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RESUMO: O queijo Minas artesanal é produzido a partir do leite cru com adigdo do
fermento endégeno denominado “pingo”, que é resultado da fermentagdo natural do
soro, formado em sua maioria por bactérias laticas e leveduras. Essa microbiota é
responsavel por manter o processo fermentativo e por dar sabor e aroma aos queijos.
O presente estudo teve como objetivo realizar a contagem de bactérias laticas e
leveduras presentes no soro fermento, ou “pingo”, produzido na regido de Coromandel
(MG). Este estudo foi realizado com amostras de pingo coletadas em dez (10) fazendas
localizadas na regidao de Coromandel. As amostras foram analisadas no laboratério de
Microbiologia do Centro Universitario de Patos de Minas (UNIPAM). Nos resultados,
foram observados baixa contagem de bactérias laticas (<10°UFC/g) e alta contagem de
leveduras (>10°> UFG/g) na maioria das amostras. Pdéde-se concluir que os “pingos”
analisados ndo apresentaram uma microbiota de qualidade, sugerindo falhas nas boas
praticas durante a producdo dos queijos e presenca de microrganismos.
PALAVRAS-CHAVE: Microbiologia. Pingo. Queijo.

ABSTRACT: The artisanal minas cheese is produced from raw milk with the addition of
leaven called “drip”, which is the result of the natural fermentation of whey, mostly
lactic acid bacteria and yeast. This microbiota is responsible for maintaining the
fermentation process and giving the cheese flavor and aroma. The present study aimed
to perform a count of bacteria and yeast present without yeast, or “drop”, produced in
the region of Coromandel (MG). This study was performed with raindrop samples
collected from ten (10) farms located in the Coromandel region. The samples were
analyzed in the Microbiology laboratory of the Patos de Minas University Center -
UNIPAM. Results showed low lactic acid count (<10° UFC / g) and high yeast count (> 10°
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UFC / g) at most temperatures. It can be concluded that the whey-yeast analyzed were
not detected as a quality microbiota, suggesting flaws in practices during cheese
production and presence of contaminating microorganisms.

KEYWORDS: Microbiological. Pingo. Cheese.

INTRODUCAO

A fabricagdo de queijo artesanal é
uma atividade muito comum entre os
pequenos produtores rurais, a qual se
tornou, de geragdo em geragdo, uma
tradigao em muitos municipios mineiros.
A producdo de queijo apareceu como
uma opcdo em razdo da pequena
producdo do leite e a dificuldade do seu
transporte ao laticinio.

O queijo Minas artesanal é
produzido a partir do leite cru, que é
ordenhado e produzido na propria
fazenda, com acréscimo do coalho
comercial e um fermento enddgeno
denominado “pingo”. O pingo é um
fermento liquido proveniente da
fermentacdo natural do soro que escorre
do queijo nas ultimas 24 horas, formado
em sua maioria por bactérias,
especialmente acido latico e leveduras
(LIMA et al., 2009; NOBREGA et al.,
2008).

O soro do queijo ou soro do leite
bovino é um liquido adquirido por meio
da produc¢ao do queijo, que contém em
meédia 93% de agua, sendo que cerca de
90 a 95% do leite usado para a produgao
do queijo se transforma em soro.
(DRAGONE et al. 2009). Esse soro contém
em média de 4 a 6g de proteinas por
litro. (PELEGRINE; = CARRASQUEIRA,
2008).

O leite cru retrata uma
microbiota complexa, podendo
apresentar micro-organismos desejaveis,
como bactérias lacticas, ou os
indesejaveis, como patégenos. Essa
microbiota é conduzida ao pingo e, por

isso, varia muito de acordo com a sua
localidade. (LIMA et al., 2009; OLIVEIRA,
2010).

As bactérias laticas
predominantes tanto no leite cru quanto
no pingo sdo encarregadas de iniciar e
manter o processo fermentativo através
da rapida producgao de 4cido, o que reduz
o pH e precipitacdo das proteinas.
(LORCA; VALDEZ, 2009).

As leveduras tém auxiliado em
um aumento no sabor dos queijos por
produzirem etanol, acetaldeido,
etilacetato e etilbutirato, resultantes da
fermentagdo da lactose (WELTHAGEN;
VILJOEN, 1999).

Na atualidade, existem sete
microrregides que sdo reconhecidas e
oficializadas como produtoras de queijo
Minas artesanal (QMA): Serro, Serra da
Canastra, Cerrado (antigo  Alto
Paranaiba), Araxa, Campo das Vertentes,
Triangulo Mineiro e Serra do Salitre,
sendo que a cidade de Coromandel esta
inserida na regidao do Cerrado (EMATER-
MG, 2017).

O presente estudo teve como
objetivo realizar a contagem de bactérias
laticas e leveduras presentes no “pingo”
produzido na regido de Coromandel
(MG).

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado com
amostras de pingo coletadas em dez (10)
fazendas localizadas na regidgo de
Coromandel (MG), no més de junho. Nao
existe uma legislacdo vigente sobre os
parametros do pingo.
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O pingo foi acondicionado dentro
de frascos estéreis e transportado por
cerca de 1 hora 40 minutos, em caixa
isotérmica mantendo a temperatura
para evitar qualquer alteracdo até a
chegada ao laboratdrio de Microbiologia
do Centro Universitario de Patos de
Minas — UNIPAM, onde foram analisadas
guanto a contagem de bactérias laticas e
leveduras.

Contagem de leveduras

No laboratdrio, primeiramente,
foi realizada a assepsia da parte interna
da capela. Posteriormente, 25 mL do
“pingo” foram retirados do frasco e
colocados em um recipiente contendo
225 mL de dgua peptonada (H,Op), para
homogeneiza¢dao da amostra. A agitacao
desse frasco resultou na primeira
diluicdo (101). Dessa diluicdo foi
transferido 1 mL para um tubo contendo
9 mL de agua peptonada, formando a
segunda diluicdo (10?) e, em seguida, 1
mL foi passado para outro tubo com 9 mL
de 4d4gua peptonada, resultando na
terceira diluicdo (103).

Para a realizacdo da contagem de
leveduras, foi realizado o plagueamento
em superficie, na qual foram transferidos
0,1 mL de cada uma das dilui¢cdes (1071,
1072, 10°3) para placas de Petri contendo
Agar Batata Dextrose (PDA) e espalhados
com uma alca de Drigalski. Apds isso,
aguardaram-se 15 minutos para a
secagem das placas; foram colocadas na
estufa para incubacdo a 25° C por cinco
dias, sem inverté-las e no escuro.

Para a contagem das colbnias e
calculo dos resultados, as placas foram
colocadas em um contador de col6nias, e
com o auxilio de uma lupa. As colbnias
com caracteristicas de leveduras foram
levadas ao microscopio para observacao

da morfologia das células e separacao
em leveduras, bactérias ou mistura de
ambas. Foram consideradas como
confirmadas todas as colonias que
apresentaram leveduras e mistura de
leveduras e bactérias; posteriormente
determinado o numero da contagem na
placa em funcdo da porcentagem
confirmada. Foi calculado o nimero de
UFC/mL de leveduras, multiplicando pelo
diametro da placa e pelo inverso da
diluicao.

Contagem de bactérias Idticas

Para a realizagdo da contagem
das bactérias laticas, foi realizado o
plagueamento em profundidade, em
que foram transferidos 1 mL de cada
uma das trés diluicdes (107, 102, 103)
para placas de Petri estéreis vazias e em
seguida foi adicionado o meio de cultura
Agar MRS (de Man Rogosa & Sharpe).
Apbs completa solidificacdo do Agar,
adicionou-se uma pequena quantidade
do mesmo meio de cultura (MRS), sendo
feita uma sobrecamada, cobrindo
totalmente a superficie do meio
inoculado. As placas foram incubadas de
forma invertida, em atmosfera normal a
temperaturas de 30° a 31°C, por 48
horas.

Com a finalidade de confirmar as
colonias, foram selecionadas aquelas
placas que possuiam de 25 a 250 col6nias
e todas foram contadas. Em seguida,
foram escolhidas pelo menos cinco
colonias presentes nas placas e
submetidas a coloracdo de Gram e teste
de catalase. Foram realizadas provas
bioquimicas para confirmacdo de
bactérias |aticas através da coloracao de
Gram e catalase. As Gram positivas e
catalase negativas sdo bactérias laticas.
Para calcular o nimero de UFC/mL de
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bactérias laticas, foi multiplicado o
numero de colbnias confirmadas pelo
numero de colonias presentes na placa e
pelo inverso da diluigdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na
contagem de bactérias laticas estdo
expressos na Tabela 1.

Tabela 1. Média das contagens de bactérias laticas de 10 amostras de pingo obtidas na regido de

Coromandel (MG)

Amostras Bactérias Acido Laticas
1 1,3x10°UFC/mL
2 1,4x10’UFC/mL
3 8,2x10° UFC/mL
4 1,5x10°UFC/mL
5 0,5x10° UFC/mL
6 5,4x10° UFC/mL
7 4,8x10° UFC/mL
8 4,4x10° UFC/mL
9 8,0x10° UFC/mL
10 0,8x10° UFC/mL

*UFC = Unidades formadoras de col6nia.

As contagens de bactérias laticas
encontradas no presente estudo foram
todas abaixo do esperado que em outros
trabalhos. Esse resultado pode estar
ligado a varios fatores como as condi¢des
higiénicas de produc¢do desses queijos,
gque geram alta contaminagdao do
produto por outros microrganismos que
apresentam  competicdo com  as
bactérias laticas impedindo o seu
desenvolvimento no soro fermento.
Conforme autor abaixo descrito, todas as
amostras que foram encontradas nesse
estudo estdo abaixo dos valores 107 a
10°.

Borelli. (2006) encontrou alta
contagem populacional de bactérias
lticas (entre 10%a 10°UFC/g) no queijo
Canastra. Freitas et al. (1995), analisando
amostras de queijo Beira Baixa Picante,
fabricado em Portugal, ao longo da
maturacdo, constataram populagées de
bactérias laticas de 107 a 10°UFC/g. No
gueijo portugués Serra Estrela, Dahl et al.
(2000) observaram que as bactérias
laticas foram dominantes durante todo o

periodo de maturac¢3o, variando de 107 a

10°UFC/g.
As  bactérias laticas  (BAL)
possuem importantes fung¢Bes na

producdao do queijo, pois produzem
enzimas  glicoliticas, lipoliticas e
proteoliticas, que transformam os
nutrientes fundamentais do leite e do
gueijo em compostos com propriedades
sensoriais desejaveis (VILJOEN, 2001).
Sua principal caracteristica é a
capacidade de fermentar a lactose e
produzir, principalmente, acido latico, o
gque assegura a esse grupo O
desenvolvimento de sabor, aroma e
textura (BRUMANO, 2016).

Além das bactérias laticas
colaborarem no processo de
fermentacao e na qgualidade

organoléptica e quimica do produto final,
atuam também de uma forma favoravel
na qualidade do produto, abaixando o
pH, disputando diretamente com outras
populacdes de bactérias e demais
produtos antimicrobianos que limitam e
reduzem a viabilidade de contaminantes
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OMEIA

espoliadores e/ou patogénicos (PIARD;
DESMAZEAND, 1991; ALEXANDRE et al.,
2002; SALLAMI et al., 2004). Com base
nos resultados obtidos, como o
crescimento das bactérias laticas nao foi
expressivo, elas podem ndo ter inibido
outras populacbes de bactérias e
patdégenos como citado acima.

No Brasil, existem poucos
trabalhos sobre bactérias laticas (BAL)
presentes em queijos artesanais, e essas
raras literaturas mostram que a espécie
Lactobacillus plantarum é a
predominante na fabricacdo do queijo
Canastra (BORELLI et al., 2006). O autor
aponta as espécies Lactobacillus
plantarum e Lactobacillus casei como os
microrganismos que potencialmente
poderiam ser utilizados como
constituintes da cultura iniciadora na
fabricacao desse produto.

Em experimento realizado por
Nobrega (2008), foram observadas altas
contagens de BAL, evidenciando que
esse grupo compde a microbiota
predominante do fermento endégeno da
Serra da Canastra. As contagens dos
grupos de BAL avaliados foram
estatisticamente iguais (P>0,05), nos dois

periodos analisados: periodo das aguas
(PA) e periodo da seca (PS). Entretanto,
as contagens de Lactococcus /
Streptococcus e Enterococcus
apresentaram valores numericamente
superiores no PA. Do mesmo modo, os
géneros Lactobacillus e Leuconostoc
foram numericamente superiores no PS.
Borelli et al. (2006), ao analisar o
fermento endégeno da mesma regido,
encontrou elevadas populacdes de BAL,
tendo como espécies mais frequentes o
Lactobacillus plantarum (Lb. plantarum)
e Lb. casei.

No fermento enddgeno utilizado
para fabricacdo do QMA na Serra da
Canastra, as BAL de maior
predominancia foram as dos géneros
Lactococcus e Streptococcus (Nébrega,
2007) e Lactobacillus, e as espécies
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus
casei nos queijos fabricados na mesma
regido. No fermento enddgeno da regido
do Serro, foram de maior predominancia
0s géneros Lactococcus e Streptococcus
(LEITE, 1993).

Os resultados encontrados para a
contagem de leveduras estdo descritos
na Tabela 2.

Tabela 2. Média das contagens das leveduras do pingo obtidas em fazendas na regido de Coromandel

(MG).
Amostras Leveduras
1 1,7x10°UFC/mL
2 2,2x10°UFC/mL
3 3,5x10* UFC/mL
4 1,2x108UFC/mL
5 1,6x10°% UFC/mL
6 3,5x10° UFC/mL
7 2,3x10° UFC/mL
8 1,5x10° UFC/mL
9 8,3x10° UFC/mL
10 1,3x10° UFC/mL

* UFC = Unidades formadoras de colonia.

Os resultados obtidos nas
contagens de leveduras em todas as
amostras analisadas foram acima dos

valores descritos por Reinheimer et al.
(1995), que descreve que contagens
acima de (>10°UFC/mL) podem
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desenvolver um sabor indesejavel nos
qgueijos. Esses valores altos podem
sugerir falhas nas boas praticas de
fabricacdo do queijo nas propriedades,
desde a obtencdo do leite até a producao
do queijo.

A presenca de algumas leveduras
pode ser resultante de condicBes
higiénico-sanitarias inadequadas, e estas
podem causar no queijo alteracdes
organolépticas indesejaveis (TEMPEL;
JAKOBSEN, 1998). Em moderado
numero, sua presenca favorece a
producao de sabor e aroma, por outro
lado, a presenca de leveduras em altas
contagens (>10° UFC/mL) pode causar
formacdo de sabores e aromas
desagradaveis devido, por exemplo, a
uma indesejavel fermentacdo alcodlica
(REINHEIMER et al, 1995).

As leveduras contribuem para o
desenvolvimento do sabor dos queijos
por produzirem substancias resultantes
da fermentacao da lactose
(WELTHAGEN; VILIOEN, 1999).

Esses microrganismos também
aumentam o] pH do queijo,
metabolizando o acido [3tico e
produzindo fatores de crescimento como
algumas vitaminas (vitamina B, niacina,
riboflavina e biotina), o que pode
favorecer o desenvolvimento de
bactérias (TEMPEL; JAKOBSEN, 1998;
WELTHAGEN; VILIOEN, 1999; VILIOEN,
2001).

As leveduras podem estar
presentes ao longo da cadeia produtiva
do leite, desde a fazenda até o produto
final. Como contaminantes naturais, as
leveduras estdo amplamente
distribuidas no ambiente da ordenha, no
leite cru e em utensilios (LOPANDIC et al.,
2006). Embora o leite cru e o leite
pasteurizado sejam frequentemente
contaminados por leveduras, as

populagdes sdao geralmente baixas
(<10*UFC/mL), quando comparados com
as das bactérias, sugerindo que o rapido
crescimento delas restringe o
crescimento das leveduras (FLEET, 1990;
ROOSTITA; FLEET, 1996).

Em produtos laticos, elas podem
também se relacionar com outros
microrganismos de varias formas,
podendo inibir ou eliminar os
microrganismos indesejaveis, que
causam defeitos ou potencial
patogénico, e podem ainda contribuir de
uma forma positiva para a fermentagao
ou a maturacdo, favorecendo a funcdo
das culturas iniciadoras (JAKOBSEN;
NARVHUS, 1996).

Foi reconhecido que as leveduras
tém uma importante colabora¢cdo no
processo de maturacdo dos queijos
sendo as linhagens Debaryomyces
hansenii, Yarrowia lipolytica,
Kluyveromyces marxianus e
Saccharomyces cerevisie
constantemente presentes em elevadas
concentracdes (FLEET,1990).

De acordo com Borelli et al.
(2006), as leveduras que se encontraram
relacionadas com a fabricacdo do queijo
Canastra foram Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces lactis, Kodamea ohmeri e
Toluraspora  delbruekii, sendo as
espécies mais frequentes do “pingo”
fermento natural endégeno.

N3o existe um padrdo legal que
guantifique um limite maximo para esses
microrganismos em QMA, sendo que
estes sdao importantes no processo de
maturacdo (PINTO et al., 2011). Segundo
0 mesmo autor, o préprio processo de
producdo do queijo proporciona o
desenvolvimento de fungos e leveduras.
Porém, deve haver controle, uma vez
gue a contagem elevada desses
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microrganismos nao faz parte da
caracteristica do queijo Minas Artesanal.

De acordo com Nobrega et al.
(2008), na microbiota leveduriforme do
“pingo”, que foi avaliada em duas épocas
diferentes, no periodo da seca e das
aguas, foram encontradas 6 espécies
diferentes de leveduras nas diferentes
épocas. Os resultados variaram de 2,6 x
10> UFC/mL a 1,4 x 10° UFC/mL no
periodo das aguas (PA) e de 1,5 x 102
UFC/mL a 3,9 x 10° UFC/mL no periodo
da seca (PS).

Borelli et al. (2006) avaliaram
também as leveduras do pingo, além do
soro, do leite e do queijo Canastra, e
foram identificadas 29 espécies de
leveduras diferentes. Portanto, isso
indica que a presenca de leveduras em
produtos lacteos é comum. Essas
leveduras podem  contribuir nas
caracteristicas sensoriais do queijo de
uma maneira benéfica, por meio da
producdao de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, desde que nao estejam em
quantidades muito elevadas (BORELLI et
al., 2006).

Ainda de acordo com Borelli et al.
(2006), as leveduras que se encontraram
relacionadas com a fabricacdo do queijo
Canastra foram Debaryomyces hansenii,
Kluyveromyces lactis, Kodamea ohmeri e
Toluraspora delbruekii, as espécies mais
freqlientes do “pingo” fermento natural
enddgeno.

Nahabieh e Schmidt (1990)
isolaram 879 linhagens de leveduras dos
queijos Bougon, Sainte-Maure,
Chabichou, Crottin de Chavignol,
Pouligny Saint-Pierre e Chevrotin e
chegaram a conclusdo de que a
microbiota leveduriforme dos queijos de
cabra é composta predominantemente
por Debaryomyces hansenii e

Saccharomyces cerevisiae, seguidos por
Kluyveromyces marxianus.

CONCLUSAO

Os sorofermentos analisados
apresentaram baixas contagens de
bactérias laticas e elevadas contagens de
leveduras, sugerindo provaveis falhas
nas boas prdticas no processo de
fabricacdo dos queijos. Ha necessidades
de mais estudos sobre a microbiota dos
gueijos Minas artesanais da regido do
cerrado.
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