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RESUMO

Amostras de queijo de minas artesanal foram coletadas em 18 queijarias localizadas em propriedades
rurais da regido da Serra da Canastra, Minas Gerais, com o objetivo de avaliar a influéncia da altitude
sobre a populacdo de bactérias acidolacticas. As queijarias estavam distribuidas nas altitudes de 600 a
900m, 900 a 1000m e mais de 1000m. Observaram-se populacBes mais elevadas de bactérias
acidolacticas nas amostras de queijo da altitude de 600 a 900m. Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
casei e Lactobacillus plantarum foram os principais microrganismos isolados e identificados por PCR
ARDRA 16S-23S rDNA, além de Enterococcus spp., Lactococcus spp. e outras espécies de
Lactobacillus. Sugere-se que estas espécies estejam adaptadas ao ambiente de produgdo do queijo de
minas artesanal produzido na regido, o que resultaria em caracteristicas sensoriais préprias do produto.
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ABSTRACT

Samples of minas artisanal cheese were collected in 18 small-scale producer properties located in the
rural region of Serra da Canastra, Minas Gerais state, aiming to evaluate the influence of three altitudes,
from 600 to 900m, 900 to 1000m, and higher than 1000m, on the lactic acid bacteria (LAB) population.
High populations of LAB were observed in the cheese samples, mainly in the lowest altitude.
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus casei, and Lactobacillus plantarum were the major LAB isolated
from the cheese samples and identified according to PCR ARDRA 16S-23S rDNA. Enterococcus spp.,
Lactococcus spp., and other species of Lactobacillus genus were also found. It is suggested that these
microorganisms are adapted to the production environment of the minas artisanal cheese which result in
the unique sensorial properties of the product.

Keywords: cheese, altitude, lactic acid bacteria, 16S-23S rDNA

INTRODUCAO

Em Minas Gerais, a producéo de queijo de minas
artesanal é uma atividade tradicional de vérios
municipios, além de ser a principal geradora de
renda (Furtado, 1980). O queijo de minas
artesanal, segundo o Decreto n° 44.864, de 01 de
agosto de 2008 (Minas Gerais, 2008), é aquele
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elaborado na propriedade de origem do leite, a
partir do leite cru integral, utilizando-se como
ingredientes o “pingo” (soro-fermento), coalho e
sal e, no ato da prensagem, apenas O processo
manual. “Pingo” ¢ a denominagdo utilizada para
uma fracdo de soro fermentado, originado do
dessoramento de queijos produzidos no dia
anterior, que € coletado e utilizado como
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fermento. A composicdo do soro-fermento é
caracteristica de cada regido produtora e contém
culturas lacticas selecionadas (Leite, 1993).

Em muitos paises, queijos produzidos em
pequena escala, a partir de leite cru, ordenhado
pelos préprios produtores, sdo elaborados
artesanalmente, a partir de técnicas tradicionais.
Na producédo desses queijos, normalmente nado se
empregam culturas iniciadoras comerciais, sendo
esta funcdo desempenhada pelas bactérias
acidolacticas (BAL) naturalmente presentes no
leite e no ambiente (Cogan et al., 1997).

As BAL produzem grande nimero de enzimas
que transformam os nutrientes fundamentais do
leite e do queijo em compostos com propriedades
sensoriais desejaveis. Essas bactérias utilizam,
preferencialmente, a lactose como fonte de
carbono, tendo como produtos de seu
metabolismo  substancias  como:  acidos
organicos, peroxido de hidrogénio, dioxido de
carbono, diacetil, acetaldeido e bacteriocinas,
que atuam favoravelmente no  produto
alimenticio ao qual foram adicionados, fazendo
parte dos microrganismos capazes de exercer
efeitos  benéficos ao  hospedeiro.  S&o
denominados  microrganismos  probidticos,
apresentando um amplo espectro de agdo contra
microrganismos patogénicos e deteriorantes
(Salminen e Von Writgh, 1993; Gomes e
Malcata, 1999).

O queijo de minas artesanal da Serra de Canastra
sO é produzido nesta regido, onde se combinam,
de maneira Unica, solo, pastagem, clima, altitude
e 4gua. As informagOes sobre o queijo de minas
artesanal da Serra da Canastra, principalmente a
respeito de sua microbiota endogena, e os fatores
que podem determinar variacbes nesta
microbiota ainda sdo limitados. O presente
trabalho teve como objetivo verificar a influéncia
da altitude das queijarias nas populages de BAL
presentes no queijo de minas produzido
artesanalmente na regido da Serra da Canastra,
MG.

MATERIAL E METODOS

Foram visitadas 18 queijarias, localizadas em
propriedades rurais nos municipios de Sdo Roque
de Minas, Medeiros e Tapirai, na regido da Serra
da Canastra, MG. De cada propriedade, foi
coletada uma amostra de queijo artesanal, com
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periodo de maturacdo entre sete e 15 dias. As
queijarias estavam distribuidas em trés niveis de
altitude — 600 a 900 metros, 900 a 1.000 metros e
acima de 1.000 metros —, determinados por
aparelho de geoprocessamento remoto (GPS
MAP76S, Garmim Ltd., Olathe, Kansas, Estados
Unidos).

Aliquotas de 25g foram retiradas de cada
amostra de queijo e abrangiam tanto a superficie
quanto a parte interna da massa. As aliquotas de
cada amostra foram adicionadas em 225mL de
salina tamponada estéril (5,61g de NaCl, 1,0g de
KH,PO,, 2,0g de Na,PO, e 0,11g de KCI em
1.000mL de agua destilada), homogeneizadas e
diluidas, seqguindo-se a diluigdo decimal. A partir
de cada uma das diluigdes, uma aliquota de
0,1mL foi espalhada na superficie de placas de
Petri contendo os meios de cultura agar Man-
Rogosa-Sharpe (MRS: Merck, Darmstadt,
Alemanha) e &gar M17 (Himedia, Mumbai,
india) (International..., 1988). As placas foram
incubadas a 37°C, durante 48 horas, em
aerobiose, quando foi feito o isolamento. O
isolamento, a enumeracdo, a coloracdo pelo
método de Gram, o teste de catalase, o teste
respiratério e a purificacio de BAL foram
realizados segundo Mac Fadin (1980) e
International... (1988). Apds o crescimento, as
coldnias foram enumeradas e os diferentes tipos
morfoldgicos foram estriados em &gar MRS e
M17 para a obtencdo de culturas puras. As
bactérias foram estocadas em freezer a -18°C, em
caldos MRS e M17 adicionados de glicerol a
20%. Esses cultivos foram destinados a biologia
molecular, com a finalidade de identificacdo das
espécies isoladas, por intermédio de analise de
restricdio do DNA ribossomal (ARDRA) pela
amplificagdo por reacdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) da regido espacadora 16S-23S do
rDNA, conforme metodologia proposta por
Tisala-Timisjarvi e Alatossava (1997), Tannock
et al. (1999) e Moreira et al. (2005). Esta regido
do DNA é muito variavel entre as espécies de
microrganismos, porém bastante conservada em
microrganismos da mesma espécie, sendo, entdo,
utilizada em pesquisas de identificacdo
microbiana, em base molecular.

As espécies Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus paraplantarum e Lactobacillus
pentosus sdo genotipicamente muito proximas
entre si e podem demonstrar fendtipos
semelhantes (Torriani et al., 2001). Apresentam
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perfil de restricdo enzimatica semelhante, o que
inviabiliza a diferenciacdo pela ARDRA. A
técnica de PCR multiplex utiliza mais de um par
de iniciadores na mesma reacdo, possibilitando a
amplificagdo simultanea de vérias sequéncias de
DNA. Essa técnica auxilia a identificacdo de
mais de uma espécie de microrganismo na
mesma reacdo de PCR (Kwon et al., 2004).
Assim, a distincdo entre estas espécies foi feita a
partir da técnica de PCR multiplex, usando
iniciadores especificos para amplificacdo da
regido do gene recA, segundo metodologia
descrita por Torriani et al. (2001).

Utilizando-se a andlise de variancia, seguida de
comparacdo de medias da enumeracdo de BAL
pelo teste t, a 5% de probabilidade (Sampaio,
2002), os dados da enumeracdo de BAL
apresentaram  elevada  variabilidade, ndo

seguindo uma distribuicdo normal. Assim, para
uma comparagdo e analise mais eficientes dos
parametros  microbiol6gicos, precedeu-se a
transformacdo dos dados, de forma a se obter
uma distribuico normal, o que foi alcangado por
meio da transformacdo logaritmica na base 10
(Logye). A andlise estatistica foi realizada por
meio do programa SAS (Statistical..., 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens médias de BAL isoladas de queijo
de minas artesanal em &4gar MRS variaram entre
1,2x10" e 8,8x10" UFCI/g, e em agar M17 entre
6,5x10" e 3,5x10° UFC/g (Tab. 1). Estes
resultados assemelham-se a outros de trabalhos
que envolvem queijos artesanais (Guedes Neto,
2004; Borelli, 2006; Dolci et al., 2008; Lima et
al., 2009).

Tabela 1. Médias (x) e coeficientes de varia¢do (CV) da contagem de bactérias acidolécticas, isoladas em
agar MRS e 4gar M17, em 18 amostras de queijo de minas artesanal coletadas em propriedades rurais nas

diferentes altitudes na regido da Serra da Canastra, MG

Altitude 1 Altitude 2 Altitude 3
(600-900m) (900-1000m) (>1000m)
Amostra (n=6) (n=6) (n=6)
x(UFClg) CV(%) x(UFClg) CV(%) x (UFC/g)  CV(%)
Agar MRS 8,8x10"a 102 1,2x10'b 218 1,3x10ab 150
Agar M17 3,5x10% 118 6,5x10°b 103 9,7x10ab 102

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste t (P<0,05)

A altitude foi relevante na contagem de BAL nas
amostras de queijo de minas artesanal. A
contagem na altitude de 600 a 900m foi mais alta
que a registrada na altitude de 900 a 1000m
(P<0,05), e a contagem na altitude 3 foi
intermediéaria entre as duas altitudes citadas
(P>0,05), para ambos os meios. Tavaria e
Malcata (2000), ao avaliarem a microbiota do
queijo artesanal portugués Serra da Estrela,
verificaram que a localizagdo geogréfica da
queijaria desempenhou importante papel na
variabilidade microbiolégica das amostras
pesquisadas, e atribuiram o fato as praticas de
higiene e producdo do queijo seguidas pelos
produtores.

Elevados valores de CV foram verificados para
as contagens de BAL, independentemente do
isolamento em agar MRS e agar M17 e da
altitude da queijaria. Os maiores valores de CV
para o isolamento em &gar MRS ocorreram em
queijarias localizadas na altitude de 900 a
1000m. No 4&gar MRS crescem melhor
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microrganismos do género Lactobacillus, os
quais estariam mais associados ao sabor do
queijo (Beresford et al., 2001). Para o isolamento
em 4gar M17, queijarias localizadas entre 600 e
900m apresentaram maior CV, o que poderia
determinar maior alteracdo na acidez dos queijos
ali produzidos. O agar M17 permite o isolamento
de Lactococcus spp., principalmente o que
compde a microbiota acidificante dos queijos
(Beresford et al., 2001).

Foram submetidas a identificagdo em base
molecular 158 amostras de microrganismos. Os
microrganismos caracterizados como bastonetes
Gram  positivo, catalase  negativo, com
crescimento anaerdbio facultativo ou
microaerdfilo, seja em agar MRS ou agar M17, e
que apresentaram trés ou mais cdpias da regido
intergénica 16S-23S, de trés tamanhos (pares de
bases) semelhantes, em seu DNA, podem
pertencer aos géneros Lactobacillus e Weissella
(Tannock et al., 1999). Em 4gar MRS, a presenca
de cocos anaerGbios  facultativos  ou

1569



Resende et al.

microaerdfilos, Gram positivo, catalase negativo,
gue possuem, no minimo, uma e duas copias da
regido intergénica 16S-23S, de um e dois
tamanhos semelhantes, em seu DNA, sugere o
isolamento de espécies pertencentes aos géneros
Streptococcus e Enterococcus, respectivamente
(Tannock et al., 1999). Em 4gar M17, a presenca
de cocos aerdbios, anaerdbios facultativos ou
microaerdfilos, Gram positivo, catalase negativo,
gque possuem uma e duas coOpias da regido
intergénica 16S-23S, em seu DNA, sugere o
isolamento de microrganismos pertencentes
aos géneros Lactococcus e Enterococcus,
respectivamente.

Nove microrganismos isolados dos queijos
artesanais ndo puderam ser identificados pela
técnica de restricdo enzimética. Apesar de 0s
resultados da reagcdo de PCR-ARDRA 16S-23S
rDNA e das analises de coloragdo morfotintoriais
indicarem que estas amostras podem pertencer ao
género Lactobacillus, elas foram consideradas
bactérias acidolacticas, pois o perfil de restricdo
enzimatica de produto de PCR-ARDRA 16S-23S
delas ndo permitiu a identificacdo em base de
espécie. A distribuicdo das espécies de BAL
isoladas em meios MRS e M17 a partir das
amostras coletadas nas propriedades rurais é
apresentada na Tab. 2.

Tabela 2. Bactérias acidolacticas isoladas em meios MRS e M17 a partir de 18 amostras de queijo de
minas artesanal coletadas em propriedades rurais em diferentes altitudes na regido da Serra da Canastra,

MG
Altitude 1 Altitude 2 Altitude 3
Microrganismos (608;22;) i) (90%1:%(;0@ (>(1r?£g)m) Total
MRS M17 MRS M17 MRS M17
Lactobacillus casei 6 - 3 - 8 1 18
Lactobacillus rhamnosus 5 - 9 1 3 2 20
Lactobacillus plantarum 7 - 7 - 3 - 17
Lactobacillus paraplantarum - - - - 1 - 1
Lactobacillus hilgardii 1 - 2 - 1 - 4
Weissella paramesenteroides - - - - 1 - 1
Enterococcus spp. 2 11 1 9 4 7 34
Lactococcus spp. - 19 - 16 - 19 54
BAL 2 2 - 3 - 2 9
23 32 22 29 21 31

Total 55 51 52 158

Lactobacillus foi o género de BAL mais
frequentemente isolado nos queijos estudados e
L. rhamnosus foi o predominante dentro deste
género, seguido por L. casei, L. plantarum, L.
hilgardii e L. paraplantarum. L. rhamnosus, L.
casei e L. plantarum também foram isolados por
Borelli (2006) em amostras de queijo de minas
artesanal provenientes de propriedades rurais da
regido da Serra da Canastra.

L. rhamnosus, L. casei e
representam exemplos de
desejaveis a producdo de queijos pelas
caracteristicas ~ sensoriais e por  serem
microrganismos com importante papel probidtico
(Holzapfel et al., 2001). Pelo menos uma destas
espécies de BAL ja foi isolada em outros
trabalhos envolvendo queijos artesanais (Guedes

L. plantarum
microrganismos
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Neto, 2004; Bulut et al., 2005; Dolci et al., 2008)
em diferentes paises do mundo.

L. hilgardii ja foi descrita como componente da
microbiota de queijos artesanais italianos
(Baruzzi et al., 2000) e turcos (Sengiil, 2006). No
Brasil, essa espécie foi encontrada como
contaminante no processo fermentativo da
producdo artesanal de cachaga (Carvalho Netto et
al., 2008). Nao foi encontrado relato na literatura
pesquisada a respeito da presenca de L. hilgardii
em queijos artesanais ou industriais brasileiros.
A literatura consultada também ndo relatou
trabalhos sobre a ocorréncia de L. paraplantarum
em queijos brasileiros. Este microrganismo ja foi
isolado em queijos artesanais italianos e gregos
(Psoni et al., 2003) e italianos (Baruzzi et al.,
2000).
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Como no presente trabalho, Weissella
paramesenteroides também foi isolada por
Borelli (2006) em queijo de minas artesanal da
regido da Serra da Canastra. Trabalhos realizados
na Espanha (Mas et al., 2002) e na Grécia
(Gerasi et al., 2003) isolaram W.
paramesenteroides em queijos artesanais. A
ocorréncia do género Weissella em queijos
estaria envolvida em reacGes de protedlise,
importantes para o desenvolvimento de sabor
caracteristico em queijos maturados (Guedes
Neto, 2004).

Lactococcus spp. tem papel importante e
desejdvel na produgdo de queijos, seja pela
atividade proteolitica, ou pela producdo de 4cido
lactico e outros &cidos orgénicos, que podem
colaborar no aparecimento do sabor e aroma
caracteristicos do produto (Beresford et al.,
2001). Alguns autores j& descreveram a presenga
de Lactococcus spp. em queijos artesanais
(Cogan et al., 1997; Guedes Neto, 2004; Bulut et
al., 2005; Dolci et al., 2008; Lima et al., 2009)

A presenca de Enterococcus spp. em alimentos
pode estar associada a condi¢cBes de higiene
precarias, pois este microrganismo compfe a
microbiota intestinal de alguns mamiferos e aves
(Jay et al., 2005). A ocorréncia de Enterococcus
spp. em alimentos é questionada pelo fato de
esse microrganismo ser capaz de desencadear
problemas como endocardite e infec¢des do trato
urinario em humanos e transmitir genes
associados a resisténcia aos antimicrobianos e a
outros fatores de viruléncia, como gelatinase,
substancia de agregacdo e proteina de superficie
(Jay et al., 2005; Dolci et al., 2008). Entretanto,
a presenca dessa bactéria em queijos estd
relacionada com intensa atividade lipolitica,
producdo de compostos aromaticos volateis a
partir do citrato, como diacetil, acetaldeido e
acetoina, e producdo de bacteriocinas que
controlariam o desenvolvimento de patgenos
(Bulut et al., 2005). A presenca de Enterococcus
spp. em queijos artesanais ja foi descrita por
diversos autores, no Brasil (Guedes Neto, 2004;
Borelli, 2006; Lima et al., 2009) e em diferentes
paises do mundo (Cogan et al., 1997; Bulut et
al., 2005; Dolci et al., 2008).
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CONCLUSOES

A altitude foi relevante nas contagens médias de
BAL nas amostras de queijo de minas artesanal
produzido na regido da Serra da Canastra, MG.
Sugere-se que as espécies pesquisadas estejam
bem adaptadas ao ambiente de producdo do
queijo de minas artesanal produzido na regido,
contribuindo, talvez, para o desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais do produto.
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