 7, 14 e 21 dias de maturagdo. Pode-se notar que o dia em que

mais houve contagem de bolores e leveduras foi para a amostra CFd14 (7,77 log UFC/g)
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(Tabela 2), confirmando também o tempo de maturagdo com menor valor de pH dentre todas
as amostras analisadas (Tabela 1).

Bolores e leveduras sdo fungos, os bolores apresentam col6nias mais filamentosas,
enquanto as leveduras apresentam colonias mais cremosas (CEARA, 2012). A maioria dos
bolores sdo aerdbios, no qual pertencem a esse grupo fungos dos géneros: Alternaria,
Aspergillus, Penicillum, Mucor e Rhizopus (ZACARCHENCO et al., 2011). As leveduras sdo
unicelulares, no qual sdo ovais e se multiplicam por brotamento ou gemulagdo e crescem e se
reproduzem mais rapido que os bolores (CEARA, 2012). Alguns bolores podem ser utilizados
na producdo de determinados queijos, como o queijo Gorgonzola ou o Camembert e as
leveduras podem ser desejaveis na superficie dos queijos Curados e em queijos Curados por
bolores. As cdmaras de maturacdo de queijos apresentam uma microbiota normal em que fungos
fazem parte, entretanto podem se tornar indesejaveis por conta das condigdes de temperatura e
umidade, causando alteragdes sensoriais nos produtos (SILVA et al., 2017). Ja as leveduras
podem ser encontradas nas salmouras, causando uma maior susceptibilidade a deterioragdo em
queijos salgados em salmouras como ¢ o caso do queijo Colonial (ZACARCHENCO et al.,
2011). Os fungos conseguem crescer em pH baixo, sendo que para bolores ¢ no minimo de 1,5
a2 até 11 e para leveduras ¢ de 2,5 até 8,5 (JAY, 1993). Os fungos crescem em temperaturas
entre 25°C e 28°C, sendo assim, em temperaturas de 35°C a 37°C o crescimento ¢ dificultado e
¢ raro em temperatura de 45°C (SILVA et al., 2010). Além disso, quando cepas desconhecidas
estdo presentes, pode haver perigo de presenca de micotoxinas, que sao produzidas por algumas
espécies de fungos filamentoso, como Aspergillus ¢ Penicillium (CEARA, 2012). Essas
micotoxinas sdo metabolitos secundarios que sdo prejudiciais aos seres humanos e animais
(BORGES, 1999).

Bactérias 4cido laticas (BAL) s@o Gram-positivas, em forma de cocos ou bastonetes,
catalase negativa, ndo esporuladas e normalmente imoveis. Algumas cepas de BAL podem ser
utilizados como probioticos, conferindo beneficios a saide humana, além de BAL também
atribuirem vantagens em relacdo a vida util do alimento, pois tém capacidade de diminuir o pH
ou produzir peptideos antagonistas contra outras bactérias. Conseguem também contribuir com
o aroma e sabor nos alimentos fermentados e podem conferir seguranca em alimentos de origem
animal (FREIRE et al,, 2021). Nas andlises microbiologicas realizadas no presente estudo
(Tabela 2), foram encontrados altos valores de BAL (acima de 7,86 log UFC/g), sendo que estas
contagens ndo apresentaram variagdo (p >0,05) ao longo do tempo de maturacio. Esta elevada
contagem de BAL podem ser consideradas benéfica ao produto, visto que essas bactérias ao

reduzirem o pH inibem outros microrganismos que seriam indesejaveis ou patogénicos, sendo
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assim, quanto mais quantidade de BAL, melhor para o produto, pois assim o pH ¢ reduzido
mais rapidamente. Sendo assim, a fermentac¢ao e a manutenc¢do de altas contagens de BAL que
vai ocorrendo conforme o tempo de maturagdo € algo vantajoso ao produto. Sabendo disso, as
BAL conseguem agir contra bactérias nocivas, como também competem por nutrientes que sao
importantes para o crescimento dessas bactérias patogénicas e conseguem inativar as toxinas e
receptores delas. BAL estdo presentes no leite, mas também sdo encontradas no trato digestivo,
respiratdrio e urogenital de animais (OLIVEIRA, 2015).

Ao analisar os resultados da Tabela 2 em relagdo a Enterobacteriaceae, percebe-se que
houve aumento (p >0,05) nas contagens com o aumento do tempo de maturagdo. Apesar de nao
haver limite para esta familia atualmente na legislagdo, segundo a Portaria n° 146/1996 do
MAPA, o limite tolerdvel de coliformes totais (uma das classes englobadas pela familia
Enterobacteriaceae) em queijos com umidade inferior, igual ou superior a 46% ¢é de 1x10?,
sendo assim, todos as amostras, independente da umidade, apresentaram valores acima do
recomendavel (BRASIL, 1996). Considerando a aproximagdo destes parametros e a contagem
acima de 4 log UFC/g nas amostras ¢ possivel inferir que ha limitagdes quanto a qualidade
higiénico-sanitaria do produto. Enterobacteriaceae representa uma familia de bactérias Gram-
negativas, podem ser moveis ou imoveis, variando conforme a espécie, aerdbicas ou
anaerobicas facultativas, forma de bacilo, conseguem crescer em diferentes meios sélidos e
algumas espécies fermentam lactose (como por exemplo E. coli e Enterobacter), outras
fermentam glicose (como ¢ o caso da Klebsiella spp. e Salmonella sp.) e ja outras nao
fermentem agucares (como por exemplo, género Pseudomonas e Acinetobacter). Estdo
presentes no trato gastrointestinal de vertebrados, mas também podem ser patogénicos que
causam infecgdes em humanos e animais. As espécies patogénicas mais comuns nessa familia
sdo E. coli e Salmonella spp. (OLIVEIRA et al., 2015).

Segundo a Instru¢do Normativa n® 161/2022, o limite para E. coli para queijos, com
umidade abaixo de 46% ¢é de 10> UFC/g e para queijos com umidade igual ou superior a 46%
(como ¢ o caso da CFd1) o limite é de 10° UFC/g (ANVISA, 2022). Como foi observado na
Tabela 1, a amostra com maior umidade é a CFd1 com 51,12%, sendo necessario estar de acordo
com o limite de umidade acima de 46%, enquanto as amostras CFd7, CFd14 e CFd21 sao
comparadas ao valor de umidade abaixo de 46%. Observando os valores encontrados em cada
amostra, na amostra do dia 1 (CFdl) foram encontrados valores menores (p <0,05) em
comparac¢do aos demais dias de maturacdo, entretanto ainda acima do valor limite. As amostras
CFd7, CFd14 e CFd21 demonstraram um valor mais elevado que a amostra CFd1, ndo estando

de acordo com a Instru¢do Normativa n® 161/2022 que apresenta um valor de 102 UFC/g quando



32

a umidade se encontra abaixo de 46%, confirmando que possa ter ocorrido alguma
contaminagdo durante o processo. Por outro lado, a bactéria E. coli é a principal representante
do grupo de coliformes termotolerantes, no qual possuem a capacidade de fermentar lactose
com producao de gés a 44,5°C e sdo os principais indicadores utilizados para verificar condi¢des
higiénico-sanitdrias nas manipulagdes dos queijos. A presenca de E. coli pode demonstrar que
houve uma contaminacdo de contato direto e/ou indireto com fezes, pois ndo faz parte da
microbiota de queijos, mas em intestino de animais de sangue quente € humanos. Quando ha
populagdes superiores aos valores toleraveis, pode causar riscos a saude de consumidores, visto
que algumas cepas de E. coli podem ser patogénicas (SCHER et al., 2018).

Outra bactéria que pode estar envolvida em surtos de origem alimentar ¢ S. aureus (a
principal espécie de Estafilococos coagulase positiva). S. aureus podem causar doengas através
de alimentos contaminados, pois produzem toxinas e ao serem consumidas, faz com que haja
uma intoxicagdo (DVA). Para que haja uma intoxicacao pelo consumo da toxina, a quantidade
de bactérias no alimento tem que ser superior a 5 log UFC/g, com isso havera diversos sintomas
gastrointestinais indicando que ha DVA, como nausea, vomito, célica, prostracdo, pressao
baixa e queda de temperatura. Para o crescimento dessas bactérias, a temperatura entre 35°C e
40°C ¢ ideal e o pH entre 4,2 € 9,3, com pouca quantidade de 4gua e até 25% de sal. Quando ha
contamina¢cdo nos alimentos, ¢ mais provavel que os manipuladores sejam a fonte da
contaminacdo, pois S. aureus estdo presentes na pele e no trato respiratério de seres humanos e
animais de sangue quente, entretanto também pode ocorrer contaminagdo através de
equipamentos e superficies em que o alimento entra em contato (SILVA et al., 2017).

Na Instru¢do Normativa n° 161/2022 ¢ informado que para queijos o limite aceitavel
que podem ser encontrados de Estafilococos coagulase positiva ¢ de 3 log UFC/g. Ao observar
os resultados encontrados nas analises na Tabela 2, percebe-se que ndo houve diferenga (p >
0,05) entre as amostras, sendo que todas obtiveram resultados acima do limite aceitavel, com
excecdo de CFd14. No entanto, para produzir toxina estafilococica nos alimentos a populagao
de S. aureus devem ser superiores a 5 log UFC/g, sendo assim o ambiente nio foi favoravel
para a produgdo dessas toxinas (PRETO et al., 2021). Esta observac¢do se confirma com os
resultados negativos para a presenca de toxinas estafilococicas em todas as amostras (Tabela
2). S. aureus € um microrganismo muito importante para ser analisado nos queijos de leite cru,
justamente por conta da ocorréncia neste produto ser alta. S. aureus pode causar mastite nas
vacas leiteiras, causando prejuizos a produ¢do e industrializagdo do leite. A mastite ¢ uma
inflamagao na glandula mamaria, geralmente infecciosa, sendo subdividido em mastite clinica

e subclinica (SAEKI et al., 2012).
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5.3 Analise metataxonomica de bactéricas

Para a andlise metataxonOmica de bactérias foram encontrados ao total 56.997
sequéncias de DNA de bactérias nas quatro amostras. Na amostra do dia 1 (CFd1) encontrou-
se 15.427, na segunda amostra (CFd7) 17.074, na terceira (CFd14) 13.186 e por ultimo, na
amostra do dia 21 (CFd21) foram encontradas 11.310 sequéncias de DNA. Dessas sequéncias
de DNA, sdo bactérias pertencentes de 4 filos (Figura 1), sendo eles: Actinobacteria (18,62%),
Bacterioidetes (0,01%), Firmicutes (61,01%) e Proteobactérias (20,36%), no qual o mais

encontrado foi do filo Firmicutes. Como pode ser visto na figura 1.

Figura 1: Filos mais encontrados ao longo de 21 dias de maturagdo de queijo Colonial

artesanal.

20,36% - 18,62%
’ 0,01%

61,01%

Actinobacteria Bacteroidetes = Firmicutes = Proteobacteria

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Observando os resultados da analise metataxonomica em relacdo as bactérias, foram
encontradas 69 espécies diferentes (Figura 2). Essas espécies estavam incluidas nos filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Proteobacteria. Dentro desses filos foram
encontradas os seguintes géneros: Acinetobacter, Aeromonas, Arthrobacter; Bifidobacterium;
Chryseobacterium;  Citrobacter;  Corynebacterium;  Cronobacter;,  Empedobacter;
Enterobacter; Enterococcus; Erwinia; Escherichia;, Klebsiella;, Kluyvera;, Kocuria;
Lactobacillus; Lactococcus, Leclercia; Lelliottia;, Leuconostoc, Macrococcus; Paenibacillus;
Pantoea; Pectobacterium,; Pseudomonas, Psychrobacter; Rahnella; Raoultella; Serratia;

Staphylococcus, Streptococcus; Vibrio e Weissella.
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Figura 2: Espécies de bactérias encontradas nas amostras CFd1, CFd7, CFd14 e CFd21 através da analise metataxonomica

CFd1

CFd7

CFd14

CFd21

B Acinetobacter bereziniae

= Acinetobacter sp.

B Aeromonas dhakensis

u Arthrobacter protophormiae

u Chryseobacterium flavum
Citrobacter braakii

m Citrobacter sp.

u Corynebacterium flavescens

u Corynebacterium variabile
Enterobacter asburiae

B Enterobacter kobei

m Enterobacteriaceae bacterium

u Enterococcus pseudoavium
Escherichia vulneris

u Kluyvera intermedia

u Kocuria rhizophila

u Lacticaseibacillus casei
Lentilactobacillus parabuchneri

B Lactococcus lactis

u Leclercia adecarboxylata

W Leuconostoc mesenteroides

B Paenibacillus polymyxa

u Pseudomonas putida group
Rahnella aquatilis

B Raoultella terrigena

u Staphylococcus aureus

u Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus haemolyticus

m Staphylococcus sciuri

u Staphylococcus warneri

u Streptococcus thermophilus
Weissella paramesenteroides

B Acinetobacter johnsonii

u Acinetobacter ursingii

® Aeromonas hydrophila

u Bifidobacterium mongoliense

u Chryseobacterium viscerum

u Citrobacter freundii

m Citrobacter werkmanii

m Corynebacterium nuruki

= Cronobacter sakazakii

n Enterobacter cloacae

B Enterobacter ludwigii

m Enterococcus devriesei

u Enterococcus sp.

u Klebsiella oxytoca

m Kocuria koreensis

® Kocuria varians
Schleiferilactobacillus harbinensis
Lactiplantibacillus plantarum

u Lactococcus raffinolactis

m Lelliottia amnigena

B Leuconostoc pseudomesenteroides

u Pantoea agglomerans

u Psychrobacter alimentarius

u Raoultella ornithinolytica

u Serratia marcescens

u Staphylococcus chromogenes

u Staphylococcus equorum

u Staphylococcus petrasii

m Staphylococcus succinus

u Staphylococcus xylosus

u Vibrio furnissii

u unidentified

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

u Acinetobacter junii

u Aeromonas caviae

B Aeromonas veronii

u Bifidobacterium psychraerophilum

u Chryseobacterium vrystaatense

u Citrobacter murliniae

m Citrobacter youngae

m Corynebacterium terpenotabidum
Empedobacter falsenii

u Enterobacter hormaechei

u Enterobacter sp.

m Enterococcus italicus

= Erwinia aphidicola

u Kluyvera ascorbata

u Kocuria kristinae

u Levilactobacillus brevis
Lactobacillus kefiranofaciens
Furfurilactobacillus rossiae

m Lactococcus sp.

m Leuconostoc citreum

® Macrococcus caseolyticus

B Pectobacterium carotovorum

u Psychrobacter celer

u Raoultella planticola

u Staphylococcus agnetis

u Staphylococcus cohnii
Staphylococcus fleurettii

u Staphylococcus saprophyticus

m Staphylococcus vitulinus

u Streptococcus parauberis

w Vibrio rumoiensis
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Na amostra do dia 1 de maturacdo (CFdl), como pode ser observado na Figura 3, o
género mais encontrado foi Lactococcus (61,48%), sendo que com a resolucdo utilizada na
analise ndo foi possivel identificar as espécies especificas. Lactococcus sdo Gram-positivos, em
forma de cocos em pares ou em cadeias, ndo formadores de esporos, imoveis e anaerdbios
facultativos (WARD et al., 2002). A alta incidéncia de Lactococcus spp. nessa amostra pode
estar correlacionada com a alta contagem destas observada anteriormente na analise fenotipica
de BAL (Tabela 2). Lactococcus spp. pertencem a familia das bactérias acido laticas (BAL),
sendo muito utilizada em conjunto com outras bactérias BAL, como Lactobacillus e
Streptococcus, como iniciadores na producdo de produtos lacteos. Esses iniciadores fermentam
acucares para a producdo do acido latico, acidificando o produto, conferindo sabor e
preservando o mesmo (BATT et al., 2014). Essas bactérias sdo muito utilizadas na fabricacao
de diversos produtos lacteos, como iogurte, creme de leite, manteiga, queijo frescos como
requeijdo, queijos macios como Camembert, Brie e Roquefort, queijos duros como Gouda,
Edam e Cheddar e outros produtos lacteos fermentados. Ademais, sdo encontrados na produgao
de produtos artesanais no mundo todo (WARD et al., 2002). Entretanto, pode haver cepas
prejudiciais, havendo espécies que podem causar acidez indesejada, sabor desagradavel e
coagular o leite. Sendo assim, pode levar ao desenvolvimento de sabor mais frutado, por conta

de alguns ésteres e se usada em conjunto com cultura adjunta pode conferir sabor de nozes nos

queijos (OLAJIDE; LAPOINTE, 2022).

Figura 3: Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas mais encontradas na amostra com

um dia de maturagdo (CFd1).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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O género Citrobacter foi o segundo mais encontrado na amostra CFd1 (Figura 3), sendo
representado pelas espécies Citrobacter freundii (21,21%), seguida de Citrobacter murliniae
(8,69%) e Citrobacter sp. (2,99%). O género Citrobacter, pertence a familia
Enterobacteriaceae, sio bacilos Gram-negativos, catalase positivo e oxidase negativo (PADUA
et al, 2014). Citrobacter freundii ¢ a principal espécie pertencente do género Citrobacter
(CEZARIO, 2000) e podem ser encontrados tanto em animais quanto humanos, principalmente
no trato gastrointestinal fazendo parte da flora intestinal, e no meio ambiente, como na agua e
solo. Entretanto, pode se tornar patogénica, causando infec¢des oportunistas, no qual inclui-se
meningite, pneumonia, septicemia, infecgdes no trato urinario (NASCIMENTO; ARAUJO,
2013), hemorragias sistémicas e gastroenterites (PADUA et al, 2014), principalmente em
pacientes imunocomprometidos e que sofrem de outras doencas subjacentes (RIOS et al.,
2020). A elevada abundancia relativa deste género pode ser relacionada as contagens acima de
4 log UFC/g também observada na anélise fenotipica para Enterobacteriaceae na amostra CFd1
(Tabela 2).

No mesmo sentido, o terceiro género mais encontrado foi Pantoea, da espécie Pantoea
agglomerans (1,87%) (Figura 3). Pantoea agglomerans sdo bactérias Gram-negativas que
anteriormente eram chamadas de Enterobacter agglomerans e também pertencem a familia
Enterobacteriaceae. Pode ser encontrada em plantas e fezes de humanos e animais, e causam
doencgas oportunistas em humanos ndo sendo um agente infeccioso obrigatdério. A infeccao
oportunista pode ocorrer por meio hospitalar ou através de infec¢cdes de feridas com material
vegetal, por um espinho, lasca de madeira ou algum outro material vegetal durante a ocupagao
agricola, jardinagem ou através de criangas que tiveram contato (DUTKIEWICZ et al., 2016).

A espécie Raoultella terrigena (1,41%) foi a quarta mais abundante observada (Figura
3). Raoultella terrigena, antes chamada de Klebsiella terrigena, foi separada do género
Klebsiella em 2001, sabendo disso, essa espécie ¢ uma bactéria Gram-negativa ndo movel
formadora de capsulas que pertencem a familia Enterobacteriacea. E uma bactéria oportunista
e infecgdes ocasionadas por ela sdo raras, entretanto quando hé infeccdo pode ser fatal, por
possuir um alto indice de mortalidade. As infec¢des podem ser enddgenas, através da bile e
fezes, e exdgena, quando esta relacionado com leite, 4gua e solo. Além disso, ainda ha infecgdes
relacionadas com assisténcia médica. Ainda ndo se sabe ao certo se estd presente no intestino
humano como parte da microbiota ou em portadores que possam estar assintomaticos
(LEKHNIUK et al., 2021).

A amostra de queijo com 7 dias de maturacdo (CFd7), demonstrou maior discrepancia

entre as bactérias encontradas em relagdo as outras amostras (Figura 4). Nesta amostra foram
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encontradas espécies que nas outras 3 amostras ndo foram identificadas. Sendo assim, a espécie
de bactéria mais encontrada foi Corynebacterium variabile (46,06%), seguida de
Staphylococcus saprophyticus com 43,32%. Além dessas duas espécies que ultrapassaram 40%
de abundancia relativa, ainda foram encontradas Weissella paramesenteroides e
Corynebacterium terpenotabidum, com 1,73% e 1,67%, respectivamente.

Corynebacterium variabile ¢ uma bactéria que faz parte da microbiota complexa da
superficie de queijos, contribuindo para o desenvolvimento de sabor e textura durante a
maturacdo do queijo. S3o encontradas no solo, matérias vegetais, aguas residuais e produtos
lacteos. Sao tolerantes ao sal e capazes de crescer na presenca de NaCl 8,0% e em pH com
valores inferiores a 4,9 (SCHRODER et al, 2011). Corynebacterium variabile ndo ¢é
considerada bactéria patogénica, sendo comumente utilizada em processamento de alimentos
feitos a partir do leite cru por demonstrar atividades benéficas a esses alimentos. Entretanto a
presenca de C. variabile na amostra CFd7 pode demonstrar que houve alguma contaminacao
durante o processamento ou na fabricagdo do queijo, visto que ¢ uma espécie frequentemente
encontrada na pele e no trato gastrointestinal de animais e de humanos (BRAEM et al., 2012),
Chombo-Morales et al. (2016) descreveram que C. variabile também estava presente em
amostras de queijo Cotija artesanal, sendo considerada como relevante no processo de
maturacdo do queijo. Tal importancia estd associada a capacidade desta espécie em metabolizar
o lactato e apresentar a capacidade de produzir enzimas lipoliticas como lipases (/ipA1 - lipA3)
e hidrolases (SGNH-hidrolase) que provocam a liberagdo de compostos volateis como, enxofre,
¢steres, aldeidos e cetonas que derivam da degradacdo da lactose e do citrato que influenciam
no sabor dos queijos (YVON; RIJNEN, 2001). Ja as enzimas proteoliticas produzidas por estas
bactérias (serina protease, aminopepitidase e prolina iminopeptidase) estdo relacionadas com a
degradacdo de proteinas que contribuem para a textura e sabor dos queijos, uma vez que
compostos aromaticos sdo derivados de aminoacidos (DEETAE et al., 2007; SCHRODER et
al.,2011). A espécie Corynebacterium terpenotabidum, também identificada na amostra CFd7,
apresenta-se na forma de bastonetes Gram-positivas, aerobicas, que ndo formam esporos e sao
imoveis (TAKEUCHI et al., 1999). O género Corynebacterium vem sendo encontrado em
prateleiras que sao utilizadas para maturacao dos queijos, ou seja, prateleiras podem ser fonte
de transferéncia destas espécies para o queijo, transferindo os microrganismos da superficie da

prateleira para a superficie do queijo (KAMIMURA et al., 2020).
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Figura 4: Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas mais encontradas na amostra com

sete dias de maturagdo (CFd7).
Corynebacterium terpenotabidum

Weissella paramesenteroides

Corynebacterium variabile
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Staphylococcus saprophyticus ¢ uma bactéria comumente encontrada em infecg¢des
urinarias, sendo que afeta mais mulheres em idade ativa do que homens. E uma bactéria Gram-
positiva, coagulase negativa, que pode causar pielonefrite, sepse, endocardite, uretrite,
epididimite, prostatite e nefrolitiase (CARVALHO, 2014). Além disso, também faz parte da
microbiota intestinal de animais, como bovinos e suinos, podendo causar contaminagdes em
alimentos de origem animal e alimentos fermentados. Entretanto, apesar de possuir potencial
patogénico, no qual é capaz de produzir biofilmes, essa espécie ndo produz toxinas. Além do
mais, ndo ¢ comum relatos de infeccdo associados a S. saprophyticus através do consumo de
alimentos (LAWAL et al.,, 2021). S. aureus sao os principais agentes causadores de mastite nas
vacas leiteiras, entretanto também pode ser causado por outras espécies, como ¢ o caso de S.
saprophyticus. Apesar de serem considerados patdogenos menores, estdo cada vez tendo
importancia na medicina humana e veterindria, pois em casos de mastite nas vacas, afeta a
industria de laticinios, causando problemas na producdo do leite, obtendo um leite de ma
qualidade, necessitando de descarte das vacas antes do tempo e tendo gastos com tratamentos
nos animais, causando perdas econdmicas para as indastrias (GUIMARAES et al., 2016). Um
caso de mastite subclinica no leite pode ter acontecido no caso dessa amostra, visto que
apresenta a maior variabilidade em relacdo as demais.

Weissella paramesenteroides ¢ uma bactéria Gram-positiva, em forma de cocos ou

bastonetes, catalase negativo, ndo forma esporos, microaerdfilos e geralmente sdo imdveis,
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pertencente do grupo das bactérias acido laticas (BAL) que sdo heterofermentadores. O género
Weissella, pertence a familia Leuconostocaceae (ALVIM, 2015) e pode ser encontrado em
diversos habitats diferentes, como por exemplo em solos, cana de agucar, em alimentos
fermentados que foram produzidos a partir do leite cru (TEIXEIRA et al., 2021), saliva, pele,
fezes humanas e de animais, leite materno, vegetais e plantas (LIBONATTI ez al., 2019). Como
pode ser encontrado em diferentes ambientes pode contaminar os alimentos pela facilidade de
se espalhar nos ambientes de processamento (TEIXEIRA et al., 2021). Por outro lado, Weissella
pode possuir potencial probidtico, sendo importante para controle de patdgenos em alimentos
através da producdo de bacteriocinas e peroxido de hidrogénio. Essas bactérias podem ser
confundidas com Leuconostoc e Lactobacillus heterofermentativos, sendo assim, a
diferenciagdo ¢ realizada através de andlises taxondmicas moleculares. Além disso, bactérias
desse género podem apresentar diferentes tipos de morfologia, podendo ser bastonetes curtos
com pontas arredondadas como também afiladas ou em forma de cocoide, pode ser encontrado
em pares, sozinho ou em cadeias. Por ser um género relativamente novo, ainda ndo ¢ utilizado
como iniciador ou cultura adjunta na industria alimenticia (TEIXEIRA et al., 2021).
Analisando a amostra CFd14, em comparacdo com as outras trés amostras, essa foi onde
mais encontrou a espécie de Lactococcous sp., apresentando uma abundancia relativa de
75,91% (Figura 5). O aumento da populacdo de BAL ao longo do tempo de maturagdo ¢ bem
descrito na literatura, e tem relacdo com o metabolismo bacteriano e o desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais caracteristicas para este tipo de produto. Adicionalmente, os
produtores destas amostras de queijo relataram que a maioria dos consumidores prefere ele com
este tempo de maturacdo. A alta abundancia relativa de Lactococcus spp. pode ser um fator de
seguranca muito importante para o consumidor deste produto. Por outro lado, a segunda espécie
mais presente foi Enterobacteriaceae bacterium (6,24%), seguido de Citrobacter freundii
(3,96%), Raoultella ornithinolytica (2,43%) e Citrobacter murliniae (1,53%). Apesar de ja
descrita como uma espécie na literatura, neste estudo Enterobacteriaceae bacterium pode estar
sendo descrita como a abundancia relativa de membros da familia Enterobacteriaceae que nao
foram possiveis de serem identificados devido a resolucdo do método utilizado. Esta observagao
pode ser sustentada pelo resultado encontrado nas anélises fenotipicas, onde Enterobacteriaceae
e uma das principais espécies desta familia (E. coli) estavam presentes em altas contagens
(Tabela 2). No entanto, a diminuicdo de abundancia relativa em membros da familia
Enterobacteriaceaec ¢ aumento de BAL observada na andlise metagendmica para CFd14 nao
apresentou correspondéncia com as amostras analisadas através da microbiologia classica, pois

o niumero de sequéncias identificadas ndo pode ser diretamente extrapolado para UFC. Isso
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ocorre, pois sequéncias de bactérias inativadas podem ser extraidas da amostra e quantificadas,
mesmo que suas células ndo sejam mais vidveis. Somado a isso, o estado bacteriano de células
viaveis, mas ndo cultivadas, ndo poder ser descartado na contagem em placas.
Adicionalmente, esta amostra (CFd14) apresentou incidéncia de Bifidobacterium
mongoliense (1,14%), uma bactéria Gram-positiva, imével, anaerobica, ndo formadora de
esporos € muito encontradas no trato gastrointestinal de humanos e animais. O género
Bifidobacterium vem sendo estudo a longo tempo devido ao seu potencial probidtico. Sao bem
estabelecidos os estudos com cepas de Bifidobacterium longum e Bifidobacterium
animalis subsp. lactis. como ingrediente em leites fermentados, iogurte e em queijos com a
finalidade probidtica e ¢ comprovado que essas bifidobactérias provocam efeitos positivos na
saude do hospedeiro (GENESAN et al., 2014; HELLER, 2001). No entanto, em relacdo aos
novos grupos filogenéticos que estdo sendo estuddados, como Bifidobacterium
mongoliense (SIMPSON et al., 2003, WATANABE et al., 2009) ainda ¢ preciso que mais
pesquisas sejam realizadas para a comprovagdo de eficacia do potencial probidtico seja

oficializado para essa espécie/cepa (DURANTI et al., 2020).

Figura 5: Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas mais encontradas na amostra com
quatorze dias de maturacao (CFd14).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao final do tempo de maturacao estudado no presente estudo (CFd21), foi encontrada
maior variedade de espécies sendo estas representadas majoritariamente por Lactococcous sp.

(45,76%), Corynebacterium variabile (12,45%), Enterobacteriaceae bacterium (11,42%),
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Leuconostoc mesenteroides (5,59%), Bifidobacterium mongoliense (4,96%), Citrobacter
freundii (4,24%), Raoultella ornithinolytica (4,17%), Staphylococcus saprophyticus (1,65%),
Pantoea agglomerans (1,43%), Citrobacter sp. (1,41%), Citrobacter murliniae (1,10%) e
Lactobacillus casei (1,06%) (Figura 6). Apesar das amostras terem disso produzidas em dias
diferentes (independentemente), com estes dados € possivel de inferir que o género Lactococcus
sp. (45,87%) foi predominante entre as amostras, seguido de Citrobacter freundii (7,36%).
Além disso, a presenca de Corynebacterium variabile (14,70%), Staphylococcus saprophyticus

(11,76%) e Enterobacteriaceae bacterium (3,54%) estavam entre as mais abundantes.

Figura 6: Abundancia relativa (%) de espécies bacterianas mais encontradas na amostra com

vinte ¢ um dias de maturagao (CFd21).
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Além das espécies mais abundantes ja discutidas anteriormente neste trabalho, a amostra
CFd21 também apresentou outras BAL, como Leuconostoc mesenteroides (5,59%) e
Lacticaseibacillus casei (1,06%) (Figura 1). L. mesenteroides ¢ Gram-positivo, tem forma de
cocos € sdo anaerdbicos facultativos. Sdo encontrados em certos alimentos, como vegetais,
legumes e produtos lacteos. Além disso, possuem resisténcia intrinseca aos glicopeptideos
(ILIS et al., 2018). E uma espécie muito utilizada para a produgéo de vinhos, produtos lacteos
e acucar, sendo que possui propriedades fermentadoras e consegue gerar compostos aromaticos

de interesse (ALMEIRA, 2021). Podem ser encontradas em plantas e a partir disso sdo
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propagadas para outros lugares, como ¢ o caso do leite cru (BORGES, 2017). Como ¢
pertencente as BAL sdo reconhecidamente seguras para uso em alimentos e sdo capazes de
sintetizar dcidos organicos e acelerar processos bioquimicos nos alimentos (ALMEIRA, 2021).
Essa bactéria apresenta potencial probidtico e agdo bacteriostatica contra Listeria
monocytogenes € Escherichia coli. Além disso, auxilia nas propriedades sensoriais em soro de
leite, queijos frescos e creme de leite, sendo assim, sdo muito utilizados para conferir aroma
nos produtos lacteos fermentados (BORGES, 2017).

Lactobacillus casei possui uma nova nomenclatura, sendo agora chamado de
Lacticaseibacillus casei. Esse género, Lacticaseibacillus, ou seja, o grupo de L. casei, sdo
considerados heterogéneos e nomades, podendo se adaptar em diversos nichos e dentro dele
estd incluido L. casei, L. rhamnosus e L. paracasei. Sao microrganismos capazes de colonizar
ambientes tanto naturais quanto artificiais, sendo que sao homofermentativos (PIMENTEL et
al., 2021). Além disso, pertencente também as BAL, muito utilizada na industria de alimentos
e parte das cepas testadas apresentam potencial probidtico e outras cepas sdo comprovadamente
probioticos, ou seja, apresentam propriedades promotoras a satde, sendo benéfica aos seres
humanos (BURITI; SAAD, 2007). Estas bactérias podem ter acdo sobre infec¢des, doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes e doenga celiaca (LEITE et al, 2021). Outra
funcionalidade para esses microrganismos ¢ a utilizag@o para a producdo de leites fermentados
e como culturas starters na fabricagdo de determinados queijos, melhorando a qualidade do
produto (BURITI; SAAD, 2007), ou seja, confere aroma, sabor, textura e auxilia na
conservagdo do produto por conta da acidificacdo (LEITE et al., 2021). Além disso, também
estdo presentes em diferentes ambientes, como na boca, trato gastrointestinal, laticinios e

produtos vegetais (BURITI; SAAD, 2007).

5.4  Anailise metataxonomica de fungos

Com relagdo aos resultados sobre os fungos nota-se ndo houve muita variag¢ao de filo,
sendo contabilizado apenas os filos Ascomycota e Basidiomycota. Foram encontrados ao total
249.029 sequéncias de DNA em todas as amostras, sendo que dessas a grande maioria foi do
filo de Ascomycota. Os géneros encontrados foram Aspergillus, Clavispora, Debaryomyces,
Didymella, Diutina, Fusarium, Galactomyces, Geotrichum, Kluyveromyces, Kodamaea,
Kurtzmaniella, Penicillium, Pichia, Torulaspora, Tricholoma, Trichosporon e Wickerhamiella.

Dentre estes géneros encontrou-se as seguintes espécies: Aspergillus conicus;

Aspergillus restrictus; Candida pararugosa; Clavispora lusitaniae; Debaryomyces hansenii;
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Diutina catenulata; Fusarium equiseti; Fusarium solani; Galactomyces reessii; Geotrichum
candidum; Kluyveromyces marxianus; Kodamaea ohmeri; Penicillium camemberti; Pichia
kudriavzevii; Torulaspora matsutake;, Trichosporon insetorum; Trichosporon ovoides;
Candida intermedia; Candida zeylanoides e Galactomyces. As espécies de fungos com maior
abundancia relativa considerando todas as amostras foram Diutina catenulata (93,98%),
Kodamaea ohmeri (1,85%), Geotrichum candidum (0,87%), Candida intermedia (0,56%),
uncultured Galactomyces (0,75%), Debaryomyces hansenii (0,48%) e Kluyveromyces
marxianus (0,39%) (Figura 7).

Figura 7: Fungos mais encontrados nas amostras CFd1, CFd7, CFd14 e CFd21 através da

analise metataxonOmica.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao analisar os dados, nota-se que Diutina catenulata foi a espécie mais encontrada de
fungos em todas as amostras, sendo uma média de 93,98%. Esse fungo ¢ uma levedura
ascomiceta que pode contaminar lacticinios, sendo muito comum associada com leite e o queijo,
mas também pode ser encontrada em animais e humanos, relacionada a infec¢des superficiais
e invasivas (O’BRIEN et al,, 2018).

Com relagdo as outras espécies, ndo houve uma abundancia relativa tdo significante
quanto D. catenulata. Sabendo disso, o segundo fungo mais encontrado na amostra CFd1 foi
Kodamaea ohmeri, com uma porcentagem de 3,02%. Esse fungo anteriormente era chamado
de Pichia ohmeri ou Yamadazyma ohmeri (ZHOU et al., 2021), sendo que ¢ uma ascomiceta
pertencente a familia Saccharomyce taceae e ¢ uma forma telemorfica da Candida

guillermondii. Além disso, pode facilmente ser confundida com a Candida albicans, causando
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certa confusdao (DIALLO et al., 2019). Esse fungo pode ser encontrado no ambiente e ¢ comum
ser utilizado na industria de alimentos para fermentacdo (ZHOU et al., 2021), como por
exemplo na fermentagdo de picles, salmouras e frutas estragadas, sendo utilizada como parte
inicial da microbiota natural (BORELLI et al., 2006). Entretanto em alguns casos pode causar
infecgdes, principalmente em pacientes imunocomprometidos (ZHOU et al., 2021).

Para a amostra CFd7 o segundo fungo mais encontrado também foi a K. ohmeri com
uma porcentagem de 1,87%, seguido de Debaryomyces hansenii (1,52%). Acredita-se que
cepas de D. hansenii sdo capazes de inibir a germinagdo e crescimento de fungos que sdo
contaminantes, como por exemplo, Cladosporium inversicolor, Cladosporium sinusum,
Fusariu avenaceum, Mucor racemosus e Penicillium roqueforti. E uma levedura halofilica, ou

seja, vive em ambientes com alta concentracdo de cloreto de sodio (CARVALHO,
2010), sendo que ¢ dominante em relacdo a outras espécies de leveduras e ¢ considerada como
levedura de biocontrole em produtos lacteos segundo a Autoridade Europeia para a Seguranga
dos Alimentos (EFSA), sendo qualificado para isso (HUANG et al., 2021).

Analisando a amostra do dia 14 (CFd14), ap6s D. catenulata, o fungo mais encontrado
foi Galactomyces ndo cultivados com 2,18%, seguido de K. ohmeri com 2,13%. Galactomyces
¢ uma espécie que engloba a espécie Geotrichum candidum, sendo considerado um anamorfo
de Galactomyces gerotrichum, como era antigamente chamado. Galactomyces ¢ muito
utilizado na industria de alimentos, entretanto ainda pode causar algumas doengas em plantas e
humanos, como doengas pulmonares. Além disso, Galactomyces geotrichum € encontrado
também na microbiota intestinal e respiratéria dos humanos, como também no solo, leite cru,
agua, frutas e plantas (PAES, 2016).

Por fim, na amostra CFd21, o segundo fungo mais encontrado na amostra do dia de
maturacdo 21 foi Geotrichum candidum com 1,12%, seguido de Galactomyces (1,09%). Como
comentado anteriormente, Geotrichum candidum ¢ um anamorfo de Galactomyces geotricum,
no qual essa espécie pode causar infecgdes em animais, como nos bovinos e cavalos, podendo
ocasionar lesdes de pele e de pulmao. E um fungo utilizado na producio de queijo por ter
capacidade proteolitica e aromética, como também fazendo parte da microbiota natural do leite
cru, ou seja, ¢ muito utilizado para maturagdo de determinados queijos. Além disso, possuem
capacidade de alcalinizar a superficies de queijos por catabolizarem o acido latico produzido
por bactérias (PAES, 2016).

Observando todas as amostras, nota-se que ndo houve grandes diferengas no perfil
fungico das amostras entre os quatro tempos de maturagdo. A presenca de bolores e leveduras

nas amostras, demonstrada nas andlises cldssicas estando acima dos valores recomendados pela
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legislacio (BRASIL, 1996), indica que pode ter alguma falha na higiene da producao,
armazenamento ou comercializagdo do produto. Provavelmente, a levedura D. catenulata seja
a responsavel por esta contaminacdo, devido a alta abundancia relativa desta nas amostras.
Portanto, conhecendo as caracteristicas do microrganismo indesejavel, ¢ importante
implementar medidas de mitigagdo que previnam sua ocorréncia na obten¢do, manipulagdo,

armazenamento, transporte e comercializagao dos queijos.
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6 CONCLUSAO

Queijos produzidos artesanalmente apresentam uma ampla microbiota natural,
principalmente aqueles que sio produzidos a partir do leite cru. E importante realizar a
caracteriza¢cdo microbiologica destes produtos a fim de compreender a dindmica da ecologia
microbiana durante a maturag¢ao, bem como caracterizar o produto advindo de locais especificos
(Terroir microbiano). Com as andlises fenotipicas cldssicas foi possivel quantificar os
microrganismos presentes em cada amostra e analisar como cada bactéria ou fungo crescia
nesses ambientes. Os achados descrevem a contagem de microrganismos meso6filos, bolores e
leveduras, familia Enterobacteriacea, E. coli e S. aureus (com excecdo de CFd14) com
resultados acima dos valores aceitos na legislacdo, podendo indicar que as condig¢des higiénico-
sanitarias precisam ser revisadas. J4 para as bactérias acido laticas, apesar de também
apresentarem valores altos, nesse caso ¢ considerado algo benéfico ao produto, visto que para
0 queijo essas bactérias podem contribuir para o aroma e sabor, como também a capacidade de
diminuir pH e aumentar a seguranca e a vida util do alimento.

Além disso, através da andlise genotipica foi possivel verificar mais a fundo quais as
espécies encontradas em cada uma das amostras, sendo possivel obter um melhor conhecimento
quanto as espécies de bactérias presentes na microbiota das quatro amostras analisadas.
Lactococcus sp., Corynebacterium variabile, Staphylococcus saprophyticus e Citrobacter
freundii foram as espécies mais encontradas considerando todas as amostras. Bactérias acido
laticas foram as mais abundantes nas amostras, principalmente nos dias 1 (CFdl), 14 (CFd14)
e 21 (CFd21) de maturacdo. Para a andlise de fungos, ndo houve muita variacdo entre as
amostras, sendo que a espécie predominante foi Diutina catenulata.

Os dois tipos de anélises microbiologicas realizadas neste estudo sdo diferentes e
igualmente importantes, possuem cada uma suas vantagem e desvantagens, mas se
complementam para melhor entender a microbiota do queijo artesanal. Quando ha
microrganismos indesejaveis estas ferramentas sdo importantes para auxiliar na escolha de
medidas de mitigag@o para corrigir falhas. Além disso, a partir dos dados encontrados, pode ser
possivel o isolamento de cepas predominantes a fim de desenvolver fermentos especificos para
cada regido produtora, aumentando a seguranga do produto. A partir dos resultados encontrados
foi possivel perceber a importancia de cada andlise e identificar os problemas que podem
ocorrer durante o processamento, como também os microrganismos que podem auxiliar na

melhora das caracteristicas organolépticas do queijo Colonial artesanal.
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