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RESUMO

A fabricacdo e comercializacdo de queijos artesanais de leite cru vem crescendo continuamente devido
a sua variacdo e intensidade de sabor se comparado ao queijo de leite pasteurizado. O desenvolvimento do
sabor e aroma no queijo de leite cru ocorre principalmente pela variada microbiota enddgena existente e
enzimas naturais do leite, que normalmente sdo eliminados durante o processo de pasteurizacdo. A auséncia
do processo de pasteurizacdo intensifica a necessidade de uma etapa de maturacdo bem controlada para se
obter um produto final de qualidade. A maturacdo do gueijo € um fenébmeno complexo, que envolve reagbes
bioquimicas decorrentes da interagdo de microrganismos com o queijo e transformagdes fisico-quimicas
consequentes desta atividade microbiana e da ac¢do climatica sobre os queijos. Assim, a maturacdo tende a
reduzir a umidade, a atividade de dgua e aumentar a acidez dos queijos. Desta forma, a maturacdo pode reduzir
populagGes de microrganismos patogénicos, e controlar o risco referente ao consumo deste tipo de alimento.
Osfatores que controlam o crescimento de microrganismos no queijo induem: atividade de 4gua, concentragdo
de sal, potencial de reducdo de oxidacdo, pH, a presenca de NOs, temperatura de maturacdo e a producdo de
bacteriocinas. Nesta revisdo, serdo abordados os principais fatores relacionados a maturacdo de queijos que
apresentam efeitos deletérios sobre os microrganismos patogénicos e sua importancia na producdo de queijos
Minas artesanais.

Palavras-chave: interacdo microbiana; pH; redox; sal; atividade de dgua.
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ABSTRACT

The manufacture and sale of artisanal raw milk cheeses have been growing continuously due to their
variation and flavor intensity compared to pasteurized milk cheeses. The development of flavor and aroma in
raw milk cheese occurs mainly due to the diversified endogenous microbiota and natural milk enzymes, which
are normally eliminated during the pasteurization process. The absence of the pasteurization process intensifies
the need for a well-controlled maturation step to obtain a quality final product. Cheese maturation is a complex
phenomenon that involves biochemical reactions resulting from the interaction of microorganisms with the
cheese and physicochemical changes resulting from this microbial activity and the climatic action on cheese.
Thus, maturation tends to reduce moisture, and water activity and increase the acidity of the cheeses. Thereby
maturation can reduce populations of pathogenic microorganisms, and control the risk related to the
consumption of this type of food. Factors that control the growth of microorganisms in cheese include water
activity, salt concentration, oxidation-reduction potential, pH, the presence of NOs, ripening temperature, and
the production of bacteriocins. In this review, the main factors related to cheese maturation that have
deleterious effects on pathogenic microorganisms and their importance in the production of artisanal Minas

cheeses will be addressed.

Keywords: microbial interaction; pH; redox; salt; water activity.

INTRODUCAO

A producdo de queijos comegou ha cerca de
8.000 anos e hoje em dia existem mais de 1.000 va-
riedades em todo o mundo. A fabricacdo da maioria
das variedades de queijo envolve a combinacdo de
quatro ingredientes: leite, coalho, microrganismos
e sal, que sao processados através de uma série de
etapas comuns, como coagulagdo, acidificagao, ex-
pulsdo do soro de leite, enformagem e adicdo de
sal, seguido, ou ndo, por um periodo de maturagdo.
VariagOes na origem do leite, nas técnicas de pro-
cessamento, nas misturas de ingredientes, na mi-
crobiota e no tempo de maturagdo levaram a evo-
lucdo de todas essas variedades (PERRY, 2004;
PAULA et al., 2009).

Na fabricacdo do queijo, pode-se utilizar leite
cru ou leite pasteurizado. Até a década de 1940 os
gueijos eram tradicionalmente feitos com o leite
cru. A pasteurizacdo do leite tornou-se cada vez
mais popular a partir do inicio do século XX, princi-
palmente por razbes de saude publica, mas tam-
bém para fornecer leite de qualidade bacterioldgica
mais uniforme e manter sua qualidade, pois a pas-
teurizagao destroi ndo somente os microrganismos
patdgenos, mas também microrganismos deterio-
rantes. No entanto, esse tratamento térmico pode
prejudicar a aptiddo do leite para a coagulagao,

uma vez que insolubiliza parte do calcio soluvel, re-
sultando em uma coalhada mais fraca, o que pode
aumentar as perdas de solidos do leite no soro. O
queijo, quando fabricado com leite pasteurizado,
apresenta sabor e aroma menos intensos e matura
mais lentamente do que aqueles fabricados com
leite cru, dadas as varias modificacdes que sdo pro-
vocadas pelo calor como: inativagao de enzimas na-
turais do leite (lipases e proteases), inativacdo de
grande parte da microbiota enddgena, desnatura-
¢do de proteinas, dentre outras (PAULA et al., 2009;
FOX et al.,, 2017; PENNA et al., 2021).

O objetivo primario da producdo de queijo é
estender o prazo de validade e conservar os com-
ponentes nutritivos do leite. Isso é alcancado pela
producdo de acido e pela desidratacdo. A producdo
de acido latico pela microbiota inicial durante a fa-
bricacdo do queijo resulta na diminuicdo do pH do
leite e, isso em combinagdo com cozimento e me-
xedura, promovem a sinérese da coalhada e expul-
sdo do soro de leite. Enquanto todos os queijos co-
agulados com &cido sdo consumidos frescos, a mai-
oria dos queijos coagulados com coalho passa por
um periodo de maturagdo que pode variar de cerca
de trés semanas a dois anos ou mais como para o
parmesao e Cheddar extra-maduro (BERESFORD et
al., 2001; PAULA et al., 2009).

O queijo é um ecossistema complexo que
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estd em fluxo continuo em termos tanto dos fato-
res externos, como técnicas de fabricacdo e condi-
¢Oes de maturacdo, quanto fatores intrinsecos,
como composicdo fisico-quimica e interagdes entre
as diferentes comunidades microbianas. A ampla
gama de reagGes bioquimicas e interagdes microbi-
anas que ocorrem durante a maturacgdo do queijo é
a base das caracteristicas desejaveis do produto,
como sabor e aroma, prevencdo de deterioracdo,
inibicdo de patégenos e modulagdo da saude (PE-
LAEZ; REQUENA, 2005). Dentre essas reagdes bio-
quimicas as trés principais sao: metabolismo da lac-
tose residual, lactato e citrato, protedlise e lipdlise
(KHATTAB et al., 2019).

A presente revisdo de literatura teve como
objetivo apresentar os principais fatores relaciona-
dos a maturacdo de queijos que apresentam efei-
tos deletérios sobre os microrganismos patogéni-
cos e sua importancia na produgao de queijos Mi-
nas artesanais.

FATORES QUE CONTROLAM A MULTIPLICACAO
DE MICRORGANISMOS

A contaminagdo microbioldgica na industria
de alimentos representa um sério perigo para a sa-
ude do consumidor e acarreta grandes prejuizos
economicos. Os produtos lacteos, pela prépria ma-
téria-prima que utilizam e alto teor de umidade nos
locais de producdo, sdo particularmente suscetiveis
a essa contaminacdo (PERRY, 2004). Dentre esses
alimentos, merecem destaque os queijos, elabora-
dos com leite cru e até mesmo com leite pasteuri-
zado, pelo fato de serem produtos muito manipu-
lados e também ricos em nutrientes, o que facilita a
multiplicagdo microbiana, podendo levar a trans-
missdo de microrganismos patogénicos.

A viabilidade de microrganismos no queijo é
determinada por parametros extrinsecos e intrinse-
cos. Os Ultimos incluem teor de umidade, concen-
tracdo de sal e atividade de agua; pH e acidez; teor
de nutrientes; potencial de reducdo de oxidacao;
presenca de compostos antimicrobianos, sejam
eles naturais ou adicionados como conservantes de
alimentos, por exemplo, NOs; e a presenca da mi-
crobiota competitiva. Os parametros extrinsecos in-

cluem fatores como tipo de embalagem e sua at-
mosfera, tempo e temperatura de armazena-
mento, etapas de processamento, histdrico do pro-
duto e uso tradicional. A interacdo desses fatores
determina o potencial de viabilidade e multiplica-
¢do microbiana em queijos (D’AMICO; DONNELLY,
2017).

InteragGo microbiana

As culturas iniciadoras podem ser definidas
como isolados que produzem acido suficiente para
reduzir o pH do leite para préximo de 5,0 em um
espaco de tempo entre 5 e 20 horas, dependendo
da variedade do queijo a ser fabricado. Essas bacté-
rias sdo adicionadas no inicio da fabricagdo como
culturas puras ou no formato de soro-fermento ou
ainda podem ser contaminantes naturais do leite,
como é o caso de muitas variedades de queijos ar-
tesanais de leite cru. Elas crescem durante a fabri-
cacdo e normalmente atingem densidades de 108
UFC/g dentro das primeiras horas da fabricagdo. As
culturas iniciadoras podem ser mesofilicas ou ter-
mofilicas, dependendo do queijo a ser fabricado;
culturas mesdfilas sdo usadas na producdo de Che-
ddar, Gouda, Edam, Blue e Camembert, enquanto
culturas termofilicas sdo usados na producdo de
gueijos duros preparados em alta temperatura (50-
55 °C), como Emmental, Gruyere, Parmesdo e
Grana. Bactérias iniciadoras encontradas mais fre-
guentemente sdo membros dos géneros Lactococ-
cus, Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc e En-
terococcus (PERRY, 2004; PAULA et al., 2009).

As culturas mesofilicas e termofilicas podem
ser subdivididas em culturas mistas (indefinidas)
nas gquais o numero de cepas é desconhecido, e cul-
turas definidas, que sdo compostas por um nimero
conhecido de cepas. Culturas mesdfilas indefinidas
ou de cepas mistas sao principalmente compostas
por L. lactis ssp. cremoris e L. lactis ssp. lactis, que
pode incluir cepas de metabolizacdo de citrato,
para producdo de sabor (BERESFORD et al., 2001;
PERRY, 2004; PAULA et al., 2009).

Os iniciadores termofilicos sdo compostos
por cepas Unicas ou multiplas de S. thermophilus e
lactobacilos termofilicos, como Lb. delbrueckii ssp.
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delbrueckii, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lb. del-
brueckii ssp. lactis ou Lb. helveticus. Culturas termo-
filicas indefinidas ou mistas sdo usadas em pequena
escala de producdo de queijos Gruyere, Emmental
e Grana da Franca, Suica e Italia. Essas culturas sdo
geralmente produzidas, a partir da incubacdo a 40
—45°C do soro da producdo do dia anterior (BERES-
FORD et al., 2001; PAULA et al., 2009).

Durante a maturagdo ocorre uma série de
reacOes bioquimicas, incluindo o metabolismo resi-
dual da lactose por bactérias do acido latico (BAL)
presentes na massa do queijo. As BAL sdo essenciais
para a seguranca do queijo, sintetizando muitos
compostos antimicrobianos, incluindo acidos orga-
nicos, como o acido latico, que podem inibir o cres-
cimento de bactérias patogénicas, levando a morte
e lise celular, contribuindo para a obtengao da esta-
bilidade microbioldgica no queijo e desenvolvendo
as caracteristicas tipicas do queijo curado (JESUS et
al., 2020).

Além da producdo de acido no queijo, a cul-
tura primaria desempenha diferentes fungdes,
principalmente com relagdo ao abaixamento do
potencial redox que passa de +250 mV no leite,
para -150 mV no queijo. Essa modificacdo € essen-
cial para o desenvolvimento bioquimico da matura-
¢do (PAULA et al., 2009). As BAL também contri-
buem para a maturagdo do queijo, quando suas en-
zimas sdo envolvidas na protedlise e conversdo de
aminodcidos em compostos de sabor (PERRY,
2004).

Durante a maturacao, os organismos inicia-
dores dominam a microbiota do queijo, mas a mai-
oria morre e sofrem a lise de forma relativamente
rapida. Em alguns tipos de queijos, quando a adigdo
de sal é baixa durante as primeiras semanas de ma-
turacdo, a lise das BAL é mais lenta (FOX et al.,
2017).

A lise de bactérias é definida como um
fenébmeno de ruptura celular espontaneo, devido a
hidrdlise da cadeia de peptideoglicano por enzimas
localizadas na parede celular, chamadas autolisinas
ou devido a atividade hidrolitica de enzima
codificada por um profago denominada endolisina,
encontrada em bactérias lisogénicas. Em geral, esse
fenbmeno ocorre espontaneamente apos a fase
estacionaria e ja foi observado em varias espécies.

As células perdem a sua integridade e liberam o seu
conteldo citoplasmatico, como enzimas meta-
bdlicas, enzimas proteoliticas, como as peptidases
(SABQYA, 2002).

Como a autdlise € uma reacdo enzimatica,
sua taxa e extensdo dependem de parametros
fisicos e bioquimicos, tais como pH, temperatura e
forca i0Gnica. Por ser um fenémeno celular in-
trinseco, outros dois fatores podem influenciar a
taxa e extensdo da autdlise: (1) a caracteristica
genética da linhagem e (2) o estado fisioldgico da
célula. Queijo fabricado com cultura starter de lise
rapida ird maturar mais rapidamente e, geralmente
possuem melhores sabor do que o fabricado com
uma cepa de lise lenta (Fox et al., 2017). (SABOYA,
2002; FOX et al., 2017).

Vdrias espécies de BAL sdo capazes de pro-
duzir bacteriocinas que controlam o cresci-mento
de outras bactérias contaminantes e com isso exer-
cem uma protegao muito eficiente durante e apos
a fabricagdo dos queijos. Ao longo dos anos, uma
maior atengao foi dada ao efeito antagonista frente
a patdgenos de compostos antimicrobianos produ-
zidos pela microbiota natural presente no leite e
seus derivados. As bacteriocinas nisina e lacticina
481 produzidas por cepas de Lactococcus sao as
mais abundantes entre isolados selvagens de BAL
(PELAEZ; REQUENA, 2005; PAULA et al., 2009).

A nisina é produzida por algumas cepas de
Lactococcus lactis, € um lantibidtico (contém ami-
noacidos, meso-lantionina e 3-metilantionina). O
composto é eficaz contra bactérias Gram-positivas,
principalmente formadora de esporos, e ineficaz
contra fungos e bactérias Gram-negativas. O alvo
da célula para esses agentes é a membrana cito-
plasmética, onde eles despolarizam membra-nas
bacterianas energizadas e formam poros multiesta-
dos dependente de voltagem. O resultado da for-
magao de um poro é a perda de aminodcidos acu-
mulados e a inibigdo do transporte de aminoacidos.
Ao contrario dos antibidticos, as bacteriocinas ge-
ralmente inibem apenas espécies intimamente re-
lacionadas, que consistem em pequenas proteinas,
e a maioria € mediada por plasmideo (PREETHA;
NARAYANAN, 2020).

Um estudo, utilizando diferentes cepas de
BAL (Weissella paramesenteroides GIR16L4 ou
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Lactobacillus rhamnosus D1 ou ambas) como
culturas iniciadoras, verificou a inibicdo de S. aureus
em queijos produzidos experimentalmente e
avaliou a viabilidade das cepas de S. aureus e a
expressao de suas enterotoxinas. Ao longo de sete
dias, observou-se que a presenca de BAL ndo
prejudicou a multiplicacdo de S. aureus, no entanto,
foi observado, via gPCR, uma mudanca na
expressao génica de enterotoxinas estafilocdcicas,
sugerindo que existe comunicagao molecular entre
S. aureus e bactérias do acido lactico no queijo
(SILVA et al., 2020).

Outro estudo mostrou atividade inibitdria
de BAL contra Mycobacterium bovis, o agente
causador da tuberculose e que pode estar
presente em leite cru e seus derivados. Avaliou-se
a atividade antagonica in vitro das BAL, isoladas de
queijo Minas artesanal contra M. bovis bacillus
Calmette-Guerin (BCG). Nove cepas de BAL foram
testadas contra M. bovis BCG em cinco ensaios
antagonistas in vitro e quatro lactobacilos foram
capazes de inibir ou suprimir completamente a
multiplicagdo de M. bovis BCG em todos os
experimentos. Embora o principal mecanismo de
inibicdo ndo tenha sido elucidado, o pH
desempenhou um papel importante, mas a
presenca de bacteriocinas também pode ser
considerada, especialmente nos ensaios onde o
valor de pH permaneceu préximo ao neutro
(OLIVEIRA et al., 2018).

Aplicagdes menos conhecidas de bacterioci-
nas sdo o controle de microrganismos deterioran-
tes acidentais e seu uso como agentes indutores
de lise celular para aumentar a protedlise e a for-
macao do sabor no queijo. O uso de bacteriocinas
para induzir a lise de BAL é uma diferente aborda-
gem para acelerar a maturagdo do queijo e con-
trole do desenvolvimento do sabor (PELAEZ; RE-
QUENA, 2005).

Durante a maturagdo ocorre o crescimento
de uma microbiota adventicia (‘Bactérias de acido
latico ndo iniciadoras’, principalmente lactobacilos
heterofermentativos) e, em muitas variedades de
gueijo, uma cultura ou fermento secundario é adi-
cionado, com o objetivo de obtengdo de alguma
caracteristica particular desejavel para a categoria

do queijo a ser produzido. O desenvolvimento de
uma microbiota secundaria, por exemplo, Propio-
nibacterium freudenreichii no queijo suico produz
gas provocando o aparecimento de olhaduras ca-
racteristicas, fungos em variedades de queijos
como Gorgonzola, Camembert e Brie e uma com-
plexa microbiota bacteriana Gram-positiva em
gueijos maturados (PAULA et al., 2009). Essas cultu-
ras bacterianas sdo as principais contribuintes para
o desenvolvimento do sabor do queijo durante o
processo de maturacdo (KHATTAB et al. 2019).

pH e dcidos orgénicos

O pH ideal para a multiplicagdo da maioria
das bactérias é quase neutro e o desenvolvimento
é frequentemente baixo em valores de pH < 5,0.
Devido ao acumulo de acidos organicos, a massa
de queijo apds a fabricagdo apresenta valores
baixos de pH que varia entre 4,5 e 5,3, os quais ndo
permitem a sobrevivéncia de espécies sensiveis ao
acido. Portanto, o pH é um fator significativo no
controle da viabilidade e multiplicagdo bacteriana
no queijo (HAYALOGLU, 2016). A protedlise
também causa a reducgdo do pH e aumento da
acidez do queijo, pela formacao de grupos idnicos
(JESUS et al., 2020).

A eficacia dos 4cidos orgdnicos como
inibidores do crescimento microbiano depende da
guantidade de acido ndo dissociado presente e,
portanto, da constante de dissociacdo (pKa) e do
pH. Os principais acidos encontrados no queijo sdo
propidnico, acético e latico, e estes tém valores de
pKa de 4,87, 4,75 e 3,08, respectivamente, de
modo que na mesma concentracdo o acido latico
€ o menos inibidor e o propidnico o mais eficaz. No
entanto, a concentracdo do acido também é
importante e, no queijo, o lactato esta invariavel-
mente presente na coalhada em concentragoes
muito maiores do que as dos outros dois acidos. O
pH de muitos queijos macios aumenta caracteris-
ticamente durante a maturagdo, particularmente
na superficie, e isso reduzird as propriedades
inibitdrias da superficie. O acido propidnico é
muito eficaz na inibigao do crescimento de fungos
(HAYALOGLU, 2016).
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Em geral, os patdgenos ndo se multiplicam
ou se desenvolvem lentamente, em valores de pH
abaixo de 4,6; mas sdo poucas excegbes. Muitos pa-
togenos podem sobreviver em alimentos em valo-
res de pH abaixo de seu crescimento minimo. Nor-
malmente, pH pode interagir com outros parame-
tros no alimento, tais como Aw, sal, tem-peratura,
potencial redox e conservantes, para inibir o cresci-
mento de microrganismos pato-génicos e outros
organismos (PREETHA; NARAYANAN, 2020).

Potencial Redox

O potencial redox ou oxidagdo - reducdo (Eh)
€ uma medida da capacidade de um sistema qui-
mico/bioquimico para oxidar (perder elétrons) ou
reduzir (ganhar elétrons). O Eh é geralmente me-
dido com o auxilio de um eletrodo de platina aco-
plado a um eletrodo de referéncia de calo-melano
e é expresso em mV. Também pode ser estimado
usando corantes indicadores que mudam de cor
em diferentes potenciais redox. Um valor positivo
indica um estado oxidado enquanto um valor nega-
tivo indica um estado reduzido (PREETHA; NARA-
YANAN, 2020).

O Eh do leite é cerca de +150 mV, enquanto
o do queijo é de cerca de -250 mV. A reducdo no Eh
do queijo esta diretamente relacionada a fermen-
tacdo da lactose para acido latico pelas culturas ini-
ciadoras e a redugdo de pequenas quantidades de
oxigénio no leite para agua. O mecanismo exato
pelo qual o Eh é reduzido ndo é claro, mas provavel-
mente esta ligado a reducdo da pequena quanti-
dade de O; no leite para H,O (ou H,0; e depois para
H,0) e a redug¢do de NAD* para NADH (BERESFORD
et al., 2001; HAYALOGLU, 2016).

A multiplicagdo de microrganismos aerdbicos
leva a reducdo do valor Eh dos alimentos porgue eles
consomem oxigénio e produzem produtos de redu-
¢do metabodlica, como o sulfeto de hidrogénio e did-
xido de carbono. Quando o Eh do alimento atinge va-
lores negativos devido a multiplicagdo de microrga-
nismos aerdbios, inicia-se entdo o crescimento de
anaerdbios presentes. A taxa em que o valor Eh de
um alimento muda devido ao crescimento microbi-
ano depende de sua capacidade de tamponamento

redox, ou seja, sua resisténcia a mudanga no poten-
cial redox. A capacidade de tampao, por sua vez, é
determinada pela concentragdo e a proporcdo em
gue os compostos oxidantes e redutores estado pre-
sentes no alimento (PREETHA; NARAYANAN,
2020).

Como consequéncia destas reagdes, o inte-
rior do queijo é essencialmente um sistema anaeré-
bio, que s6 pode suportar o crescimento de micror-
ganismos anaerdbicos facultativos ou obrigatdrios.
Com a multiplicagdo de diferentes culturas bacteri-
anas, o Eh pode variar de cerca de +300 mV para
aerdbios a-400 mV para anaerobios. O Eh é um dos
principais fatores na determinagdo dos tipos de mi-
crorganismos que se multiplicam no queijo, e as
bactérias que se desenvolvem na superficie do
gueijo sdo predominantemente aerdbias obrigato-
rias (BERESFORD et al., 2001; FOX et al., 2017).

Atividade de dgua

Todos os microrganismos requerem agua
para o crescimento e uma das maneiras mais efica-
zes de controlar seu crescimento é reduzir a dgua
disponivel através da desidratagao ou adigao de al-
gum componente sollvel em dgua, como agucar
ou sal. Um aumento no teor de umidade do queijo
aumenta a suscetibilidade a deterioragdo (BERES-
FORD et al., 2001).

O conceito de atividade de agua (Aw), desen-
volvido por Scott em 1957, forneceu uma base para
uma compreensao crescente de relagbes microrga-
nismo/4gua nos alimentos. A Aw é diretamente
proporcional ao teor de umidade do queijo e inver-
samente a concentragdo de NaCl e outros compos-
tos de baixo peso molecular. A Aw é um conceito
termodinamico definido como a razdo entre a pres-
sdo de vapor da dgua presente em um sistema (p) e
aquele de agua pura (p0) na mesma temperatura
(PREETHA; NARAYANAN, 2020).

Aw =p/p0
Durante os primeiros estagios da fabricacdo

de queijo, a Aw é de cerca de 0,99, ideal para o cres-
cimento e a atividade da cultura iniciante. Apds a
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drenagem do soro de leite, salga e durante a matu-
racao, os niveis de Aw (0,917 - 0,988) sdo significati-
vamente menores (BERESFORD et al., 2001).

A maioria das bactérias, incluindo as patogé-
nicas, requer uma Aw minima de 0,92 para multipli-
cacdo. As leveduras se multiplicam em valores mais
baixos de Aw do que bactérias e os fungos filamen-
tosos em um valor ainda mais baixo. O limite para a
maioria das leveduras é = 0,83, mas levedura osmo-
filica cresce a valores Aw < 0,60, enquanto os bolo-
res tém um menor limite de Aw de = 0,75. O cresci-
mento de microrganismos em baixa Aw é caracte-
rizado por um longo periodo da fase lag, uma taxa
lenta de crescimento (ou seja, longo tempo de ge-
ragdo) e uma reduc¢do no nimero maximo de célu-
las produzidas (HAYALOGLU, 2016; PREETHA; NA-
RAYANAN, 2020).

Areducdo da umidade ocorre durante o pro-
cesso de fabricagdo de todos os queijos; quanto
menor a umidade, mais duro é o queijo, e maior o
tempo de conservagdo da sua qualidade. O queijo,
a menos que seja embalado a vacuo, perde umi-
dade por evaporagdo durante a maturacao. As pro-
teinas no queijo sdo hidratadas e esta dgua "ligada"
nao esta disponivel para crescimento bacteriano. A
hidrolise de cada peptideo ou ligacdo éster requer
uma molécula de agua. Uma vez que ocorre pro-
tedlise significativa em queijo, o nivel de agua livre
diminuira durante a maturagdo. Quaisquer compo-
nentes dissolvidos na umidade do queijo, por
exemplo, aminoacidos, peptideos, acidos graxos de
cadeia curta, sal e acidos organicos (lactato, acetato
e propionato) reduzem sua pressao de vapor e, por-
tanto, sua Aw. Destes, 0os mais importantes na pra-
tica sdo o sal e o lactato (HAYALOGLU, 2016).

O controle da perda de umidade do queijo é
realizado pelo aumento da umidade relativa na sala
de maturacdo ou embalando-se o queijo em cera
ou plastico. Pode haver variagdao nos valores de Aw
em diferentes locais no queijo; para queijos duro e
semiduro maturados em salmoura os valores de
Aw sdo geralmente mais altos no centro; nos casos
de queijo cheddar, que é salgado a seco namassa e
embalado a vacuo, nenhuma perda de umidade e
nenhuma mudanga na Aw ocorre, uma vez que o
sal é uniformemente distribuido no queijo (BERES-
FORD et al., 2001).

Concentragdo de sal

Além da influéncia direta no sabor do queijo,
a salga desempenha outros papéis importantes du-
rante os processos de fabricacdo e maturacdo. Para
a maioria dos queijos, a adicdo de sal promove a ex-
pulsdo do soro e auxilia na formacdo de crosta su-
perficial, permitindo o surgimento das caracteristi-
cas desejadas. O teor de sal no queijo também é cri-
tico do ponto de vista microbioldgico, pois a adi¢cdo
de sal restringe a multiplicagdo de bactérias indese-
jadas na cura da coalhada, além de contribuir para
o controle da sobrevivéncia e o metabolismo de
bactérias desejaveis, como as BAL, bem como orga-
nismos secundarios que possam crescer e criar sa-
bores alterados durante o armazenamento prolon-
gado (McMAHON et al., 2014).

Os métodos mais comuns de salga no queijo
sao: no leite, na massa, em salmoura e a seco. Nos
gueijos salgados em salmoura, a concentracdo de
sal é influenciada diretamente pelo tamanho do
gueijo, pela concentragdo de sal e temperatura da
salmoura, além do periodo de tempo em que sdo
imersos. A salmoura normalmente usada contém
= 20% NaCl, pH de =5,2 (ajustado com acido latico)
e um contetdo de Ca* de 0,2% (ajustado com
CaCly). O pH e a concentracio de Ca* na salmoura
simulam os niveis no queijo, prevenindo, dessa ma-
neira, o efluxo de lactato e Ca* (PERRY, 2004;
PAULA et al., 2009; FOX et al., 2017).

Na salga a seco, quando o sal é distribuido
nas superficies dos pedacos da coalhada, parte do
sal se dissolve na umidade da superficie, criando
uma salmoura altamente concentrada. O sal (NaCl)
dessa camada de salmoura concentrada se difunde
nos pedacos da coalhada, iniciando um contrafluxo
de umidade (soro) da coalhada para a supetficie.
Conforme a umidade atinge a superficie, ela au-
menta o volume de salmoura, mas simultanea-
mente a dilui. A medida que a quantidade de sal-
moura aumenta, parte dela é drenada ou perma-
nece na superficie da coalhada até ser fisicamente
expelida durante a prensagem subsequente (GUI-
NEE, 2004; Fox et al., 2017).

O uso de NaCl para prevenir a deterioracdo
microbiana dos alimentos é provavelmente t3o an-
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tigo quanto a produgdo dos alimentos. A concentra-
¢do necessaria depende da natureza do alimento,
seu pH e teor de umidade, mas, geralmente, me-
nos de 10% é suficiente. O sal e Aw estdao muito
inter-relacionados e a inibicdo de bactérias ocorre
principalmente pelo efeito do sal na reducdo de Aw.
Um valor de Aw < 0,92, necessario para prevenir o
crescimento bacteriano, é equivalente a uma con-
centracdo de sal de = 12%. No queijo, a concentra-
¢do de sal varia de 0,7 a 7%. O tipo de ion também
€ importante, por exemplo, Na* & um inibidor muito
mais eficaz do que K*. A concentragao de sal dissol-
vido é que determina o efeito inibitério do sal, e ndo
a concentragdo real de sal adicionado por salga a
seco ou na salmoura do queijo (BERESFORD et dl.,
2001; FOX et al., 2017).

O sal é um dos principais determinantes da
atividade da dgua e, portanto, exerce controle so-
bre o crescimento microbiano, limitando a fermen-
tacdo do acido lactico apds um pico ideal alcangado
e suprimindo o crescimento de microrganismos de-
teriorantes. O NaCl também cria mudangas fisicas
nas proteinas, que influenciam na atividade enzi-
madtica e consequente alteragdes bioquimicas du-
rante a maturacdo do queijo e o desenvolvimento
simultaneo do sabor e aroma desejados. O sal, jun-
tamente com o pH e o nivel de calcio, tem um
grande efeito na extensdo da hidratacdo da para-
caseina, ou agregacao, que por sua vez afeta a ca-
pacidade de ligacdo de agua da matriz de caseina,
sua tendéncia a sinérese, suas caracteristicas reolo-
gicas, que influenciam na textura do queijo (GUI-
NEE, 2004; PAULA et al., 2009; D’AMICO; DON-
NELLY, 2017).

Adicéo de nitrato

Nitrato (NOs) é adicionado ao leite, como sa-
litre nitrato de potassio (KNOs) ou nitrato de sodio
(NaNQs3), para a produgdo de alguns queijos especi-
almente nas variedades de tipo holandés, como
Edam e Gouda, para impedir a produgdo de gas tar-
dio devido a multiplicagao de Clostridium tyrobu-
tyricum. Este microrganismo fermenta o lactato em
butirato, H, e CO,. O H, e o CO; sdo responsaveis
pelas olhaduras presentes no queijo, enquanto o
butirato é responsavel pela formagao de sabor de-

sagradavel. Nestes queijos, a taxa de migracdo de
NaCl é relativamente lenta e a equalizacdo da con-
centracdo do sal em todo o queijo pode levar varias
semanas. Além disso, o teor de umidade é alto. Por-
tanto, a inibicdo do crescimento de microrganismos
deteriorantes como C. tyrobutyricum é necessario
antes de alcancar o equilibrio de sal, e o nitrato
cumpre essa funcdo (BERESFORD et al., 2001,
PERRY, 2004; HAYALOGLU, 2016; FOX et al., 2017).

Durante a precipitacdo, o nitrato é reduzido
a nitrito (NO2), o verdadeiro inibidor, pela xantina
oxidase presente no leite ou na massa coagulada. O
nitrito ndo afeta o crescimento das bactérias produ-
toras de acido latico, mas inibem bactérias propi6-
nicas essenciais para a formagao de olhaduras em
gueijo Emmental e, portanto, ndo é adequado para
o controle de C. tyrobutyricum em queijo onde o
crescimento dessas bactérias é necessario. Como o
NO; atua na prevencao do crescimento microbiano
nao esta claro. O nitrito pode reagir com aminodci-
dos aromaticos no queijo e produzir nitrosaminas,
muitas dos quais sao cancerigenas. A reagao é de-
pendente do pH, ocorrendo de preferéncia inicial-
mente na faixa de 2 - 4,5. Os queijos tém um pH
mais alto e isso retarda essa reagdo. Quando o
gueijo esta pronto para o consumo, os niveis de ni-
trito sdo geralmente bem abaixo do permitido (BE-
RESFORD et al., 2001; HAYALOGLU, 2016; FOX et
al.,, 2017).

Temperatura de fabricagdo e maturagcdo

Geralmente, a temperatura étima para a
multiplicacdo de bactérias é de = 35°C para mesofi-
las e = 55°C para termdfilas. No entanto, os iniciado-
res termofilicos tém uma temperatura dtima de =
42°C e em temperaturas abaixo do ideal, a multipli-
cacdo é retardada (FOX et al., 2017).

A temperatura de cozimento varia para dife-
rentes tipos de queijos e o tempo em que a tempe-
ratura é mantida em valores mais altos afetara a so-
brevivéncia de diferentes microrganismos. A massa
do queijo Emmental é aquecida a 54°Cdurante afa-
bricacdo e a temperatura é mantida acima de 40°C
por um tempo consideravel, enquanto a massa do
Cheddar é cozida a 39°C e queijos de pasta mole sdao
mantidos a = 35°C. Outros queijos cozidos em altas
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temperaturas incluem Comte, Parmigiano, Reggi-
ano e Grana. Pouca producdo de acido ocorre em
temperatura maxima de cozimento a 54°C mas os
iniciadores termofilicos resistem a temperatura e co-
mecam a produzir acido quando a temperatura cai
abaixo de 48°C. O queijo Emmental tradicional é
feito de leite cru e por causa da temperatura relati-
vamente alta de maturacdo deste queijo (18-24°C
por varias semanas para promover a multiplicagao
de bactérias de acido propionico), deve ser dada
atencdo a qualidade microbiana do leite utilizado
(FOXetal., 2017).

A temperatura de maturagao do queijo tam-
bém é importante e é influenciada por duas forcas
opostas. Por um lado, a necessidade de controlar a
multiplicagdo de bactérias com potencial de deteri-
oracdo e bactérias patogénicas e, por outro lado, a
necessidade de promover as reacdes de maturacao
e a multiplicagdo da microbiota secundaria. O au-
mento da temperatura de maturacdo é provavel-
mente a forma mais simples e econémica de acele-
rar este processo em queijos. Temperaturas mais
altas promovem uma maturacdo mais rapida pelos
microrganismos iniciadores e ndo iniciadores, mas
também permitem a proliferacdo de microrganis-
mos deteriorantes e patogénicos (HAYALOGLU,
2016; FOX et al., 2017).

Estudos mostram que o processo de matura-
¢do de queijos € mais eficiente com emprego de
temperatura ambiente do que em temperatura de
refrigeracdo (DORES et al., 2013; MARTINS et al.,
2015). Quanto maior a temperatura de maturagdo,
maior a perda de umidade no queijo levandoauma
diminuicao de Aw e aumento da concentracdo de
sélidos, o que aumenta o contetdo de cloreto (DO-
RES et al., 2013).

Produgdo de queijos Minas artesanais

Desde maio de 2008, o “modo de fazer” do
queijo Minas artesanal foi considerado patriménio
cultural pelo Instituto do Patriménio Histdrico e Ar-
tistico Nacional — IPHAN (IPHAN, 2014). Entende-se
por queijo Minas artesanal, o queijo que apresente
consisténcia firme, cor e sabor préprios, massa uni-
forme, isenta de corantes e conservantes, com ou
sem olhaduras mecanicas, confeccionado a partir

do leite integral de vaca fresco e cru, retirado e be-
neficiado na propriedade de origem (MINAS GE-
RAIS, 2011).

O gueijo Minas artesanal € um produto tipi-
camente mineiro gue vem ganhando importancia
crescente no Brasil. Sua principal caracteristica esta
relacionada aos atributos sensoriais do produto
gue sdo conferidos pelos microrganismos originais
gue fazem parte da microbiota natural do leite e
promovem diferentes caracteristicas de sabor, tex-
tura e aroma no queijo. A microbiota presente nos
gueijos varia de acordo com o clima, a alimentacdo
do rebanho e a forma de processamento do pro-
duto e, consequentemente, a peculiaridade de
cada um dos queijos artesanais de Minas (MON-
TEIRO et al., 2018; PENNA et al., 2021).

Embora a qualidade microbioldgica dos quei-
jos artesanais ndo dependa exclusivamente da pas-
teurizacdo do leite, esta é, sem duvida, a principal
controvérsia em torno da seguranca desses produ-
tos. A pasteurizacdo garante a seguranca dos queijos
porque elimina (ou reduz significativamente) todas
as bactérias potencialmente patogénicas que pos-
sam estar presentes no leite cru. Por outro lado, re-
duz significativamente a presenca de microrganis-
mMos naturais presentes no leite (microbiota bené-
fica), que estdo associados as caracteristicas e sabor
tipicos dos queijos artesanais elaborados com leite
cru, o qual também pode ser considerado uma fonte
de microrganismos benéficos (PENNA et al., 2021).

A adicdo de culturas laticas naturais, como o
pingo ou soro-fermento é obrigatdria para elabora-
¢do do queijo Minas artesanal de propriedades ca-
dastradas pelo IMA (MINAS GERAIS, 2018). O pingo
€ oriundo da dessora do queijo produzido no lote
do dia anterior, assim, se constitui no produto resul-
tante da acdo de microbiotas diversificadas em in-
teracdo com constituintes do soro lacteo. Alguns
produtores incrementam o pingo com sal para ini-
bir o crescimento de microrganismos indesejaveis,
evitando, por exemplo, o estufamento precoce dos
queijos. A utilizagdo do pingo é voltada para promo-
ver a maturacdo do queijo de forma a lhe garantir
melhor qualidade sensorial e, até mesmo, microbi-
oldgica, pois tem-se no pingo a expectativa de ino-
cular bactérias desejaveis e que fornecam uma mi-
crobiota desejavel (FIGUEIREDO, 2018).
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Pelo uso de leite cru para a preparagdo do
gueijo, a legislacdo estadual, assim como a legisla-
¢do federal, exige a obrigatoriedade da utilizagdo
da etapa de maturacdo, que tem seu tempo defi-
nido apds pesquisas técnico-cientificas comprova-
rem a eficacia num periodo inferior a 60 (sessenta)
dias, sem prejuizo da qualidade e inocuidade dos
produtos (MINAS GERAIS, 2013; BRASIL, 2017).

A legislacdo sobre o tempo de maturacdo do
gueijo Minas artesanal ja foi bastante controversa.
Em 1952, no antigo RIISPOA (Decreto 30.691, de
29/03/1952), a legislacdo federal previa o uso do
leite cru para a producdo de queijo Minas (Art. 928),
com a exigéncia inicial de no minimo oito dias de
maturagdo, que foi alterada para um minimo de
dez dias, em 1962, pelo Decreto n2 1.255 (BRASIL,
1962). Mas, em 1996, a Portaria 146 (BRASIL, 1996),
que regulamenta a identidade e qualidade dos pro-
dutos lacteos, indicou maturacdo de queijo produ-
zido com leite cru a uma temperatura superior aos
52C, durante um tempo nao inferior a 60 dias. Esse
regulamento foi confirmado pela Resolugao 07, de
28 de novembro de 2000 (BRASIL, 2001), que esta-
beleceu os requisitos especificos de instalacdes e de
funcionamento das Queijarias, da higiene de pro-
ducdo do queijo Minas do Serro (média umidade),
Queijo Minas Araxa, e do Queijo Minas Canastra
(baixa umidade). Somente em 2011, que o Ministé-
rio da Agricultura, Pecudria e Abastecimento publi-
cou a Instrucdo Normativa n° 57 (BRASIL, 2011),
permitindo que os queijos artesanais tradicional-
mente elaborados a partir de leite cru sejam matu-
rados por um periodo inferior a 60 (sessenta) dias,
guando estudos técnico-cientificos comprovarem
gue a reducdo do periodo de matura¢do ndo com-
promete a qualidade e a inocuidade do produto
(FERREIRA, 2013).

Apds essa determinacdo, diversos estudos
foram realizados para observar o tempo minimo de
maturagdo nas diferentes regides de Minas. MAR-
TINS et al. (2015), em estudo com queijo Minas de
oito produtores da regido do Serro em Minas Ge-
rais, Brasil, concluiram que os efeitos da maturagao
a temperatura ambiente em relagdo aos parame-
tros fisico-quimicos do queijo influenciaram direta-
mente o comportamento microbiano, causando

uma reducao na contagem de contaminantes. As-
sim, em temperatura ambiente, 17 dias foi o tempo
minimo de maturagdo para que os queijos che-
guem aos padroes microbioldgicos exigidos por lei.
Por sua vez, os queijos maturados sob refrigeracao
sO atingiu tais padrées em 33 dias para queijos pro-
duzidos na estacao seca e 63 dias para os produzi-
dos na estagdo chuvosa.

O queijo Canastra é tradicionalmente consu-
mido apds diferentes periodos de maturacdo,
sendo priorizados pelos consumidores os queijos
com menos de oito dias de fabricacdo. Um estudo
do tempo de maturacdo do queijo em temperatura
ambiente e sob refrigeracdo em dois periodos do
ano (chuvoso e seco), avaliando-se a modulagdo de
variaveis fisico-quimicas e microbioldgicas, com én-
fase na microbiota patogénica regulamentada por
lei, foi realizado. A maturagdo em temperatura am-
biente foi decisiva para redugdo da microbiota pa-
togénica para niveis permitidos em 22 dias, nos dois
periodos analisados, ao passo que, sob refrigera-
¢do, os niveis de Staphylococcus aureus (espécie li-
mitante) permitidos somente seriam atingidos
apos 64 dias. E nenhuma mudanga nos valores de
Aw em gueijos mantidos sob refrigeracdo durante
a maturacdo foi verificada (DORES et al., 2013).

Em queijo Minas artesanal da regido de
Araxd, produzido e maturado por até 57 dias, du-
rante a época chuvosa e seca, foi concluido que a
maturagdo por pelo menos 14 dias foi eficiente para
reduzir a contagem de todos os microrganismos es-
tudados. A maturacdo influenciou (p < 0,05) os teo-
res percentuais de umidade, proteina, gordura, gor-
dura no extrato seco e extrato seco total, bem
como pH e acidez titulavel, independentemente da
época de producdo. Além disso, foi observado que
o uso de matérias-primas de boa qualidade, o con-
trole sanitdrio dos rebanhos e a adog¢do de boas
praticas de produgdo sao extremamente importan-
tes para a obtencdo de um queijo adequado ao
consumo (SALES, 2015).

A maturagao do queijo Minas artesanal é um
fendbmeno complexo, que envolve reagdes bioqui-
micas decorrentes da interacdo dos microrganis-
mos presentes e transformagdes fisico-quimicas
consequentes desta atividade microbiana e da agao
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climatica sobre os queijos. Assim, a maturacdo
tende a reduzir a umidade, a atividade de 4gua e au-
mentar a acidez dos queijos. Este fendmeno resulta
ainda na liberagdo de aminodcidos, aminas, acidos
graxos e demais produtos decorrentes da proteod-
lise e da lipdlise, além de contribuir para a reducdo
de grupos microbianos patogénicos, controlando
assim, riscos referentes ao consumo deste tipo de
alimento, e enriquecendo o sabor deste queijo. No
entanto, a maturacdo ndo pode ser colocada como
etapa para garantir eliminagao de patdgenos, uni-
camente, devendo ser precedida por controle de
zoonoses do rebanho leiteiro, boas praticas agrope-
cuarias, ordenha higiénica e boas praticas de fabri-
cacdo dos queijos (FIGUEIREDO, 2018).

CONSIDERAGOES FINAIS

O processo de maturagao do queijo é uma
etapa importante para o controle de microrganis-
mos patogénicos e prevengao de crescimento de
microrganismos deteriorantes, além de gerar sabor
e aromas caracteristicos.

A maturacdo é umfenémeno complexo, que
envolve reagGes bioguimicas decorrentes da intera-
¢ao de microrganismos com o queijo e transforma-
¢Oes fisico-quimicas consequentes desta atividade
microbiana e da a¢do climatica sobre os queijos. No
caso do queijo Minas artesanal, estudos identificam
gue a maturacdo em temperatura ambiente é bem
mais eficiente para inibir microrganismos indeseja-
veis do que a maturagdo sob refrigeracdo.

A estabilidade microbiana do queijo € alcan-
¢ada pela utilizacdo de uma combinagdo de barrei-
ras que sao importantes nas diferentes etapas do
processo de maturacdo, levando a um produtofinal
adequado ao consumo. Os fatores que controlam o
crescimento de microrganismos no queijo incluem:
concentracdo de sal, potencial de reducdo de oxida-
¢do, pH, a presenca de NOs, temperatura de matu-
racdo e a producdo de bacteriocinas por algumas
cepas iniciais e, finalmente, a reducdo da umidade
e da atividade de agua.
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