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RESUMO

O Queijo Artesanal Serrano (QAS) € um produto tradicional dos Campos de Cima da
Serra, no Sul do Brasil, valorizado por seu sabor caracteristico e importancia cultural.
Por ser produzido com leite cru e maturado em condigbes artesanais, gera
preocupagdes quanto a seguranga alimentar, especialmente em relagao a presenca
de bactérias patogénicas, como Escherichia coli (E. coli) e Staphylococcus aureus (S.
aureus). Além disso, cepas de S. aureus podem produzir enterotoxinas, como sea,
sec,e see, levando a intoxicacao alimentar e representando um risco a saude publica.
Por outro lado, as Bactérias Acido Laticas (BAL), nome dado para um grande grupo
de bactérias ndo patogénicas presentes no leite e seus derivados, sdo responsaveis
pelas caracteristicas organolépticas dos queijos, pois produzem compostos
aromaticos e bacteriocinas capazes de inibir diversos patégenos além de contribuir no
sabor, aroma e textura nesse alimento. Diante disso, este estudo teve como objetivo
verificar a relacdo das BAL com E. coli e S. aureus isolados de QAS nos periodos de
0 a 63 dias de maturagao, além de verificar a presenga de genes produtores de
enterotoxinas nos isolados de S. aureus. Para isso, foram coletadas amostras
semanais de QAS de sete queijarias, acompanhadas em dez periodos distintos da
maturacao: desde o dia de produgao (dia 0) até o dia 63, nos anos de 2024 e 2025.
Foram realizadas analises microbioldgicas para quantificar a presenga dos patégenos
e das BAL, utilizando técnicas de plaqueamento em meios seletivos, além de analises
fisico-quimicas para caracterizar as condi¢dbes do queijo ao longo do periodo.
Observou-se que das 120 amostras analisadas, 40,8 % (49/120) apresentaram
contaminagao por S. aureus e 16,6 % (20/120) por E. coli, valores acima do permitido
pela legislagdo. Contudo, a partir do 35° dia de maturagéo, houve uma tendéncia em
diminuir a quantificagdo de microrganismos. Em 90,8% (107/120) dos queijos
analisados houve quantificagao significativa de BAL, entre 3,6 log UFC/g e 10,3 log
UFC/g, sendo as de maior abundancia Enterococcus sp. e Lactococcus sp., conforme
sequenciamento genético realizado. Com relagao as enterotoxinas produzidas pelo S.
aureus, 56% das amostras apresentaram genes para pelo menos uma das toxinas

pesquisadas.

Palavras-chave: Enterotoxinas; intoxicacédo alimentar; saude publica; legislacao.



ABSTRACT

Serrano Artisanal Cheese (QAS) is a traditional product from the Campos de Cima da
Serra region in southern Brazil, valued for its characteristic flavor and cultural
importance. Because it is produced with raw milk and matured under artisanal
conditions, it raises concerns regarding food safety, especially concerning the
presence of pathogenic bacteria such as Escherichia coli (E. coli) and Staphylococcus
aureus (S. aureus). Furthermore, strains of S. aureus can produce enterotoxins, such
as sea, sec, and see, leading to food poisoning and representing a risk to public health.
On the other hand, Lactic Acid Bacteria (LAB), a name given to a large group of non-
pathogenic bacteria present in milk and its derivatives, are responsible for the
organoleptic characteristics of cheeses, as they produce aromatic compounds and
bacteriocins capable of inhibiting various pathogens, in addition to contributing to the
flavor, aroma, and texture of this food. Given this, this study aimed to verify the
relationship between LAB and E. coli and S. aureus isolated from QAS during
maturation periods from 0 to 63 days, as well as to verify the presence of enterotoxin-
producing genes in S. aureus isolates. To this end, weekly samples of QAS were
collected from seven cheese dairies, monitored during ten distinct maturation periods:
from the day of production (day 0) to day 63, in the years 2024 and 2025.
Microbiological analyses were performed to quantify the presence of pathogens and
LAB, using plating techniques on selective media, in addition to physicochemical
analyses to characterize the cheese conditions throughout the period. It was observed
that of the 120 samples analyzed, 40,8% (49/120) showed contamination by S. aureus
and 17.5% (21/120) by E. coli, values above those permitted by legislation. However,
from the 35th day of maturation onwards, there was a tendency for the quantification
of microorganisms to decrease. In 90.8% (107/120) of the cheeses analyzed, there
was a significant quantification of LAB, between 3.6 log CFU/g and 10.3 log CFU/g,
with Enterococcus sp. and Lactococcus sp. being the most abundant, according to
genetic sequencing performed. Regarding enterotoxins produced by S. aureus, 56%

of the samples presented genes for at least one of the toxins investigated.

Keywords: Enterotoxins; food poisoning; public health; legislation.
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1 INTRODUGCAO

O queijo artesanal serrano (QAS), € um produto tradicional elaborado ha mais
de dois séculos na regidao dos Campos de Cima da Serra de Santa Catarina e do Rio
Grande do Sul a partir de saber fazer trazido pelos agorianos que colonizaram a regiao
(EMATER, 2019). E classificado como um queijo semigordo, de média umidade
(massa semidura), de crosta amarelada ou amarelo palha, de média espessura, lisa
e sem trincas, com massa compacta e macia, de consisténcia elastica, tendendo a
untuosidade, contendo pequenas olhaduras mecanicas e/ou propiénicas, ou sem
olhaduras (Decreto n° 54.199/2018).

O QAS ¢ fabricado a partir do uso de leite cru, ou seja, ndo passa por nenhum
tratamento térmico com o objetivo de eliminar microrganismos, como a pasteurizagao,
por isso exige dos produtores muito mais rigor na aplicacédo das boas praticas de
fabricagdo (BPF) para garantir a qualidade dos queijos e a seguranga aos
consumidores (EMATER, 2019). Dessa forma, falhas nas condi¢bes higiénico-
sanitarias refletem diretamente na qualidade microbiolégica do QAS, o que é
corroborado por estudos que apontam a ocorréncia de microrganismos indicadores e
patogénicos acima dos limites estabelecidos pela legislagcdo vigente. Isto posto,
Pontarolo (2014) e Dalmina (2018) demonstraram valores acima do permitido pela

legislagéo de E. coli e S. aureus no QAS produzido em Santa Catarina.

Os parametros microbioldgicos descritos na Instrugdo Normativa n° 161
(BRASIL, 2022) indicam que queijos sao classificados como seguras quando
apresentarem valor maximo de 1 x 102 UFC/g para Staphyloccocus coagulase positiva
e E. coli, e auséncia de enterotoxinas estafilocécicas. Assim, esses valores serido

usados como referéncia no presente estudo.

O Decreto n°1238 (SANTA CATARINA, 2017) afirma que a maturagao aceita
até o momento é de no minimo 60 dias, contudo podera ser alterada quando trabalhos
técnico-sanitarios comprovados cientificamente demonstrarem a qualidade e

inocuidade do QAS com menor periodo.

Estudos relatam a produgao de enterotoxinas estafilococicas (EE) quando a
contagem de Staphylococcus coagulase positiva, incluindo S. aureus, atinge valor

equivalente ou superior a 10° UFC/g. As EE sao proteinas globulares de baixo peso



molecular, capazes de resistir a tratamentos térmicos e a meios acidos. Sao
causadores de doenca de origem alimentar levando a émese, tontura e diarreia
(Lopes, 2023).

Entre os fatores intrinsecos que podem influenciar a redug¢ao de patdégenos no
queijo destaca-se a dinamica de sucess&o microbiana durante a maturagao, na qual
microrganismos mais adaptados, como as BAL, tendem a predominar em decorréncia

das alteragdes de pH, atividade de agua e disponibilidade de nutrientes

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica do
QAS por meio de coletas realizadas entre 0 e 63 dias de maturacéo, para realizar a
quantificacédo de E. coli, S. aureus e BAL. Assim como identificar as espécies de BAL
e avaliar a sua influéncia em relagao aos periodos de maturacao e as caracteristicas
fisico-quimicas como atividade de agua, umidade, dureza, elasticidade, resiliéncia,

coesividade e mastigabilidade no QAS.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Queijo Artesanal Serrano: origem e caracteristicas

Segundo informagdes da EMBRAPA (2021), o inicio da produgédo de queijos
artesanais no Brasil remonta ao século XVIII, através da vinda dos portugueses. Em
todo o pais a producgéao artesanal de queijos se expandiu e se diversificou, carregando
em sua origem uma mistura de povos, saberes e historias. Atualmente, os queijos
artesanais sao produzidos em toda a extensdao do territdério brasileiro,
predominantemente por pequenos produtores rurais e suas familias, tendo grande
importancia econdmica, cultural e social. Mesmo que a produgao de queijos artesanais
ja ocorresse, apenas em 2019 houve a regulamentacédo por meio da Lei n°13.860,

possibilitando a comercializagdo em todo o pais.

Sendo o queijo serrano um produto artesanal, de pequena escala, fabricado
com o leite cru integral da propriedade, em sua maioria de vacas de corte, tendo como
base de alimentagdo as pastagens nativas, € um alimento regional considerado
identitario de um determinado grupo. O queijo serrano € um produto que independente
de receita, inclui outros fatores fundamentais para sua produgdo como clima,
temperatura, solo, altitude, vegetacao, enfim, caracteristicas que tornam a regiao
serrana de Santa Catarina (SC) e os Campos de Cima da Serra do Rio Grande do Sul
(RS) ambientes singulares na fabricagdo do QAS (CORDOVA, 2014).

2.2 Principios de seguranga na produg¢ao do QAS

Com o intuito de produzir um alimento seguro ao consumidor, o produtor deve
se atentar a alguns principios de seguranga, como: a qualidade da matéria-prima, as
Boas Praticas Agropecuarias e de Fabricagdo, o controle de tempo e temperatura, a
maturagdo como barreira sanitaria, o controle microbiolégico, além da capacitagao do
produtor. Temas esses que serdo abordados concomitantemente as analises

microbiolégicas e fisico-quimicas no QAS.

2.3 Processos bioquimicos de maturagao

Durante o periodo de maturagdo, microrganismos e enzimas atuam nos
queijos, promovendo transformagdes fisicas, bioquimicas e microbiolégicas sobre os

principais componentes do leite, como os agucares, as proteinas, as gorduras. Esse



processo produz uma complexa combinagdo de novos compostos que influenciam
diretamente sobre o sabor, o aroma, a textura, a consisténcia e a aparéncia dos
queijos (EMATER, 2019).

Segundo ATASEVER e MAZLUM (2024) as reagbes bioquimicas podem ser
categorizadas em primaria e secundaria. As reagbes primarias envolvem o
metabolismo da caseina do leite em peptideos e aminoacidos, a conversao da lactose
em acido latico e a quebra de triglicerideos em acidos graxos. As reagdes secundarias
resultam na formagao de aminas, aldeidos, compostos de enxofre e CO2 a partir de
aminoacidos e acidos organicos, com os acidos graxos sendo posteriormente

metabolizados em alcoois secundarios.

A Cartilha de boas praticas de fabricagdo na producdo do Queijo Artesanal
Serrano (2019), elucida alteragdes bioquimicas primarias que ocorrem nos queijos
durante o periodo de maturagao, como: Lipdélise - Reagao quimica que transforma a
gordura em compostos mais simples, denominados &acidos graxos, que s&o 0s
responsaveis pelo desenvolvimento de aroma nos queijos. Os aromas desenvolvidos
durante a maturagdo podem ser agradaveis, ou desagradaveis, dependendo dos
agentes indutores da lipdlise. Protedlise - Reagédo quimica que transforma a proteina
em substancias mais simples, como aminoacidos e peptideos, os quais realgam o
sabor e o aroma dos queijos durante a mastigacdo. A protedlise também altera a
textura do queijo. Glicdlise - Reacdo quimica de conversdo da lactose em lactato
durante a maturacdo. Esse processo tem pouco efeito sobre o desenvolvimento de

aroma nos queijos, mas influencia diretamente na sua acidez.

A interacdo destes diversos fatores ocasiona mudangas secundarias que
determinam as caracteristicas sensoriais nos queijos, como explicam ATASEVER e
MAZLUM (2024). Os eventos bioquimicos secundarios sdo: Catabolismo de lactato e
citrato, ambos servem como substrato para a formagao do sabor no queijo. Cerca de
90% do conteudo de citrato do leite € soluvel e amplamente perdido com o soro.
Metabolizar as pequenas quantidades de citrato restantes apds a produgéo do queijo
geralmente resulta na formagdo de propriedades organolépticas; Catabolismo de
acidos graxos livre, particularmente os acidos acético, octanoico e decanoico,
conferem sabor diretamente ao queijo. No entanto, os subprodutos volateis de seu
catabolismo, como metil cetonas, alcoois secundarios, aldeidos de cadeia linear,

lactonas e ésteres, tém um impacto profundo no sabor do queijo; e Catabolismo de



aminoacidos livres que afeta significativamente o desenvolvimento do sabor e dos
atributos texturais do queijo. Os principais produtos sao aldeidos, alcoois, acidos

carboxilicos, aminas e compostos de enxofre.

Para essas transformagdes aconteceram €& preciso maturar corretamente os
queijos, o produtor precisa manter o ambiente de maturagao equilibrado. Para o QAS,
a temperatura ideal para a maturacéo situa-se entre 10 °C e 18 °C para favorecer o
desenvolvimento dos microrganismos mesofilos, responsaveis por reagdes que geram
produtos que caracterizam o queijo. E a umidade relativa do ar ideal situa-se entre
70% e 80% (EMATER, 2019). O Decreto n°1238 (SANTA CATARINA, 2017) declara
que a maturacao aceita até o momento é de no minimo 60 dias, contudo podera ser
alterada quando trabalhos técnico-sanitarios comprovados cientificamente

demonstrarem a qualidade e inocuidade do QAS com menor periodo.

As transformagdes fisico-quimicas descritas anteriormente, associadas as
condicbes ambientais e as praticas artesanais, moldam o perfil sensorial e
microbiolégico do QAS, tornando-o um produto complexo, onde coexistem
microrganismos benéficos e potencialmente patogénicos. Por isso, compreender a
microbiota envolvida e os parametros de seguranga faz-se essencial para garantir a

qualidade e inocuidade do produto.

2.4 Microbiologia e segurancga dos alimentos em queijos artesanais

Sistemas alimentares englobam elementos sociais (pessoas) e naturais
(ambientais) e suas complexas interagbes. Assim, no futuro, a fim de garantir a
seguranga alimentar mundial de todos, desde produtores as cadeias de
abastecimento e consumidores, os setores publico e privado deverdo adotar uma
abordagem de Saude Unica para que os alimentos sejam seguros para consumo
(VARELLA, 2022).

Para garantir a seguranca dos consumidores, o QAS, assim como qualquer
outro queijo, precisa atender a determinados requisitos microbiolégicos (EMATER,
2019). Indicadores da qualidade microbioldgica sdo microrganismos ou produtos de
seu metabolismo, cuja presengca em determinados alimentos, e em certos niveis,
costuma ser utilizada para avaliar a qualidade, estabelecendo a vida de prateleira do
produto (PONTAROLO, 2014).



O Decreto n° 1238 (SANTA CATARINA, 2017) sinaliza parametros
microbiolégicos que devem ser avaliados para algumas bactérias relacionadas a
problemas de saude publica. Onde indica valores de tolerancia de 5 x 102 UFC/g para
Coliformes Termotolerantes, grupo em que a E.coli é pertencente e 1 x 10° UFC/g para

Staphylococcus Coagulase positiva, grupo em que S. aureus é pertencente.

Contudo, a IN n° 161 (BRASIL, 2022) traz parémetros atualizados e
nomenclaturas mais relacionadas ao presente trabalho, por isso sera usada como
referéncia. Dessa forma, as amostras de QAS serdo classificadas como seguras
quando apresentarem valor maximo de 1 x 102 UFC/g para Staphyloccocus coagulase

positiva e E. coli, e auséncia de enterotoxinas estafilocdcicas.

Para evitar a presenga dos microrganismos patogénicos estudados nesse
trabalho é essencial que os queijeiros conhegam as Boas Praticas Agropecuarias
(BPA) e as Boas Praticas de Fabricagédo (BPF). AIN n° 73 (BRASIL, 2019) estabelece
o Regulamento Técnico de Boas Praticas Agropecuarias destinadas aos produtores
rurais fornecedores de leite para a fabricagdo de produtos lacteos artesanais, alguns
exemplos sado: teste anual para diagnostico de brucelose e tuberculose no rebanho,
conforme preconizado no Plano Nacional de Controle e Erradicagédo da Brucelose e
Tuberculose, realizar testes de deteccéo e controle de mastite clinica e subclinica de
acordo com procedimentos pré-estabelecidos, ordenhador deve manter praticas
adequadas de higiene pessoal, como unhas limpas, cortadas e sempre lavar as maos
e 0s bragos antes do inicio do procedimento. A Cartilha de Boas Praticas de
Fabricagédo na Producao de Queijo Artesanal Serrano, publicada pela Emater em 2019
elucida os cuidados necessarios como construgcéo de estruturas especificas para a
fabricacdo, denominadas microqueijarias, que sao ambientes adequados para a
producao de queijos microbiologicamente seguros e livre de contaminantes fisicos e
quimicos. Para que sejam preparados, manipulados e embalados em temperatura
adequada (entre 10°C e 18°C) e umidade relativa do ar para a maturagao (entre 70%
e 80%).

A busca por diminuir o tempo de maturagao dos queijos artesanais desperta
interesse em pesquisadores de diversos paises, o desafio esta em fazé-lo sem alterar
as caracteristicas organolépticas do produto. Por isso a utilizacdo de Bactérias acido

|acticas autdctones esta sendo mais estudada.



Dessa forma, compreender a relagdo entre as BAL e os patdégenos é
fundamental para entender como a microbiota natural pode influenciar a qualidade e
a segurancga do QAS. Pois, entre os microrganismos indicativos e patogénicos mais
relevantes para o controle de qualidade de queijos artesanais, destacam-se E. coli e

S. aureus, frequentemente detectados em produtos elaborados com leite cru.

2.4.1 Escherichia coli

Assim, se faz necessario realizar analises que demostrem a contaminagao por
E. coli, a fim de ndo chegarem ao consumidor final e ser causa de doencas veiculadas
por alimentos. E. coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae, bacilo
Gram-negativo, que fermenta a glicose e outros acgucares, e € oxidase-negativa.
Também é classificada como catalase positiva, ndo formadora de esporos e anaerdbia
facultativa. Essa familia € formada por mais de 40 géneros, os quais contém mais de
180 espécies (QUINN, et al. 2019).

De acordo com Quinn et al. (2019), existem varios patotipos de E. coli que
causam doengas entérica e sistémicas em animais, como E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC),
E. coli patogénica aviaria (APEC), E. coli septicémica, E. coli uropatogénica e
subgrupos de origem ambiental associados a infec¢des locais. A colonizagéo do trato
intestinal de mamiferos por E. coli a partir de fontes ambientais ocorre logo apoés o
nascimento, e esses microrganismos persistem como membros importantes da

microbiota normal do intestino por toda a vida.

As cepas de E. coli possuem capacidade zoondtica e sdo transmitidas através
do contato direto com os humanos, como visto na pesquisa que TARR et al. (2025)
conduziram. Sendo uma analise epidemiolégica genbmica sobre a dindmica
multihospedeira de E. coli O157:H7 em uma regido do Canada com alta incidéncia e
identificou multiplas linhagens com evolugdo local transmitidas entre bovinos e
humanos. Essas linhagens foram persistentemente associadas a doengas causadas
por E. coli pelo periodo de 13 anos. Ou através do consumo de alimentos
contaminados, onde Freitas et al. (2024) verificou cepas de EPEC, STEC e E. coli

patogénica extraintestinal (ExPEC) em queijo fresco a partir de leite cru.

Conforme Costanzo et al. (2020), durante a ordenha, o leite cru pode ser

contaminado por fezes ou por portadores assintomaticos, permitindo a entrada de



cepas de E. coli e S. aureus no leite. A sobrevivéncia e a proliferacdo desses
microrganismos no queijo dependem das condi¢des intrinsecas da matriz, como pH e
atividade de agua, e da presenca de microflora competidora como as BAL. (CHACON-
FLORES ET AL., 2023).

Em estudo de avaliagdo da qualidade microbiolégica de 62 amostras de QAS
na Serra Catarinense, Pontarolo (2014) comparou dois periodos de maturagdo e o
impacto da umidade na contagem de coliformes totais. Verificando 74,19% e 64,52%
das amostras acima do limite disposto na legislagao para coliformes totais em 14 e 28
dias de maturagao, respectivamente. De mesma forma, encontrou irregularidade em
amostras analisadas para E. coli, quantificando 45,16% e 48,39% das amostras de
QAS com contagem superior ao aceitavel no periodo de 14 e 28 dias de maturacgao,

respectivamente.

2.4.2 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sao cocos Gram-positivos e catalase
positiva, formam agregados celulares irregulares, semelhantes a cachos de uvas. Os
estafilococos podem ser comensais na pele e membranas mucosas, alguns atuam

como patdgenos oportunistas, causando infecgdes piogénicas (QUINN et al., 2019).

As enterotoxinas estafilococicas (EE) sao proteinas globulares de baixo peso
molecular, capazes de resistir a tratamentos térmicos e a meios acidos (LOPES,2023).
Sao produzidas por algumas cepas de S. aureus que contaminam alimentos e sao os
verdadeiros agentes causadores de intoxicagdo alimentar estafilocécica (Le Loir e
Hennekinne, 2014). Além disso, as enterotoxinas estafilocdcicas s&o soluveis em agua
e solugdes salinas, altamente estaveis e resistentes a condicbes ambientais que
destruiriam facilmente a célula vegetativa produtora. Elas sao resistentes a enzimas
proteoliticas (por exemplo, tripsina, pepsina) e coagulantes (por exemplo, papaina,
renina, quimotripsina), além de valores baixos de pH, persistindo durante o processo
de fabricagéo de queijo e na acidez do trato gastrointestinal apés a ingestao (LE LOIR
E HENNEKINNE, 2014 IN AGUIAR, 2022)

A producdo de EE é dependente de “quorum sensing” e ocorre quando a
contagem de linhagens enterotoxigénicas atinge valores equivalentes ou superiores a

10° UFC/g e o ambiente apresenta condi¢cdes favoraveis a expressao dos genes que



determinam a formacgao das toxinas, como pH entre 7 e 8, atividade de agua superior
a 0,87 e concentragao de NaCl inferior a 12% (LOPES, 2023)

A deteccdo de “quorum sensing” € um processo pelo qual as bactérias
sintetizam pequenas moléculas conhecidas como autoindutores, que sao liberadas
passiva ou ativamente no espacgo extracelular. Essas moléculas se acumulam
extracelularmente e sua concentracido € detectada pelas bactérias por meio de
receptores especializados. Ao atingir uma concentragédo limite, os autoindutores
desencadeiam cascatas de transdugao de sinal bem descritas em muitas espécies
bacterianas e que regulam processos como formagao de biofilme, viruléncia,
competéncia e esporulacéo, ou nesse caso, a producao de enterotoxinas. (MORENO-
GAMEZ, HOCHBERG, VAN DOORN. 2023)

Na revisao realizada por Aguiar (2022) foi inoculado S. aureus produtor de EE
(A, B, C) em amostras de leite e, em seguida, aplicaram tratamento térmico a
temperaturas de 72, 85 e 92 °C por 15 segundos. Apds o processamento térmico, as
taxas de deteccao de enterotoxinas estafilococicas variaram de 45 a 87%. Dessa

forma, demostra que o tratamento térmico foi ineficaz na destruicao de enterotoxinas.

Por isso, a utilizagdo de microrganismos com potencial antimicrobiano, como
as bactérias acido laticas (BAL), surge como alternativa natural para controlar esses

patdogenos e suas enterotoxinas.

2.4.3 Bactérias Acido Laticas

Por outro lado, dentro do QAS também crescem bactérias benéficas, chamadas
de BAL O termo se refere a um grupo diverso de bactérias Gram-positivas
tradicionalmente classificadas com base em suas caracteristicas fisioldgicas (YILMAN
et al, 2025). BAL pertencem principalmente a ordem Lactobacillales, classe Bacilli, que
inclui bactérias ndo formadoras de esporos de géneros como Estreptococos,
Leuconostoc, Pediococos, Lactococos, Lactobacilos e Enterococos. Essas bactérias
sdao amplamente empregadas em varias industrias, incluindo laticinios, panificagao,
carne, vegetais e producao de bebidas alcodlicas (YILMAZ, 2025). As BAL s&o bem
conhecidas por seu papel na fermentacao de alimentos, onde produzem acido lactico
como um produto metabdlico primario (ALEKSANYAN et al., 2024). Durante a

fermentacdo do 4&cido lactico, as BAL sintetizam uma gama diversificada de



compostos chamados pos-bidticos que contribuem para atributos sensoriais como
sabor, cheiro, cor e textura, além de bacteriocinas com propriedades antimicrobianas,

que inibem o crescimento de microrganismos.

Notavelmente, as bacteriocinas produzidas por BAL demonstraram atividade
antimicrobiana e encontram aplicagdo em varios produtos alimenticios, incluindo
alimentos prontos para consumo, laticinios e produtos pesqueiros (RATHOD et al.,
2021). BAL desempenham um papel crucial na garantia da seguranca dos alimentos
e no prolongamento da vida util ao inibir o crescimento de bactérias patogénicas e de
deterioragdo (ALEKSANYAN et al., 2024).

No Brasil, um dos estudos mais recentes (Margalho, 2021) avaliou a
bioprospeccao de 220 BALs isoladas de queijos artesanais Serrano, do Araxa, do
Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serro, Coalho, Manteiga, Caipira, Colonial,
para selegéo de potencial probidtico, aspectos de seguranga e biopreservagéao usando
microqueijos. Os resultados foram 20 isolados que satisfizeram os principais critérios
in vitro para serem considerados probioticos e uma cepa que demonstrou a

capacidade de reduzir a contagem de S. aureus em 21 dias de maturacéo.

As BAL podem ser adicionadas deliberadamente como culturas iniciais ou
ocorrer como microbiota nativa natural do leite cru selecionada pelas condi¢cdes do
processo de fermentagao, permitindo a diversidade microbiana e contribuindo para as
diferengas significativas nas caracteristicas organolépticas encontradas nos queijos
de leite cru (TREJO-GONZALEZ L, et al. 2022). Por isso a importancia de relacionar
as BAL com analises fisico-quimicas (atividade de agua, umidade) e analises

tecnolégicas (dureza, elasticidade, resilié€ncia, mastigabilidade).

Existem mais de 30 tipos de queijos artesanais legalizados no Brasil, e cada
um tem a sua sucessao microbiana de acordo com tempo de maturagao, localizacao
geografica e processo de fabricagdo. O Queijo Minas, recebe o “pingo” que é a adigao
de cultura latica natural e tem como género mais abundantes: Streptococcus (32,7%),
Lactococcus (30,6%), Corynebacterium (15,6%) (FERREIRA, 2020). Camargo et al.
(2021) realizaram um estudo com o Queijo “Entre Serras” avaliaram quatro queijarias
em sete periodos diferentes nao produzindo um valor médio, contudo os géneros mais
abundantes foram Lactococcus spp., Streptococcus spp. e Klebisiella spp. Seixas

(2014) realizou sequenciamento de BAL em QAS onde identificou Lactobacillus spp.,



Lactococcus spp. e Leuconostoc spp. em 49,3%, 38,3%, 6,3% das amostras,
respectivamente. Contudo, ndo foi estudada uma estimativa da dindmica interna no
QAS entre dias conhecidos de maturagcdo, como sera realizado no presente estudo a

fim de conhecer melhor a sucessao microbiana.

De acordo com Trejo Gonzalez et al. (2022), o Brasil € o pais que mais produz
artigos com estudo de bacteriocina até o momento da publicagdo. Cita-se nessa
revisdo que a Pediocina possui agao antilisterial, de acordo com grupo de estudo
brasileiro acerca do Queijo Minas. Bem como, ac¢ao contra E.coli e S.aureus como

visto em trabalho de pesquisadores mexicanos sobre o Queijo Cotija de Michoacan.

A acgéo das BAL e a sobrevivéncia de patégenos em queijos estao intimamente
relacionadas as condi¢des do produto e do ambiente de maturagéo, conhecidas como
fatores intrinsecos e extrinsecos, que determinam a dinamica microbiana durante o

processo.

2.5 Fatores intrinsecos e extrinsecos no QAS

Os fatores intrinsecos e extrinsecos sdo caracteristicas internas e externas,
respectivamente, que atuam modificando a dindmica de um alimento ou ser vivo, por
exemplo. Com relagdo ao QAS, cita-se alguns fatores que podem ser moldados a fim
de dificultar o crescimento de bactérias patogénicas como E. coli e S. aureus ou

estimular que as BAL continuem em manutencao.

Conforme explicado por Hosseini, et al. (2024) ha fatores extrinsecos que
dificultam o crescimento de E. coli como: presenca de Lactobacillus e Bifidobacterium,
em decorréncia da producdo de acidos organicos, bacteriocinas e peréxido de
hidrogénio; temperaturas baixas de armazenamento, em torno de 4°C; substancias
como peroxido de hidrogénio podem regular negativamente genes de viruléncia;
atmosferas modificadas com baixos niveis de oxigénio (2%) e altos niveis de didxido

de carbono (7%) podem inibir a expressdao de genes relacionados a motilidade,
adeséo e estresse oxidativo em E. coli.

Além destes, Hosseini, et al. (2024) citam fatores intrinsecos como: pH baixo,
resultado da producéo dos acidos acético, latico e cloridrico, por exemplo; presenga
de glicose em baixas concentragdes; contato com produtos das rea¢des de Maillard;
contudo alerta sobre a capacidade de tolerar condigdes osmoticas elevadas,

mantendo a patogenicidade das cepas de E.coli



Ainda de acordo com estudo de Hosseini, et al. (2024), a reducao da atividade
de agua, como o uso de sal, pode limitar o crescimento do S. aureus. Contudo, essa
bactéria pode se adaptar a condi¢gbdes de pH acido ou alcalino, o que pode influenciar
sua sobrevivéncia e expressao de genes de viruléncia. Da mesma forma que acontece
com a E.coli, a presenga de probdticos como Lactobacillus sp. podem inibir o
crescimento e regular negativamente a expressao de genes de viruléncia, como sea.
Além de ser regulado pelas baixas temperaturas e pelo contato com desinfetantes
quimicos, que, no caso de S.aureus esta relacionado ao benzil isotiocianato, capaz

de atuar negativamente sobre a expressao da enterotoxina sea.

2.6 Interagao dos microrganismos no QAS

Durante o periodo de maturagao as bactérias presentes na microbiota do queijo
interagem entre si de forma benéfica, prejudicial ou neutra. A depender da
concentracado da bactéria e do estado da matéria em que se encontram podem inibir
o crescimento umas das outras e se beneficiar da mudanca de pH, atividade da agua
e salinidade no decorrer do tempo. Essa interagcao é vista entre as espécies de BAL,

E.coli e S.aureus.

As BAL desempenham papel fundamental no queijo pois sdo responsaveis pela
acidificagdo durante a coagulagdo e maturagéo, pelas caracteristicas sensoriais de
textura, sabor e aroma além de sintetizarem compostos antimicrobianos como as
bacteriocinas, que podem inibir o crescimento de microrganismos patogénicos e

contribuir para a seguranga do alimento (FERREIRA, 2020).

E. coli é uma das mais importantes e frequentes bactérias envolvidas em surtos
de doencas de origem alimentar no Brasil (BRASIL, 2024). Algumas cepas podem
causar diarreia em humanos através do consumo de leite e produtos lacteos, como o
queijo, produzidos em condi¢cdes inadequadas (Ribeiro et al., 2024). Através da
competicdo por nutriente as BAL utilizam lactato produzem acido latico e acidificam o
meio, que é uma importante forma de inativar as bactérias patogénicas (Stroher et al,
2023).

S. aureus é frequentemente isolado em queijos artesanais e possui a
capacidade de expressar genes codificadores de EE responsaveis por quadros de
intoxicacao alimentar. A producao dessas enterotoxinas geralmente ocorre quando a

populagao bacteriana atinge niveis em torno de 10° UFC/g de alimento. Essas toxinas



sao proteinas globulares termoestaveis e resistentes a condigbes acidas, podendo
permanecer ativas mesmo apoOs tratamentos térmicos que eliminem as células
bacterianas. Nesse contexto, a adogdo rigorosa de BPF e BPA é fundamental para
impedir que o microrganismo atinja populagdes criticas capazes de produzir toxinas.
Embora as BAL possam contribuir para o controle de S. aureus por meio da redugao
do pH, competicao por nutrientes e producéo de bacteriocinas, sua acao é direcionada
as células bacterianas viaveis. Uma vez produzidas, as EE ndo sao inativadas pela
atividade antimicrobiana das BAL, reforcando que o controle deve ser preventivo e
baseado na limitagao do crescimento microbiano antes que o limiar de 10° UFC/g seja

alcangado.

Essas relagdes microbianas influenciam diretamente a segurancga alimentar, as
caracteristicas sensoriais e mudancgas fisico-quimicas do QAS. O conhecimento
dessas interagbes permite selecionar culturas iniciadoras que mantenham a
identidade regional do produto, inibindo as bactérias indesejaveis e garantindo um

alimento indcuo ao consumidor.
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4 OBJETIVOS

41 GERAL

Verificar a relacdo das Bactérias Acido Laticas com a presenca de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus isolados de Queijo Artesanal Serrano entre os periodos de 0

e 63 dias de maturacgao.

4.2 ESPECIFICO

- Identificar e quantificar a presenga de Escherichia coli em queijos artesanais serrano

(QAS) nos periodos entre 0 e 63 dias de maturagao;

- Identificar e quantificar a presenga de Staphylococcus aureus de QAS nos periodos

entre 0 e 63 dias de maturagao;

- Identificar e quantificar a presenca de Bactérias Acido Laticas encontradas na

microbiota de QSA, nos periodos entre 0 e 63 dias de maturacgao;

- Verificar a correlagdo entre as bactérias acido lacticas, Escherichia coli e

Staphylococcus aureus no QSA, nos periodos entre 0 e 63 dias de maturagao;

- Pesquisar genes produtores de enterotoxinas de Staphylococcus aureus isolados no
QAS.

- Verificar se o periodo de maturagdo e as bactérias acido laticas influenciam nas

alteragdes fisico-quimicas do QSA.



5 INTERAGAO ENTRE BACTERIAS ACIDO LATICAS, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus NO QUEIJO ARTESANAL SERRANO NO PERIODO DE
0 E 63 DIAS DE MATURACAO

51 RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a interagao entre BAL, E. coli e S. aureus isolados
de QAS no periodo entre 0 e 63 dias de maturacdo. As amostras de QAS foram
oriundas de queijarias certificadas, com inspec¢ao oficial, no estado de Santa Catarina.
Foram analisadas 120 amostras de QAS em sete (7) propriedades pertencentes as
cidades de Lages, Bom Retiro, Sao Joaquim, Ponte Alta e Capao Alto, coletada
semanalmente durante as dez (10) semanas de maturagdo. Os queijos foram
embalados em embalagens estéreis e acondicionados em caixas isotérmicas para o
transporte até o Centro de Diagnostico Microbiolégico Animal (CEDIMA) da UDESC
em Lages, para as analises quantitativas de E. coli, S. aureus, BAL e pesquisa de S.
aureus produtores de enterotoxinas do tipo seA, seC ou seE. Observou-se que das
120 amostras analisadas, 40,8 % (49/120) apresentaram contaminagao por S. aureus
e 16,6 % (20/120) por E. coli, valores acima do permitido pela legislagdo. Contudo, a
partir do 35° dia de maturagao, houve uma tendéncia em diminuir a quantificacao de
microrganismos. Em 90,8% (107/120) dos queijos analisados houve quantificagéo
significativa de BAL, entre 10,3 log UFC/g e 3,6 log UFC/g. Ainda, através da técnica
de Reacado de Polimerase em cadeia (PCR) identificou-se que 56% das amostras de

S. aureus possuem os genes de enterotoxinas do tipo seA, seC ou seE.

Palavras-chave: enterotoxinas; contaminacao.

5.2 INTRODUGAO

O QAS é um produto que independente de receita, inclui outros fatores
fundamentais para sua produg¢ao como clima, temperatura, solo, altitude e vegetacao.
Caracteristicas que tornam os Campos de Cima da Serra de SC e RS ambientes
singulares na fabricacdo do queijo artesanal serrano. E um produto artesanal, de

pequena escala, fabricado com o leite cru integral da propriedade, em sua maioria de



vacas de corte, tendo como base de alimentagao as pastagens nativas, € um alimento

regional considerado identitario de um determinado grupo (CORDOVA, 2014).

De modo geral, os queijos artesanais produzidos com leite cru estdo
associados a riscos microbiolégicos devido a possivel presenga de bactérias
patogénicas (SILVA, M. R. et al. 2024) Especificamente na regidao sul do Brasil,
pesquisas realizadas sobre o queijo artesanal serrano indicam ocorréncia de E. coli e
S. aureus relacionada ao periodo de maturagdo (MELO, 2013) (PONTAROLO, 2014).

Os isolados de E. coli apresentam reconhecida capacidade zoonética, com
transmissao ocorrendo tanto por contato direto entre animais e humanos quanto pela
via alimentar. No estudo conduzido por Tarr et al. (2025), por meio de analise
epidemiologica gendmica, foi demonstrada a circulagdo multihospedeira de E. coli
0157:H7, evidenciando linhagens com evolugao local e transmissao persistente entre
bovinos e humanos ao longo de varios anos, o que refor¢ca o papel dos ruminantes
como reservatorios. De forma complementar, Ribeiro et al. (2024) identificaram em
queijo fresco produzido com leite cru a presencga de patotipos diarreiogénicos (EPEC
e STEC) e de E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC), demonstrando que produtos
lacteos podem atuar como veiculos de disseminacao tanto de cepas entéricas quanto

de linhagens associadas a infecgdes sistémicas.

Ja os Staphylococcus spp. podem ser comensais na pele e membranas
mucosas, alguns atuam como patdégenos oportunistas, causando infecgdes
piogénicas (QUINN et al., 2019). As EE sado proteinas globulares de baixo peso
molecular, capazes de resistir a tratamentos térmicos e a meios acidos (LOPES,2023).
Sao produzidas por algumas cepas de S. aureus que contaminam alimentos e sao os
verdadeiros agentes causadores de intoxicagdo alimentar estafilocécica (Le Loir e
Hennekinne, 2014). Tanto as bactérias patogénicas quanto a presenga de cepas
enterotoxigénicas em queijos artesanais brasileiros sdo extremamente preocupantes.
Ambas as situagdes devem ser controladas para que consumir esse tipo de produto

nao seja um risco potencial a saude publica.

As BAL pertencem principalmente a ordem Lactobacillales, classe Bacilli, que
inclui bactérias nao formadoras de esporos de géneros como Estreptococos,
Leuconostoc, Pediococos, Lactococos, Lactobacilos e Enterococos. Essas bactérias

sdo amplamente empregadas em varias industrias, incluindo laticinios, panificagao,



carne, vegetais e producao de bebidas alcodlicas (YILMAZ, 2025). Por meio da
fermentacdo do 4acido lactico, as BAL sintetizam uma gama diversificada de
compostos que contribuem para atributos sensoriais como sabor e textura, além de
compostos com propriedades antimicrobianas, que impedem o crescimento de
microrganismos (AHANSAZ, 2023).

Neviani et al. (2025) explanam sobre como durante o periodo de maturagéo as
bactérias presentes na microbiota do queijo interagem entre si de forma benéfica,
prejudicial ou neutra. A depender da concentragao da bactéria e do estado da matéria
em que se encontram podem inibir o crescimento umas das outras e se beneficiar da

mudancga de pH, atividade da agua e salinidade no decorrer do tempo.

Apesar dos avangos no conhecimento sobre a microbiota de queijos artesanais,
ainda sao escassos os estudos que avaliaram simultaneamente a presenca de
bactérias patogénicas, benéficas e o tempo de maturacdo em queijo artesanal
serrano, evidenciando a necessidade de investigacbes que contribuam para a
seguranga e valorizacdo desse produto. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
verificar a correlagao entre BAL, E coli e S. aureus isolados de QAS em queijarias
certificadas em SC, nos periodos entre 0 e 63 dias de maturacio. Além de verificar a

presenca de genes de enterotoxinas estafilococicas em isolados de S.aureus.

5.3 MATERIAL E METODOS

5.3.1 Selecao das propriedades e amostragem

A area territorial em que o QAS é produzido possui caracteristicas
edafoclimaticas unicas, atuando diretamente nas caracteristicas peculiares do
produto. Localiza-se entre as coordenadas geograficas de latitudes 27°13°'15,683”S e
29°33'22,896"S e as longitudes 51°42°20,251"W e 49°13’49,955”W, com area total de
34.372,7 km?. Compreende as regides do Planalto Sul Catarinense e Nordeste do Rio
Grande do Sul (VIEIRA; DORTZBACH,2017). No entanto, esse estudo foi executado
exclusivamente em territério catarinense. A pesquisa foi realizada em sete (7)

queijarias certificadas, localizadas nas cidades de Lages, Bom Retiro, Sdo Joaquim,



Ponte Alta e Capao Alto (Figura 1) que foram selecionadas por possuirem o selo oficial

de Indicagao Geografica (1G).

Figura 1 Localizagdo das 7 queijarias certificadas pertencentes a Associagao de
Produtores de Queijo Artesanal Serrano da Serra Catarinense, localizadas nas

cidades de Lages, Bom Retiro, Sdo Joaquim, Ponte Alta e Cap&o Alto.

Queijo artesanal sermrano

Fonte: Propria autoria (2026)

Nas queijarias foram coletadas amostras de QAS de aproximadamente 500
gramas, em diferentes tempos de maturagao: 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 54 e 63 dias
e em dois periodos, na primavera de 2023 e de 2024, para a pesquisa de E. coli, S.
aureus e BAL. No primeiro ano (2024) participaram do projeto sete (7) queijarias,
sendo recebidas sete (7) amostras semanais durante 10 semanas, totalizando 70
amostras de QAS. Ja no segundo ano (2025), apenas cinco (5) propriedades
participaram do projeto, sendo recebidas cinco (5) amostras por 10 semanas,
totalizando 50 amostras de QAS. Desta forma, foram analisadas um total de 120
amostras de QAS durante todo o estudo. Ainda, 55 cepas de S. aureus foram testadas

para genes produtores de enterotoxinas A, C e E.



Os queijos foram embalados em embalagens estéreis, identificados e
acondicionados em caixas isotérmicas para o transporte ao laboratorio de
bacteriologia do Centro de Diagnostico Microbiologico Animal (CEDIMA) da UDESC
em Lages, para as analises quantitativas de E. coli, S. aureus, BAL e pesquisa de

genes para enterotoxinas nos isolados de S. aureus.

5.3.2 Analise microbiolégica

Para identificacdo e quantificacdo de E. coli e S. aureus foram utilizados
Petrifilm® especificos para estes microrganismos. Para isso, foram pesados 25 g de
cada amostra do QAS, homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada tamponada
1%. Apos foi realizada diluigado decimal seriada até 10° em tubos contendo 9mL de
solugado salina (0,85%) estéril para a contagem. Para isso, inoculou-se 1mL da
amostra nas diluigbes 10", 102 e 10% em Petrifilm®, incubada a 35°C por 48h para E.
coli e 24h para S. aureus. Os isolados de S. aureus foram inoculados em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) e cultivados a 37°C por 24 horas, conservados a -20°C, para

posterior pesquisa de genes de enterotoxinas.

Para identificacdo e quantificagdo BAL foi baseada na metodologia realizada
por Tietz (2017) com modificagées. Foram pesados 25 g de cada amostra do QAS,
homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada tamponada 1%. Apds realizou a
diluigdo decimal seriada até 10° em tubos contendo 9mL de solugdo salina (0,85%)
estéril. Para a contagem foi realizada a técnica de “spread plate” em agar Man,
Rogosa e Sharpe (MRS), onde inoculou-se 0,1mL da amostra diluida em 107, 108 e
10° e espalhada com auxilio da alga de Drigalski. Apds as placas foram incubadas em
anaerobiose a 37°C por 72h e realizada a contagem das Unidades Formadoras de
Colbnias (UFC).

5.3.3 Pesquisa de genes de enterotoxinas em isolados de S. aureus

5.3.3.1 Extracao de DNA

A extragdo de DNA foi realizada conforme descrito em Parussolo, Sfaciotte,
Dalmina (2019). As cepas de S. aureus foram reativadas em caldo BHI e incubadas a

37°C por 24 horas. Posteriormente, o volume de 200 ul de cada isolado foi transferido



para microtubo, sendo misturados com 500 upl da solugdo de cloroférmio: alcool
isoamilico (24:1), incubado em banho maria a 56 °C, por 30 minutos. Apds esse
periodo, os microtubos foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, sendo que
ao término, o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo estéril. Entao
adicionou-se 600ul de alcool 70 °, passando por uma nova etapa de centrifugacao, a
13.500 rpm, por 20 minutos. Ao término da centrifugagdo, o sobrenadante foi
gentilmente descartado por inversdo, aguardando a completa secagem do material.
Somente entdo foi adicionado 200 pl de agua Milli-Q. A mensuragéao da concentragéo
de DNA realizou-se pelo equipamento Nanodrop (Thermofisher, Waltham, USA). Para

a técnica de PCR, a concentragdo de DNA foi ajustada para 15-100 ng/uL

5.3.3.2 Reacao da Cadeia de Polimerase (PCR)

Para os isolados de S. aureus avaliou-se a presenca de genes que codificam
as enterotoxinas A, C e E, conforme Melo (2020). Para isso, utilizou-se a técnica de
PCR - Multiplex com modificagdes. As reagbes foram constituidas de 2 ng de DNA
extraido, 0,4 pmol de cada primer, 200mM de cada dNTP, ajustando o volume final de
25 uL. A desnaturacao ocorreu a 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos com as
etapas de desnaturagao a 94 °C por 2 minutos, anelamento a 56 °C por 2 minutos e
extensdo a 72 °C por 3 minutos, terminando em uma etapa final de extensédo a 72 °C
por 7 minutos. S. aureus ATCC 13565 (sea), ATCC 19095 (sec) e ATCC 27664 (see)
foram usados como controle positivo (Tabela 1). Os amplicons de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, realizada a 100 V e 300 mA por

40 minutos, e a visualizagcao das bandas foi efetuada sob luz ultravioleta.

Tabela 1 Sequéncia de primes para identificar enterotoxinas

Primer Sequéncia 5’-3’ Tamanho do amplicon Referéncia
sea F — GGT TAT CAA TGT GCG GGT GG 102pb
R—CGG CACTTTTTT CTCTTC GG
sec F - AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTA 451pb Melo et al
TGG (2020)
R — CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG
see F -AGG TTT TTT CAC AGG TCA TCC 209pb

R—CTTTTTTTT CTT CGG TCA ATC



5.3.4 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no software R. A organizagao e
manipulacdo dos dados foram conduzidas com o pacote dplyr, enquanto a
visualizagao grafica foi realizada por meio do pacote ggplot2. Para a modelagem da
dindmica microbiana ao longo do tempo de maturagdo, foram ajustados modelos
lineares e exponenciais de decaimento utilizando fungdes do pacote MASS. O modelo
linear foi empregado quando os dados apresentavam tendéncia aproximadamente
linear apos transformagao logaritmica, enquanto o modelo exponencial foi utilizado
para descrever o comportamento n&o linear de redugao microbiana, mais compativel
com processos biologicos de inativagdo. A escolha do modelo leva em conta a
qualidade do ajuste estatistico e a coeréncia microbiolégica dos paréametros

estimados.

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 120 amostras de QAS analisadas neste estudo, foram obtidos 20 isolados
de E. coli com valores acima do permitido pela IN n° 161 (BRASIL, 2022). Dessa
forma 16,6% amostras de QAS possuiam mais de 1 x 103 UFC/g de E. coli, equivalente
a 3 log UFC/g. Os dados referentes a frequéncia e interagdo com tempo de maturagéo

encontram-se na tabela 2. Foi calculada média das doze amostras semanais.

Tabela 2 Frequéncia e média de E. coliem QAS em 2024 e 2025.

Periodo de maturagao Escherichia coli Média (log UFC/g)
0 dias 2/12 (16,6%) 5,10
7 dias 2/12 (16,6%) 4,14
14 dias 3/12 (24,9%) 4,07
21 dias 4/12 (33,3%) 4,20
28 dias 3/12 (24,9%) 3,49
35 dias 3/12 (24,9%) 4,01
42 dias 1/12 (8,3%) 3,09
49 dias 1/12 (8,3%) 3,22
56 dias 1/12 (8,3%) 3,40
63 dias 0/12 (0%) 0

Total 20/120 (16,6%) 3,47

Fonte: Prépria autoria (2025)

‘

Observa-se que houve redugéo significativa da populagao de E.coli a partir de

35° dias de maturacgao, pois a partir desse dia foi identificada apenas uma amosta com



valor acima do permitido por periodo, sendo possivel visualizar a auséncia total do
microrganismo com 63 dias. Através da analise de regressao linear (figura 2) pode-se
avaliar a relagdo entre a quantificacdo média de E.coli e os dias de maturagao do
queijo. O valor do coeficiente de regressdo encontrado, —0,010367, indica leve
tendéncia ao decaimento, porém n&o mostrou uma relagdo estatisticamente
significativa (p= 0.232). Ou seja, o tempo de maturagao isoladamente n&do explica de

forma robusta a variagdo desse microrganismo patogénico.

Figura 2 Linha de tendéncia de Escherichia coli (log10 UFC g-1) durante periodo de

0 e 63 dias de maturagdo do Queijo Artesanal Serrano
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Fonte: Prépria autoria (2026)

Estudo desenvolvido por Hosseini et al. (2024), descreve alguns fatores que
inibem E.coli como as BAL, com foco na presenca do género Lactobacillus em
decorréncia da produgao de acidos organicos, bacteriocinas e peroxido de hidrogénio.
A presenca de BAL consequentemente impacta no pH, tornando-o mais acido e

auxiliando na inibigdo. Felix el al. (2025), visualizaram outra interagdo importante a



partir de dados analisados em queijo coalho, onde amostras com baixa atividade de
agua e alta concentragao de sal apresentavam menor numero de cepas de E.coli, por
isso, a importancia de realizar bem as etapas de dessoragem e salga, pois séo dois
elementos criticos na permanéncia desse patégeno no QAS.

Da mesma forma, 49 amostras de QAS foram isolados S. aureus acima do valor
permitido pelo IN n® 161 (BRASIL, 2022). Assim, 40,8% das amostras possuiam mais
de 1UFC x 10%/g (equivalente a 3,00 log UFC/g) na quantificagido de Staphylococcus
coagulase positiva, grupo em que a S. aureus € pertencente. Os dados referentes a

frequéncia e interacdo com tempo de maturagao encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 Frequéncia e média de S. aureus em QAS em 2024 e 2025.
Periodo de maturagao Staphylococcus Média (log UFC/g)

aureus

0 dias 11/12 (91,63%) 6,10
7 dias 9/12 (74,9%) 5,93
14 dias 7/12 (58,3%) 5,28
21 dias 4/12 (33,3%) 4,61
28 dias 6/12 (49,9%) 4,78
35 dias 3/12 (24,9%) 4,13
42 dias 4/12 (33,3%) 5,22
49 dias 3/12 (24,9%) 4,74
56 dias 1112 (8,3%) 4,40
63 dias 1/12 (8,3%) 4,85

Total 49/120 (40,8%) 5,05

Fonte: Prépria autoria (2025)

Observa-se que a frequéncia de S.aureus no queijo era elevada nos primeiros
dias de maturacédo (11/12) mas diminuiu de forma significativa com 63 dias de
maturacéo (1/12). Diferentemente da E.coli, o S.aureus apresenta alta tolerancia ao
estresse por salinidade permanecendo viavel em alimentos com até 20% de NaCl e
com baixa atividade de agua (FENG et al., 2022). Contudo um fator importante é a
inibicdo do patdgeno por meio da agao antimicrobiana das BAL presentes no queijo,
relatado por Aleksanyan et al. (2024). Afirmativa que corrobora com a figura 3, onde

os dados indicam um modelo de decaimento exponencial para S.aureus

A previsao formada pela linha de tendéncia estatistica para o 35° dia mostra
uma diminuigdo na quantidade de S.aureus com valor de 1.57 log UFC/g. Embora
tenha sido observada uma contagem média de S. aureus de 4,13 log UFC/g aos 35°
dias de maturagao, a estimativa estatistica indicou uma tendéncia global de declinio

ao longo do tempo. Esses resultados sao compativeis, uma vez que o valor observado



representa um ponto especifico do processo, enquanto o modelo descreve o
comportamento meédio da populagao microbiana ao longo da maturagao. Esse valor
indica que apenas o tempo de maturagao nao é suficiente para baixar a quantificacao
de S. aureus dentro dos limites legais, fato que reforga a importancia de aprimoras as
BPA e BPF.

Figura 3 Decaimento exponencial de Staphylococcus aureus (log1o UFC-g™") durante
periodo de 0 e 63 dias de maturagdo em Queijo Artesanal Serrano.
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Fonte: Prépria autoria (2026)

Al-Nabulsi et al. (2020) realizaram analise de queijo branco em diferentes
porcentagens de sal (0%, 10%, 15%), concluiu que a relagéo entre a concentragao de
NaCl e a atividade de agua no crescimento de S. aureus é inversamente proporcional.
Ou seja, o melhor resultado foi obtido em 15% de sal e o aumento da concentragao
de NaCl diminui a atividade de agua, reduzindo, consequentemente, o crescimento de
S. aureus e a producéao de enterotoxina. Em contrapartida, ndo ha uma determinacéao
na legislagdo atual com relagdo a porcentagem de sal que deve ser adicionada no

QAS. Contudo, Ceolin et al. (2025) verificaram que o nivel de cloreto em QAS de 30



dias de maturagéo variou entre 0,0470 e 3,040 g/100g, ou seja, menos que 1%.
Demonstrando que provavelmente essa relacdo n&o explica o decréscimo de

S.aureus no QAS com a receita atual.

Tendo em vista a preocupacao com intoxicagdes alimentares, pesquisou-se a
presencga de genes para produgao de EE s dos isolados de S. aureus do QAS. Foram
analisados 55 isolados de S. aureus, dentre eles 31 apresentaram pelo menos um dos
genes de enterotoxinas investigados (sea, sec ou see), correspondendo a 56% do
total de isolados. Essa porcentagem demonstra que mais da metade demonstram
potencial genotipico de producdo de enterotoxinas envolvidas em intoxicagdes
alimentares. Corroborando com os achados de Margalho et al. (2023) que avaliou a
presencga de genes de enterotoxinas em 585 cepas de S. aureus coletadas dos queijos
artesanais brasileiros: Coalho, Manteiga, Colonial, Serrano, Caipira, Marajé e queijos
artesanais de Minas. Foram pesquisados os tipos sea, seb, sec, sed, see, seg, sei,
sej, ser e 92,6% das cepas apresentava pelo menos um dos genes. O numero é
elevado e causa preocupacgao, uma vez que as enterotoxinas ndo respondem de
maneira satisfatéria ao tratamento térmico, no caso dos queijos que permitem esse
controle microbiologico.

Os genes classicos de enterotoxinas foram encontrados em isolados coletados
em diferentes dias de maturagao, variando do dia 0 até o 56° dia. A associacéo entre
a presenca de genes de enterotoxinas e potencial epidemioldgico de intoxicagao
alimentar esta documentada em pesquisas que investigam tanto o componente
genotipico quanto os fatores ambientais que influenciam a expressao desses genes.
Wisniewski et al. (2024) sinaliza que a expressao de enterotoxinas por S. aureus
depende de fatores como carga bacteriana critica, condicdes de temperatura e tempo
de armazenamento, e atividade de agua no produto. Mesmo que a presenga de genes
ndo assegure toxicidade imediata, ela representa um marcador de risco significativo
quando condigdes permissivas de crescimento bacteriano ocorrerem durante a
produgéo ou conservagao do alimento. Cardoso (2013) realizou um estudo com queijo
Serro Minas, também produzido com leite cru, e visualizou que duas amostras do
mesmo produtor, uma com 30 dias de maturagao e uma com 60 dias de maturacgao,
continham a enterotoxina seC. Embora a quantidade de estafilococos coagulase-
positivos no queijo com 60 dias fosse inferior a 3 log UFC/g, a seC foi encontrada em

uma amostra de queijo. A hipotese levantada € que essa enterotoxina provavelmente



se formou no inicio do periodo de maturagdo, quando a quantidade de estafilococos
coagulase-positivos no queijo era alta. O resultado sugere que o processo de
maturagdo nao é eficaz na eliminagéo de enterotoxinas estafilococicas do queijo.

Em contrapartida, de fato ha estudos indicando que a presenga de um gene em
Staphylococcus spp. nao é sinbnimo da capacidade de produgao de enterotoxinas.
Ampliando a perspectiva sobre o assunto, Wisniewski et al. (2024) realizou um
trabalho na Poldnia onde isolou 36 amostras com genes que codificam enterotoxinas
estafilococicas classicas e apenas 1 dos isolados testados (2,8%) teve essa
capacidade confirmada. Tratava-se de um isolado de S. aureus obtido de uma
amostra de queijo de leite cru, que possuia o gene para produgao de seA e seD.
Verificou-se que esse isolado possuia a capacidade de produzir apenas a enterotoxina

seD.

Em relacdo a pesquisa de BAL, as 120 amostras analisadas obtiveram
crescimento do microrganismo. Como ndo ha tipificado na legislacédo a quantidade
minima de BAL necessarias no QAS, todos os valores fizeram parte da mensuragao
das médias (tabela 4). Nota-se que houve aumento expressivo BAL até o 14° dia de
maturacao, esse comportamento é tipico da fazer exponencial inicial e favorecido pelo
microbioma do queijo com alta atividade de agua, pH alcalino, e alta disponibilidade

de lactose.

Tabela 4 Média de BAL em QAS em 2024 e 2025.

, - Médias de crescimento bacteriano (lo
Periodo de maturagao (logro

UFC-g™)
0 dias 9,07
7 dias 8,83
14 dias 10,80
21 dias 8,11
28 dias 7,68
35 dias 7,95
42 dias 7,18
49 dias 6,23
56 dias 7,02
63 dias 6,53

Fonte: Prépria autoria (2026)

Nesse estudo também foi analisada a dindmica de manutencéo de BAL durante

o periodo de maturagao, a figura 4 demonstra a capacidade de se manterem em altos



valores no QAS. Uma vez que a média foi de 9,07 (log:o UFC-g™") no dia 0 e de 6,53
UFC/g (log10 UFC-g™) no dia 63.

Figura 4 Linha de tendéncia de BAL (log;, UFC-g ™) durante periodo de 0 e 63 dias

de maturagdo em Queijo Artesanal Serrano.
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Fonte: Prépria autoria (2026)

Na tabela 5 é possivel visualizar que independentemente da quantidade de dias
de maturagao, nenhum periodo apresentou maior nimero de E. coli ou S. aureus com

relagdo a BAL.

Na produg¢ao do QAS os principais patdégenos que precisam ser controlados
por legislagao sao E. coli e S. aureus. Felizmente, as BAL possuem varias
caracteristicas desejaveis para auxiliar na inocuidade do produto em que se
encontram, aumentando a seguranga alimentar e prolongando sua vida util. Essas
caracteristicas sado propriedades inibitérias que dependem da espécie de BAL, da

carga bacteriana patogénica e dos processos sanitarios como BPF e BPA.



Tabela 5 Comparativo de médias de crescimento bacteriano em E. coli, S. aureus e

BAL em QAS.
Periodo de
maturagao Médias de crescimento bacteriano (log;o UFC-g™")
E.coli S.aureus BAL
0 dias 5,10 6,60 9,07
7 dias 4,14 5,93 8,83
14 dias 4,07 5,28 10,80
21 dias 4,20 4,61 8,11
28 dias 3,49 4,78 7,68
35 dias 4,01 4,13 7,95
42 dias 3,09 5,22 7,18
49 dias 3,22 4,74 6,23
56 dias 3,40 4,40 7,02
63 dias 0 4,85 6,53

Fonte: Prépria autoria (2026)

A interacdo das bactérias foi realizada através da analise de componentes
principais (PCA). Na figura 5 s&o visualizadas 16 variaveis pois o presente artigo faz
parte de um projeto em que foram coletados dados amostrais adicionais como
caracteristicas da casca, coliformes totais, atividade de agua, mastigabilidade, dureza,
entre outros. Porém, as analises se concentram na interacao entre E. coli, S. aureus
e BAL, mesmo que essas caracteristicas fisico-quimicas embasem algumas
explicacbes. De acordo com a estatistica, a Dimensao 1 equivale a 44,9% e a

Dimensao 28,9%, juntas explicam 73,8% da variabilidade total.

O vetor de BAL esta situado no quadrante superior direito, € relativamente
longo e tem forte carga positiva em Dim1 e Dim2. Possui oposi¢éo clara com E.coli,
pois sao vetores opostos, sugerindo que onde ha maior crescimento de BAL tende a
haver ambiente mais fermentativo, acido e desfavoravel a E.coli. Em concordancia,
Pujato et al. (2024) comenta que as BAL sdo essenciais na fermentagédo do leite,
produzem uma variedade de compostos antimicrobianos, notadamente bacteriocinas,
que exibem atividade antimicrobiana de amplo ou estreito espectro, sendo, portanto,
promissoras na conservacao de alimentos. Nesse mesmo pensamento, Coelho,

Malcata e Silva (2022) citam que além das bacteriocinas, os compostos



antibacterianos produzidos por BAL incluem varios acidos orgéanicos, como acido
latico, acido acético, acido férmico e acido propiénico, bem como outros compostos

como diacetil, acetona, peroxido de hidrogénio e reuterina.

Figura 5 Anélise de componentes principais (PCA) em QAS
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O vetor E.coli estda no quadrante inferior esquerdo, com carga negativa em
Dim1 e Dim2. Ao lado esta posicionado o vetor de atividade de agua (AA), indicando
correlagao positiva, onde a agua disponivel no queijo torna propicio o crescimento de
E.coli. A situagao contraria também é verdadeira, pois no trabalho de Chacén-Flores
et al. (2023) com queijo Chihuahua se constatou que a redugéo da atividade de agua
da coalhada o mais rapido possivel apresentou-se como a ferramenta mais eficaz para

inibir o desenvolvimento de E.coli durante o processo de fabricagdo do produto.

O vetor S. aureus estda no quadrante inferior direito, indicando correlagao

negativa moderada as BAL no eixo Dim1 e associagdo com E. colino eixo Dim2. Indica



que ambientes com valor de BAL elevados podem nao favorecer o crescimento de S.
aureus. Contudo, a seta curta demonstra que a variavel € pouco explicada pelas

dimensdes, porém continua sendo importante biologicamente.

Diante de seus beneficios, as BAL sao classificadas como organismos
probidticos uma vez que podem proteger o hospedeiro de doengas intestinais inibindo
a producgao de toxinas, produzindo compostos antibacterianos, bloqueando sitios de
adesdao de patdégenos, competindo por nutrientes e estimulando a imunidade
(COELHO; MALCATA. SILVA, 2022).

Um dos compostos relevantes para conhecer a relagdo entre bactérias € o
peréxido de hidrogénio, produzido pela maioria das BAL na presenca de oxigénio.
Como as BAL sao incapazes de produzir catalase, elas ndao podem degradar o
peréxido de hidrogénio, entdo ele se acumula no meio, onde exerce um forte efeito
oxidante na membrana lipidica, enquanto destréi as estruturas moleculares basicas
das proteinas celulares dos organismos alvo. A agdo bactericida do perdxido de
hidrogénio demonstrou ser eficaz na redugao de bactérias deteriorantes e patégenos
como E. coli e S. aureus (COELHO; MALCATA. SILVA, 2022). O que ajuda a explicar
0 numero decrescente das cepas desses patégenos em QAS pelo contato com as
BAL durante o periodo de maturagcado. Contudo, nas condi¢cbes que esse estudo foi
realizado nao € possivel reduzir o tempo de maturacéo do QAS. No decorrer do tempo
€ possivel visualizar uma diminuicdo na contagem bacteriana indesejada, porém as

BPA e BPF precisam ser intensificadas a fim de manter a segurancga do produto final.

5.5 CONCLUSAO

O Queijo Artesanal Serrano produzido na Serra Catarinense apresenta avangos
graduais em seguranga microbioldgica, refletidos em estudos académicos e nas agdes
de orientagdo e supervisao técnica promovidas por instituicbes oficiais do Estado.
Ainda assim, foi observado isolamento de E. coli e S. aureus em 16,6% e 40,8% das
amostras, respectivamente, reforcando a necessidade de manutencdo e
aprimoramento das BPF e BPA. Além disso, a detecgéo de genes enterotoxigénicos
em 56% das cepas de S. aureus isoladas reforga a importancia do monitoramento
continuo desse microrganismo no QAS. E até o momento nao foi possivel diminuir o

tempo de maturacao do produto.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados encontrados nesse trabalho indicam melhora na inocuidade do
Queijo Artesanal Serrano, contudo ha presenga de bactérias patogénicas em
amostras analisadas. Ainda, a presenga de genes produtores de enterotoxinas seA,
seC e seE causa preocupacao a saude dos consumidores desse produto.






7. DIVERSIDADE MICROBIANA E CORRELAGCAO ENTRE BACTERIAS ACIDO
LATICAS E CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS NO QUEIJO ARTESANAL
SERRANO EM DIFERENTES PERIODOS DE MATURACAO

71 RESUMO
O objetivo deste trabalho foi verificar a correlagdo entre espécies de BAL e

caracteristicas fisico-quimicas apresentadas pelo QAS. Foram coletadas 12 amostras
em queijarias certificadas, com inspe¢do municipal no estado de Santa Catarina em
dois diferentes periodos de maturagdo, no dia 0 e aos 63 dias. Os queijos foram
embalados em saquetas estéreis e acondicionados em caixas isotérmicas para o
transporte até o CEDIMA da UDESC em Lages, para as analises quantitativas de BAL.
Um fragmento destas amostras de QAS foram enviadas ao Laboratério de
Bromatologia do IFSC, Campus Sao Miguel, para analises fisico-quimicas como
umidade, atividade de agua, dureza, elasticidade, resiliéncia e mastigabilidade. Da
mesma forma, fragmentos dos queijos foram enviados para sequenciamento em
laboratério privado. Observou-se que a média da contagem de BAL no dia O foi de
9,39 log,o UFC-g™", reduzindo para 6,60 log,, UFC-g™" no dia 63, sendo as de maior
abundancia Enterococcus sp. e Lactococcus sp., conforme sequenciamento genético
realizado. Através do mapeamento de calor evidenciou-se correlagao positiva entre
atividade de agua e as bactérias E.durans, L.pantarum, L.brevis. Bem como
correlagao negativa entre E.durans, L.pantarum e elasticidade. Além de correlagao

negativa entre E.pseudoavium e as bactérias E.durans, L.pantarum.

Palavras-chave: queijo; Santa Catarina; Enterococcus; Lactococcus.

7.2 INTRODUGAO

O QAS é um produto que independente de receita, inclui outros fatores
fundamentais para sua produgdo como clima, temperatura, solo, altitude, vegetacao,
caracteristicas que tornam a regidao dos Campos de Cima da Serra do RS e SC
ambientes singulares na sua fabricacdo. E um produto artesanal, de pequena escala,
fabricado com o leite cru integral da propriedade, em sua maioria de vacas de corte,
tendo como base de alimentacdo as pastagens nativas, € um alimento regional
considerado identitario de um determinado grupo (CORDOVA, 2014).



O Decreto n®°1238 (2017) afirma que o queijo artesanal serrano € um queijo com
matéria gorda entre 25% e 44,9%, umidade de até 35,9%, cor amarelo ou amarelo-
palha uniforme, consisténcia elastica tendendo a untuosidade, crosta de média
espessura, lisa e sem trincas, de formato redondo, quadrado ou retangular, podendo

possuir pequenas olhaduras mecanicas bem distribuidas ou sem olhaduras.

Ainda, o Decreto n°1238 (2017) declara que a maturagao aceita até o momento
€ de no minimo 60 dias, contudo podera ser alterada quando trabalhos técnico-
sanitarios comprovados cientificamente demonstrarem a qualidade e inocuidade do
QAS com menor periodo. Durante o periodo de maturagdo, microrganismos e enzimas
atuam nos queijos, promovendo transformagdes fisicas, bioquimicas e
microbiolégicas sobre os principais componentes do leite, como os agucares, as
proteinas, as gorduras. Esse processo produz uma complexa combinagao de novos
compostos que influenciam diretamente sobre o sabor, o aroma, a textura, a

consisténcia e a aparéncia dos queijos (EMATER, 2019).

Microrganismos de relevancia no processo de maturagédo do queijo serrano, as
BAL pertencem principalmente a ordem Lactobacillales, classe Bacilli, que inclui
bactérias ndo formadoras de esporos de géneros como Estreptococos, Leuconostoc,
Pediococos, Lactococos, Lactobacilos e Enterococos. Essas bactérias sé&o
amplamente empregadas em varias industrias, incluindo laticinios, panificacéo, carne,

vegetais e producao de bebidas alcodlicas (YILMAZ, 2025).

As BAL sido bem conhecidas por seu papel na fermentagao de alimentos, onde
produzem acido lactico como um produto metabdlico primario (ALEKSANYAN et al.,
2024). Durante a fermentagdo do acido lactico, as BAL sintetizam uma gama
diversificada de compostos chamados pds-bidticos que possuem propriedades que
impedem o crescimento de microrganismos (MVORADI, MOLAEI, GUIMARAES, 2021).
Além disso, os produtos da fermentagcdo das BAL contribuem para atributos
sensoriais, especialmente o sabor, e textura do alimento, melhorada pela produgao de
expolissacarideos (HOSKEN, et al. 2023).

De acordo com Teso-Pérez (2024) durante o periodo de maturagao as bactérias
presentes na microbiota do queijo interagem entre si de forma benéfica, prejudicial ou
neutra. A depender da concentragdo dos microrganismos e do estado da matéria em

que se encontram podem inibir o crescimento umas das outras e se beneficiar da



mudancga de pH, atividade da agua e salinidade no decorrer do tempo. Essa interacao

€ vista entre as espécies de BAL, E. coli e S. aureus.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi identificar e conhecer a dindmica de
manutengdo das BAL que crescem naturalmente no QAS em dois periodos de
maturacao, no dia 0 e aos 63 dias, e correlacionar com as caracteristicas fisico-

quimicas dos queijos.

7.3 MATERIAL E METODOS

7.3.1 Amostragem e selegcao das propriedades

. O estado de Santa Catarina tem uma area de 95.730.684 km? esta localizado
na regido Sul do Brasil, fazendo fronteira com Parana ao Norte, Rio Grande do Sul ao
Sul e com a Argentina a Oeste. Santa Catarina esta situada entre os paralelos
25°57'41" S e 29°23'55" S e entre os meridianos 48° 19'37" O e 53°50'00" O, na
zona temperada meridional do planeta (SANTA CATARINA, 2016). Geograficamente
o estado foi dividido em seis mesorregides pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE, 2022), sendo Grande Floriandpolis, Vale do Itajai, Norte
Catarinense, Sul Catarinense, Serrana e Oeste Catarinense. A pesquisa foi realizada
em seis (6) queijarias certificadas, com inspecao oficial municipal, pertencentes a
Associacdo de Produtores de Queijo Artesanal Serrano da Serra Catarinense,

localizadas nas cidades de Lages, Bom Retiro, Sdo Joaquim, Ponte Alta e Capao Alto

Foram coletadas amostras de queijo de aproximadamente 500 gramas, em dois
diferentes periodos de maturagao, no dia 0 e aos 63 dias, totalizando 12 amostras do
QAS, para a pesquisa de bactérias acido laticas, analises fisico-quimicas e
sequenciamento genético. Os queijos foram embalados em saquetas estéreis,
identificados e acondicionados em caixas isotérmicas para o transporte ao laboratério
de bacteriologia do Centro de Diagndstico Microbiolégico Animal (CEDIMA) da

UDESC em Lages, para as analises quantitativas de Bactérias Acido Laticas.

De cada amostra de QAS foram retiradas porgdes de 250 g, aproximadamente,
e enviadas ao Laboratério de Bromatologia do Instituto Federal de Santa Catarina
(IFSC), Campus S&o Miguel, para analises fisico-quimicas como umidade, atividade

de agua, dureza, elasticidade, resiliéncia e mastigabilidade. Além disso, amostras de



100 g de cada queijo foram obtidas assepticamente e reservadas para realizagao de

sequenciamento genético para identificagao dos géneros e espécies.

7.3.2 Analise microbiolégica

Para identificacao e quantificacdo de BAL foram pesados 25 g de cada amostra
do QAS, homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada tamponada 1%. Apds
realizou a diluigdo decimal seriada até 10° em tubos contendo 9mL de solugéo salina
(0,85%) estéril. Para a contagem foi realizada a técnica de “spread plate” em agar
Man, Rogosa e Sharpe (MRS), onde inoculou-se 0,1 mL das diluigdes 107, 108 e 10°
e espalhada com auxilio da alga de Drigalski. Apos as placas foram incubadas em
anaerobiose a 37 °C por 72h e realizada a contagem das Unidades Formadoras de

Colbnias (UFC). Metodologia realizada por Tietz (2017) com modificagdes.

7.3.3 Analises fisico-quimicas

Para a determinacdo de textura, do interior das amostras de queijo foram
obtidos cilindros medindo 2 cm de altura e 2 cm de didmetro, com o auxilio de um
molde cortador, para padronizagdo. As amostras foram analisadas em temperatura
padronizada de 5 °C. O perfil instrumental de textura (TPA) foi determinado em
texturdmetro TAXT plus (Stable Micro Systems-227 42305 — UK) com probe cilindrico
de aluminio de 40 mm de diametro. Foram analisados os parametros de elasticidade,
mastigabilidade e firmeza, conforme metodologia adaptada de Todescatto (2014). Os
parametros definidos para esta analise foram os seguintes: perfil de textura em modo
de compressao; velocidade pré-teste: 2,0 mm/s; velocidade de teste: 1,0 mm/s;
velocidade de pos-teste: 2,0 mm/s; 50 % de compressao e um periodo de repouso de
5 segundos entre os dois ciclos; forga de gatilho; 5,0 g; e taxa de aquisigdo de dados
de 200 pontos por segundo. Para se obter uma boa estimativa de textura, as analises

foram realizadas com dez replicatas.

Para a determinacdo de umidade, amostras de 5 gramas de queijo triturado
foram adicionadas a cadinhos limpos e dessecados durante duas horas na estufa a
105 °C, pesados e tarados em balanga analitica com quatro casas decimais. Depois
da pesagem das amostras de queijo, os cadinhos foram colocados em estufa a 102 +



2 °C até massa constante. A pesagem dos cadinhos depois da evaporacao da agua
foi realizada depois da manuteng¢ao das amostras em dessecador por, pelo menos, 30

minutos. A determinacdo do teor de umidade foi realizada em triplicata.

A determinacdo de atividade de agua foi realizada em ftriplicata, colocando
amostras de queijos triturados até a cobertura total do fundo do recipiente de
amostragem, realizando-se apos a leitura no equipamento LAbMAster-AW, marca

Novasina.

7.3.4 Sequenciamento genético

As amostras de 100 g foram enviadas ao laboratorio privado, submetidas a
extracdo de DNA e sequenciamento genético de nova geracao (NGS) de
amplificagdes de 16S rRNA com plataforma llumina (MiSeq/NextSeq), formato paired-

end e cobertura de 300 mil reds.

7.3.5 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas no software R. A organizagdo e
manipulacdo dos dados foram conduzidas com o pacote dplyr, enquanto a
visualizagao grafica foi realizada por meio do pacote ggplot2. Para a modelagem da
dindmica microbiana ao longo do tempo de maturagao, foram ajustados modelos
lineares e exponenciais de decaimento utilizando fun¢des do pacote MASS. O modelo
linear foi empregado quando os dados apresentavam tendéncia aproximadamente
linear apos transformacao logaritmica, enquanto o modelo exponencial foi utilizado
para descrever o comportamento nao linear de redugao microbiana, mais compativel
com processos biologicos de inativagdo. A escolha do modelo leva em conta a
qualidade do ajuste estatistico e a coeréncia microbiolégica dos parametros

estimados.

7.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entender a dindmica das BAL no queijo é fundamental para elaborar estratégias

que visam melhorar o produto final, uma vez que através de espécies especificas



pode-se melhorar caracteristicas como elasticidade, sabor e resiliéncia, por exemplo.
O presente estudo avaliou a influéncia dos periodos de maturagéo do QAS sobre as
BAL e, consequentemente, sobre as alteragbes fisico-quimicas do queijo. Os
resultados da quantificagdo microbiolégica das BAL de acordo com os dias de

maturacgao e individuais por queijaria estdo apresentados na Figura 6.

Foram avaliadas seis amostras de QAS em dois periodos de maturagao, 0 e
aos 63 dias. Observou-se que a média da contagem de BAL no dia 0 foi de 9,39 log1,
UFC-g™", reduzindo para 6,60 log;, UFC-g™" no dia 63. Embora ha uma diminui¢ao da
contagem de BAL entre os tempos de avaliagdes, os niveis se mantiveram elevados,
sendo um resultado relevante para microbiota do queijo. Resultados semelhantes
foram descritos por Rocha (2021), o qual avaliou queijos artesanais da Serra Geral—
MG provenientes de produtores com inspe¢ao municipal, encontrando médias de 8,32
log1o UFC-g™" em queijo fresco e 6,06 log,, UFC-g™" apds 60 dias de maturagéo. De
forma concordante, Sales et al. (2025) analisaram Queijo Minas Artesanal da regido
da Serra da Canastra e observaram medianas de 6,77 log,o UFC-g™" no 1° dia e 5,89

log1o UFC-g™" no 22° dia de maturagao.

As BAL identificadas por sequenciamento genético nas amostras de QAS
pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Lactobacillales e foram divididas
em cinco familias: Enterococcaceae, Lactococcaceae, Streptococcaceae,
Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e cinco géneros Enterococcus, Lactococcus,
Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc. Ao total 37 espécies foram identificadas
na microbiota do queijo artesanal serrano: Enterococcus avium, Enterococcus
camelliae, Enterococcus devriesei, Enterococcus durans, Enterococcus faecium,
Enterococcus gilvus, Enterococcus hirae, Enterococcus italicus, Enterococcus
malodoratus, Enterococcus nangangensis, Enterococcus pseudoavium, Enterococcus
raffinosus, Enterococcus rivorum, Enterococcus saccharolyticus, Enterococcus sp.,
Enterococcus sulfureus, Enterococcus thailandicus, Enterococcus Vvillorum,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
parabuchneri, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sp., Lactococcus garvieae,
Lactococcus sp., Leuconostoc citreum, Leuconostoc mesenteroides, Pediococcus
pentosaceus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus canis, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus macedonicus, Streptococcus parauberis, Streptococcus

seminale, Streptococcus thermophilus, Streptococcus uberis. Pode-se verificar que a



diversidade microbiana no QAS é ampla, contudo para esse estudo o foco se deu nas

BAL relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas do queijo.

Figura 6 Contagem de Bactérias acido laticas ( log;, UFC-g ™) de acordo com os

dias de maturagdo 0 e 63 em QAS, das seis queijarias com inspe¢do municipal da
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Fonte: Prépria autoria (2025)

Na tabela 6 apresenta os géneros bacterianos predominantes no QAS, como
Enterococcus sp., Lactococcus sp. e Streptococcus sp. obtendo uma abundancia de
14,7%, 11,6% e 6,7%, no dia de sua fabricacao, respectivamente. No ultimo dia de
maturacdo do QAS, a predominancia do género Enterococcus sp. se€ manteve,
aumentando sua porcentagem (35,4%). Diferindo, o Lactococcus sp. reduziu
drasticamente sua abundancia (0,09%) mas permaneceu como segundo género em
destaque. Além deste, o género Streptococcus sp. também apresentou queda na
abundancia relativa com 0,09%. A predominancia do género Streptococcus sp. e
Lactococcus sp., também foi observada em queijos artesanais da Serra da Canastra,
Serro e Araxa (KAMIMURA et al., 2020; NERO et al.,2021; CESARIO, 2022).

Stroher et al. (2023) encontrou uma situacéo similar ao apresentado na tabela
1, com relagao aos géneros, porém bem distinta quanto as porcentagens. O trabalho

foi realizado em QAS produzido no Rio Grande do Sul, onde testou diferentes



temperaturas de maturacédo. No cenario de ultimo dia de maturagdao a 5°C, houve
predominancia dos géneros Lactococcus sp. (84,88%) e Enterococcus sp. (14,5%); a
12,5° Lactococcus sp. reduziu sua presencga para 5,1% enquanto Enterococcus sp.
estava com 94%; e a 20°C apresentou um equilibrio entre os géneros, Lactococcus

sp. tinha 52,73% e o Enterococcus sp. 45,38%.

Tabela 6 Abundancia relativa dos cinco (5) géneros de BAL presentes em dois

periodos de maturagédo (0 e 63 dias) em amostras de QAS.

Taxonomia Abundancia relativa Abundancia relativa

(0 dias de maturagao) (63 dias de maturagao)

Enterococcus spp. 14,7% 35,4%
Lactococcus spp. 11,6% 0,91%
Streptococcus spp. 6,7% 0,09%
Leuconostoc spp. 0,012% 0,009%
Lactobacillus spp. 0,002% 0,013%

Fonte: Propria autoria (2026)

As BAL geralmente s&o classificadas por duas caracteristicas: pelos
metabdlitos produzidos na fermentagdo, onde as que produzem majoritariamente
acido latico sdo chamadas de homofermentativas e as que produzem além desse
acido, diéxido de carbono, diacetil e outros flavorizantes, de heterofermentativas E
pela capacidade de converter lactose em acido latico, onde as BAL que conseguem
realizar essa mudanca e acidificar o meio rapidamente sao denominadas de bactérias
acido laticas iniciadoras e as que nao conseguem de bactérias acido laticas nao
iniciadoras (COELHO; MALCATA; SILVA, 2022).

As BAL iniciadoras (SLAB) sao encontradas comercialmente como fermento ou
cultura latica, compostas por diversos microrganismos de diferentes géneros e
espécies. As BAL mais frequentemente utilizadas em culturas iniciadoras mesofilicas
sao Lactococcus lactis, incluindo as subespécies L. lactis subsp. lactis e L. lactis
subsp. cremoris, mas iniciadoras indefinidas também podem conter cepas de

Leuconostoc spp. para fermentagéo de citrato. As culturas iniciadoras termofilicas



geralmente incluem cepas de Streptococcus thermophilus, que sao tipicamente
utilizadas na produgado de queijos semiduros e duros (por exemplo, variedades
italianas e suigas). Cepas de Lactobacillus spp. (por exemplo, Lactobacillus helveticus
e Lactobacillus delbrueckii) sdo amplamente utilizados como culturas auxiliares para
o desenvolvimento de sabor (BLAYA; BARZIDEH; LAPOINTE, 2018).

As bactérias acido laticas n&o iniciadoras recebem a sigla “NSLAB” em inglés,
por ndo serem “starter”, ou seja, ndo fazem parte das culturas iniciadoras usadas em
produtos lacteos. Porém, podem aparecer naturalmente em alguns produtos como €&
o caso do QAS. Sao autéctones, fazem parte do ambiente de ordenha, do leite e/ou
laticinio, se multiplicando durante a maturagdo. Esse grupo € amplo e composto por
algumas espécies de Lactobacillus sp., Leuconostoc sp., Enterococcus sp.,
Streptococcus sp. (PEREIRA, SANTANA, SANTOS, 2020).

Ainda de acordo com Pereira, Santana, Santos (2020), a origem das NSLAB
em queijos produzidos com leite cru € motivo de debate e se associa a biofilmes em
equipamentos, contaminagdo em embalagens a vacuo e uso de leite cru na
fabricagdo. Contudo, também se encontrou microbiota de NSBAL em queijo produzido
com leite pasteurizado, indicando contaminacao posterior ao tratamento. Encontrar a
causa e entender a dindmica dentro da microbiota do queijo € complexo. Porém,
estudos realizados por pesquisadores da EPAMIG (2019) indicam caracteristicas
desejaveis nessas cepas como a capacidade de produzir gases e, consequentemente,
olhaduras a partir da produgéo de CO? com sabor e odor agradaveis, se distanciando

de defeitos como o estufamento em queijos.

Segundo Ramon e Silva (2019), NSLABs tém caracteristicas probiéticas, nao
alterando as caracteristicas sensoriais do queijo, desde que sejam mantidos em
baixas temperaturas. Por outro lado, Meng et al. (2018) citam que alteragdes nas
cepas dominantes de NSLAB podem levar a formacdo de sabor amargo nao
caracteristico do produto e aminas biogénicas, além da possibilidade de gas.

Uma forma de verificar a influéncia de bactérias entre si e sobre as alteragdes
do queijo é através da matriz de correlagcbes. Na figura 2 evidenciamos um mapa de
calor que avalia a correlagcdo entre espécies e caracteristicas fisico-quimicas. Esse
tipo de grafico permite visualizar quais pares estdo positivamente relacionados,

indicado pela cor vermelha, ou negativamente relacionados, indicado pela cor azul. A



intensidade da cor esta relacionada a for¢a da correlagédo, quanto mais escuro, maior
o valor absoluto da correlagéo. Os circulos dentro dos quadrados coloridos sinalizam

que ha correlacao estatisticamente significativa (p<0,05).

No dia 0 de maturagdo € possivel visualizar algumas correlagbes negativas
como: L. mesenteroides e dureza, E. devriesei e dureza, E. devriesei e resiliéncia, E.
devriesei e S. thermophilus (figura 7). De acordo com os estudos de Juraskova et al.
(2024), as cepas de L. mesenteroides apresentam alta tolerancia ao NaCl, séo
capazes de produzir polissacarideos extracelulares que atuam na alteragao da textura
de produtos lacteos, explicando porque esta relacionada a dureza. Uma vez que
quanto mais esses microrganismos estdo presentes, menor € a dureza do queijo. Da
mesma maneira, S. thermophilus e umidade, umidade e mastigabilidade, estdo
correlacionados negativamente. No que tange a umidade, quando essa caracteristica

estiver maior, menor sera a forgca de mastigacéo necessaria.

O representante do género Enterococcus spp. no dia 0, E. devriesei apresentou
correlagdo positiva com caracteristicas relacionadas a textura do queijo. Nesse
sentido Ordiales et al. (2013) avaliaram o queijo espanhol “Torta del Casar’ e
perceberam que o grupo em que foi isolado maior quantidade de cepas de L. lactis
subsp. cremoris e E. devriese apresentou maior cremosidade em comparagao ao
grupo que nao apresentou em ambas as bactérias. Embora muitos géneros de
Streptococcus sp. sejam patogénicos, o S. thermophilus possui o status GRAS
(Geralmente Reconhecido como Seguro), é frequentemente isolado de culturas

“starter” e provoca rapida diminuigdo do pH.

Na figura 7, é possivel visualizar que a atividade de agua e E. durans estao
correlacionadas positivamente, ou seja, ao diminuir a atividade de agua, se diminui
também a abundancia de E.durans. O mesmo ocorre para L. plantarum e L. brevis,
ambas caracterizadas como BALs explicando o decréscimo na contagem desse grupo
ao final do tempo de maturacao, reforcando o papel da maturacdo como barreira
adicional de seguranga. Sionek et al. (2021) citam que alimentos com alta atividade

de agua promovem o] crescimento geral de microrganismos.



Figura 7 . Matriz de correlagdes de espécies isoladas no QAS no dia 0 de

maturagéo.
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Depois de 63 dias de maturacédo a configuracdo de correlagdo dentro do
ecossistema do QAS foi modificada, aparecendo novas espécies correlacionadas
positivamente como: E. malodoratus com E. hirae e E. thailandicus. (Figura 8). Isso
indica que o cenario encontrado no queijo atua da mesma forma nessas bactérias,

pois 0 aumento ou diminuigdo se da de forma proporcional.

O Enterococcus durans foi o microrganismo que apresentou variadas
correlagdes no mapeamento por calor, uma bactéria correlacionada negativamente

com duas caracteristicas fisico-quimicas: elasticidade e resiliéncia. Ou seja, quando



essa BAL estd em pouca quantidade, essas caracteristicas do queijo tém maiores

valores.

Figura 8 Matriz de correlagdo de espécies no QAS no dia 63 de maturagéo.

Correlagao entre espécies — Tempo = 63
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Fonte: Prépria autoria (2025)

De acordo com Paduret (2025), a elasticidade € a altura recuperada pela
amostra entre as compressdes, indicando sua capacidade de retornar a sua forma
original. Nesse caso, o queijo se apresenta mais flexivel devido a estrutura da matriz
de caseina e ndo quebra com facilidade. No entanto, a resiliéncia é a razdo entre a
area da primeira descompressdo e a area da primeira compressdo, medindo a
capacidade de recuperagao da forma da amostra (PADURET S., 2025). Relacionado
ao queijo, indica a velocidade em que a matéria retorna a forma anterior. De forma

semelhante, L. plantarum também é negativamente relacionado a elasticidade.



Em contrapartida, E. pseudoavium esta correlacionado positivamente a
elasticidade. Isso indica de forma empirica que maior quantidade dessa espécie
tornaria 0 QAS mais elastico. Contudo, até o momento ndo ha outro estudo que
relacione tais variaveis. Terzi¢-Vidojevi¢ et al. (2021) citam varias caracteristicas do
género Enterococcus sp. que desempenham papel importante no desenvolvimento da
textura do queijo, como a atividade proteolitica na degradacéo da caseina. Ademais,

E. pseudoavium esta negativamente correlacionado a E. durans e L. plantarum.

E. pseudoavium e L. plantarum sao classificadas como NSLAB pois tendem a
aumentar apés a fase inicial da fermentag¢ao quando a lactose ja foi consumida, o pH
esta estavel e ha maior disponibilidade de peptideos e aminoacidos. Ambas as
espécies toleram pH acido, perda progressiva de umidade e altas concentracdes de
sal, cenario comum no final da maturacdo do QAS. Essas bactérias fazem uso
complementar de nutrientes, o que reduz a competicdo direta. Uma vez que L.
plantarum utiliza lactato, citrato e acucares residuais, enquanto E. pseudoavium pode

metabolizar aminoacidos e produtos da protedlise.

O QAS é classificado como queijo semiduro e com umidade de até 35,9%.
Contudo na tabela 7 as amostras avaliadas indicaram umidade baixa, onde a média
no 63° dia foi 21,8% que indica possivel declinio de microrganismo mais sensiveis a
perda de agua e favorecimento dos que se adaptam a essa mudanca. No mesmo
sentido se explica a correlagéo positiva entre outras espécies desse género, como E.
devriesei com E. italicus e E. saccharolyticus. Ainda nesse grupo de bactérias,
Abarquero et al. (2024) isolaram cepas de E. malodoratus, E. italicus, E. gilvus, E.
faecium, E. durans, E. casseliflavus e E. faecalis de um queijo tradicional espanhol de
leite cru de cabra. Verificaram que a atividade proteolitica das cepas pesquisadas
pode ajudar a reduzir o tempo de maturagéao, visto que o principal efeito de uma maior

intensidade de protedlise se da na textura e na formagao de compostos aromaticos.

Com o passar dos dias a desidratacdo do queijo se intensifica, ocorre maior
compactagdo da massa, diminuicdo da atividade de agua e maior pressao seletiva
sobre a microbiota. E. durans tem correlagdo positiva com atividade da agua e

correlacdo negativa com resiliéncia.



Tabela 7 Valores de umidade e atividade de agua em Queijo Artesanal Serrano com

0 e 63 dias de maturagé&o.

DIA 0 DIA 63
AMOSTRAS ' ,\iDADE (%) ATIV.DEAGUA  UMIDADE (%) ATIV. DE AGUA
1 53,2% 0,04 20,4% 0,85
2 48,2% 0,94 16,3% 0,76
3 46,6% 0,94 19,8% 0,84
4 52,6% 0,94 26,8% 0,88
5 49,9% 0,94 23,8% 0,85
6 52,7% 0,94 23,8% 0,83
MEDIA 50,5% 0,94 21,8% 0,83

Fonte: Prépria autoria (2025)

7.5 CONCLUSAO

De acordo com os achados do presente trabalho o Queijo Artesanal Serrano
produzido em Santa Catarina apresentou trés géneros principais em abundancia:
Enterococcus sp., Lactococcus sp. e Streptococcus sp. Por meio de mapeamento de
calor foram visualizadas correlacdes entre espécies isoladas do QAS e caracteristicas
fisico-quimicas. Com 63 dias de maturacdo houve queda na umidade, com média de
21,8% e consequente diminuigdo da atividade de agua. A desidratagao progressiva do
QAS, alteragao de abundancia e modificagdes bioquimicas atuam no comportamento
das BAL. Através do mapeamento de calor evidenciou-se correlagao positiva entre
atividade de agua e as bactérias E.durans, L.pantarum, L.brevis. Bem como
correlacao negativa entre E.durans, L.pantarum e elasticidade. Além de correlagao
negativa entre E.pseudoavium e as bactérias E.durans, L.pantarum. A associagao da
reducao da atividade de agua com queda de determinadas espécies também reforga

o papel da maturagdo como barreira adicional de seguranca.

7.6 AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio financeiro da FAPESC, bem como
colaboracéo cientifica e tecnoldgica da EPAGRI, CAPES e IFSC.



7.7 REFERENCIAS

ABARQUERDO, D. et al. Advantages and disadvantages of autochthonous enterococci
strains for their potential use in cheese ripening: a preliminary study. International
Journal of Food Science and Technology, v.59, p. 5675-5689, 2024.
DOI:10.1111/ijfs. 17295

ALEKSANYAN, T. et al. Chapter 1 - Important properties of lactic acid bacteria and
their role in industry. In: SINGH R.P., MANCHANDA G., SARSAN S., KUMAR A,
PANOSYAN H., Microbial Essentialism. 2024. p. 1-46.

BLAYA J., BARZIDEH Z., LAPOINTE G., Symposium review: Interaction of starter
cultures and nonstarter lactic acid bacteria in the cheese environment1, Journal of
Dairy Science, v. 101,n. 4, 2018, p. 3611-3629, DOI: 10.3168/jds.2017-13345.

CESARIO, B. I. R. Sucessdo microbiana no processo de maturagao do queijo
minas artesanal produzido na regidao de Araxa- MG, com a presen¢a de mofo
branco. 2022. Dissertagcdao (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade
Federal de Lavras. Lavras, 2022 Disponivel em:
https://repositorio.ufla.br/items/97796b07-7965-49be-9084-a431a7adbb9c  Acesso
em 22 out. 2025

COELHO M. C., MALCATA F.X., SILVA C.C.G. Lactic Acid Bacteria in Raw-Milk
Cheeses: From Starter Cultures to Probiotic Functions. Foods. v. 11, n. 15, p. 2276,
2022 DOI: 10.3390/foods11152276.

CORDOVA, UA; SCHLICKMANN, AFMBF; PINTO, CE A contribuicdo do queijo
artesanal serrano para o desenvolvimento regional e preservagado dos campos de
altitude do sul do Brasil. Desenvolvimento Regional em Debate, v. 2, p. 103-114,
2014. DOI: 10.24302/drd.v4i2.727

EMPRESA DE ASSISTENCIA TECNICA E EXTENSAO RURAL DO RIO GRANDE DO
SUL (EMATER/RS-ASCAR). Cartilha: boas praticas de fabricacdo na producao de
queijo artesanal serrano. Porto Alegre: EMATER/RS-ASCAR, 2019. 38 p.

EMPRESA DE PESQUISA AGROPECUARIA DE MINAS GERAIS (EPAMIG). Queijo
Minas Artesanal - principais problemas de fabricagdo: manual técnico de orientagao
ao produtor. Belo Horizonte: EPAMIG, 2019. ISBN 978-85-99764-43-5

HOSKEN, B.D.O.; MELO PEREIRA, G.V.; LIMA, T.T.M.; RIBEIRO, J.B.; MAGALHAES
JUNIOR, W.C.P.D.; MARTIN, J.G.P. Potencial pouco explorado de bactérias laticas
associadas a producao artesanal de queijo no Brasil: desafios e oportunidades.
Fermentation v.9 ,409, 2023 DOI: 10.3390/fermentation9050409

KAMIMURA, B.A., et al. Amplicon sequencing reveals the bacterial diversity in milk,
dairy premises and Serra da Canastra artisanal cheeses produced by three different
farms, Food Microbiology, v.89, 103453, 2020 DOI: 10.1016/j.fm.2020.103453.

MENG, Z., ZHANG, L., XIN, L., LIN, K., YI, H. X., & HAN, X. Technological
characterization of Lactobacillus in semihard artisanal goat cheeses from different

Mediterranean areas for potential use as non starter lactic acid bacteria. Journal of
Dairy Science, v.101, p. 2887 — 2896, 2018.



MORADI M., MOLAEI R., GUIMARAES J.T., A review on preparation and chemical
analysis of postbiotics from lactic acid bacteria, Enzyme and Microbial Technology,
v.143, 109722, 2021 DOI: 10.1016/j.enzmictec.2020.109722.

NERO, L.A. et al. Lactic microbiota of the minas artisanal cheese produced in the serro
region, Minas Gerais, Brazil. LWT, v. 148, 111698, 2021. DOl
10.1016/j.lwt.2021.111698.

ORDIALES E. et al. Bacterial communities of the traditional raw ewe's milk cheese
“Torta del Casar’ made without the addition of a starter, Food Control, v. 33, n. 2,
2013, p. 448-454, DOI: 10.1016/j.foodcont.2013.03.027

PADURET S. Textural Evaluation of Milk Products: Instrumental Techniques,
Parameters, and Challenges. Dairy, v.6, 58, 2025. DOI: 10.3390/dairy6050058

PEREIRA, M.T.; DOS SANTOS, J. S.; SANTANA, E. H. W. Importancia das Bactérias
Acido Laticas e Nao Starter (NSLAB) na Tecnologia de Producdo dos Derivados
Lacteos. Ensaios e Ciéncia: Ciéncias Bioldgicas, Agrarias e da Saude , [S. 1], v. 4,
pag. 348-352, 2020. DOI: 10.17921/1415-6938.2020v24n4p348-352. Disponivel em:
<https://ensaioseciencia.pgsscogna.com.br/ensaioeciencia/article/view/8308.>
Acesso em: 02 nov. 2025

RAMON, P. O. R.; SILVA, D. A. Bactérias de auxilio na maturagao dos queijos (NSLAB)
e seus beneficios para a saude. Disponivel em:
<https://www.milkpoint.com.br/colunas/adriano-gomes-da-cruz/bacterias-de-auxilio-
na-maturacao-dos-queijos-nslab-e-seus-beneficios-para-a-saude-206803/> 2019.
Acesso em: 12 nov., 2025.

ROCHA, L. A. C. Caracterizagao fisico-quimica, microbiolégica e de perfis de
aminoacidos e de aminas bioativas livres do queijo artesanal da Serra Geral-MG.
2021. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, 2021. Disponivel em: https://repositorio.ufmg.br/items/9d7b3aa2-
0e75-40c7-9d21-0ed591e607f5 Acesso em: 10 out. 2025

SANTA CATARINA (Estado). Decreto n°1238, de 19 de julho de 2017. Regulamenta a
Lei n° 17.003, de 2016, que dispde sobre a produgao e a comercializagao do queijo
artesanal serrano, no Estado de Santa Catarina. Diario Oficial do Estado de Santa
Catarina, Florianopolis, 19 de julho de 2017.

SIONEK, B. et al. The Impact of Physicochemical Conditions on Lactic Acid Bacteria
Survival in  Food Products. Fermentation, v. 10, n.6, 298. DOIl:
10.3390/fermentation10060298

STROHER, J.A. et al. The Effect of Temperature on Physicochemical and
Microbiological Aspects of Serrano Artisanal Cheese Ripening. Food/Feed Science
and Technology. V.66, p. 23220530, 2023. DOI: 10.1590/1678-4324-2023220530

TESO-PEREZ, C. et al. Bacteriocin-producing enterococci modulate cheese microbial
diversity. Microbial Ecology. v.87, 175, 2024. DOI: 10.1007/s00248-025-02491-7

TERZIC-VIDOJEVIC, A. Enterococci from Raw-Milk Cheeses: Current Knowledge on
Safety, Technological, and Probiotic Concerns. Foods. v.10, n.11, 2753, 2021 DOI:
10.3390/foods10112753



TIETZ, P. R. Isolamento e identificagdo molecular de linhagens probiéticas
isoladas de derivados lacteos. 2017. Trabalho de concluséo de curso (Graduagao
em Nutricdo). — Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017. Disponivel em:
https://pergamum.ufpel.edu.br/pergamumweb/vinculos/0000d7/0000d7a3.pdf?utm_s
ource=chatgpt.com Acesso em 10 out. 2025

YILMAZ, N. et al. Isolation, characterization and antibiotic resistance of lactic acid
bacteria from dairy and seafood sources. Food Bioscience, v. 64, p.105895, 2025.
DOI: 10.1016/}.fbi0.2025.105895.

8 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados encontrados nesse trabalho indicam Enterococcus sp.,
Lactococcus sp. e Streptococcus sp. como os trés principais géneros em abundancia
no Queijo Artesanal Serrano produzido em Santa Catarina. E, através no mapeamento
de calor, evidenciou a correlagao positiva entre atividade da agua com as bactérias
E.durans, L.pantarum, L.brevis. Bem como correlacdo negativa entre E.durans,
L.pantarum e elasticidade.



