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RESUMO GERAL

Minas Gerais se destaca pela producdo de queijos em diversas microrregides. Na
Canastra, o0 queijo Minas artesanal tem ganhado reconhecimento e visibilidade em concursos
mundo afora, se destacando entre os melhores do mundo, atraindo turistas e consumidores as
queijarias produtoras. O modo tradicional de fabricacdo, a microbiota enddgena, entre outros
fatores, predizem as caracteristicas e a qualidade sensorial do produto. Portanto, conhecer tais
fatores é de grande importancia para a garantia da identidade e seguranca do produto. A
determinacdo da microbiota tipica do terroir, compreendendo os fungos filamentosos, bactérias
e leveduras, presentes tanto na superficie quanto no interior do Queijo Minas Artesanal Casca
Florida, da regido da Canastra, foi o alvo deste estudo. Para tal, foram utilizados métodos
dependentes e independentes de cultivo para avaliar amostras de seis propriedades distintas. A
saber, sequenciamento amplicon das regides ITS e 16S, identificagdo de fungos filamentosos e
leveduras isolados por diluicdo seriada nos meios DRBC e YEPG e identificacdo de leveduras
por MALDI-TOF MS. A utilizagdo de diferentes métodos complementares permite tracar um
perfil da microbiota total e o isolamento da microbiota cultivavel para pesquisas futuras.
Aspectos fisico-quimicos das amostras, como umidade, gorduras, proteinas, pH e cinzas foram
correlacionados com a micobiota identificada. A investigacdo por método independente de
cultivo mostrou que as espécies fungicas mais prevalentes na casca e no interior foram
Geotrichum candidum e Diutina catenulata. Candida intermedia foi mais abundante apenas no
interior dos queijos. Entre as bactérias, a superficie apresentou maior diversidade de géneros e
especies, como Lactococcus sp, Brevibacterium sp, Corynebacterium variabile e
Staphylococcus sp. Apenas Lactococcus sp, Streptococcus salivarius e espécies nao
identificadas do género Streptococcus prevaleceram no interior dos queijos. Diferencas entre a
prevaléncia de espécies se destacaram. Nas amostras com maior abundancia de G. candidum e
Lactococcus spp. notou-se menor prevaléncia de D. catenulata e C. variabile, respectivamente.
Pelos métodos dependentes de cultivo foi possivel isolar tanto no interior, quanto na superficie
dos queijos analisados as espécies Diutina catenulata, Kluyveromyces lactis, Kodamaea
ohmeri, Trichosporon coremiiforme e Geotrichum candidum. Somente da superficie isolou-se
Candida intermedia, Torulaspora delbrueckii e Trichosporon japonicum, associadas as
amostras com maiores valores de pH. No interior, encontrou-se as leveduras Candida
lucitaniae, Candida parapsilosis, Trichosporon asahii e Rhodotorula mucilaginosa,
relacionadas aos queijos mais umidos. G. candidum e K. lactis foram relacionados aos queijos
mais gordos. Os resultados colaboram para o entendimento da composicdo quimica e da
comunidade microbiana dos queijos da regido e contribuem para a implementacéo de estratégias
que possam melhorar a qualidade e seguranca na producdo. Além disso, a preservacao dos
isolados possibilita estudos futuros que possam contribuir para o conhecimento das dindmicas
entre as comunidades microbianas do queijo Minas artesanal da Canastra.

Palavras-chave: Terroir. Diversidade. Geotrichum candidum. Metagendmica. MALDI-TOF
MS.



GENERAL ABSTRACT

Minas Gerais stands out for its cheese production in several micro-regions. At Canastra,
artisanal Minas cheese has gained recognition and visibility in competitions around the world,
standing out among the best in the world, attracting tourists and consumers to the producing
cheese farms. The traditional way of manufacturing, the endogenous microbiota, among other
factors, predict the characteristics and sensorial quality of the product. Therefore, knowing
these factors is of great importance to guarantee the identity and safety of the product. The
determination of the typical microbiota of the terroir, comprising filamentous fungi, bacteria
and yeasts, present both on the surface and mass of the Bloomy Rind Artisanal Minas Cheese
from the Canastra region was the aim of this study. To this end, cultivation-dependent and
independent methods were used to evaluate samples from six different farms. Namely,
amplicon sequencing of the ITS and 16S regions, identification of filamentous fungi and yeasts
isolated by serial dilution in DRBC, and YEPG medium and identification of yeasts by MALDI-
TOF MS. The use of different complementary methods makes it possible to profile the total
microbiota and isolate the cultivable microbiota for future research. Physicochemical aspects
of the samples, such as moisture, fats, proteins, pH and ash were correlated with the identified
mycobiota. Investigation using an independent cultivation method showed that the most
prevalent fungal species in the rind and mass were Geotrichum candidum and Diutina
catenulata. Candida intermedia was more abundant only in the mass of the cheeses. Among
the bacteria, the surface showed a greater diversity of genera and species, such as Lactococcus
sp, Brevibacterium sp, Corynebacterium variabile and Staphylococcus sp. Only Lactococcus
sp, Streptococcus salivarius and unidentified species of the genus Streptococcus prevailed in
the mass of the cheeses. Differences between species prevalence stood out. In samples with
greater abundance of G. candidum and Lactococcus spp., a lower prevalence of D. catenulata
and C. variabile, respectively, was noted. Using cultivation-dependent methods, it was possible
to isolate the species Diutina catenulata, Kluyveromyces lactis, Kodamaea ohmeri,
Trichosporon coremiiforme and Geotrichum candidum both in the mass and on the surface of
the analyzed cheeses. Candida intermedia, Torulaspora delbrueckii and Trichosporon
japonicum were isolated only from the surface, associated with samples with higher pH values.
In the mass, the yeasts Candida lucitaniae, Candida parapsilosis, Trichosporon asahii and
Rhodotorula mucilaginosa were found, related to moister cheeses. G. candidum and K. lactis
were related to fattier cheeses. The results contribute to the understanding of the chemical
composition and microbial community of cheeses in the region and contribute to the
implementation of strategies that can improve quality and safety in production. Furthermore,
the preservation of the isolates enables future studies that can contribute to the knowledge of
the dynamics between the microbial communities of Canastra's artisanal Minas cheese.

Keywords: Terroir. Diversity. Geotrichum candidum. Metagenomics. MALDI-TOF MS.
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1 INTRODUCAO

O Queijo Minas Artesanal, patrim6nio imaterial nacional, destaca-se pela sua
importancia sociocultural e econdmica para as dez microrregiées que o produzem (IPHAN,
2014; MINAS GERAIS, 2020; VIEIRA et al., 2022). Atualmente, os queijos mineiros
fabricados com leite cru tém ganhado notoriedade em concursos mundo afora, comparando-se
aos melhores queijos do mundo (MARTIN et al., 2023).

Na Canastra, diversos estudos sobre a microbiota terroir dos queijos artesanais estéo
sendo realizados (KAMIMURA et al., 2019; ARAGAO et al., 2022; KOTHE; MOHELLIBI;
RENAULT, 2022; MARTIN et al., 2023). Com base nestas pesquisas, nos ultimos anos houve
a criacdo de novos regulamentos especificos voltados para a producdo dos queijos artesanais
gue estabelecem parametros fisico-quimicos e microbioldgicos de qualidade dos queijos, a fim
de garantir a seguranca do consumidor e aumentar sua confianca do pelo produto (ARAUJO et
al., 2020).

As variacdes na microbiota presente no ambiente, na matéria-prima e no queijo
impactam na maturacdo e, consequentemente, nas caracteristicas sensoriais do produto final
(BIOLCATI et al., 2020; KAMIMURA et al., 2020). Essas diferencas podem estar ligadas a
diversos fatores como técnicas de producdo, as estagdes do ano, interacGes entre 0s
microrganismos, entre outros (CARDOSO et al.,, 2015; DORES; FERREIRA, 2012,
FIGUEIREDO et al., 2015; JONNALA et al., 2018; QUIGLEY et al., 2013). Tracar o perfil
desta microbiota e suas variagfes permite preservar a identidade e determinar parametros de
seguranca e qualidade do produto.

Deste modo, o presente estudo teve por objetivo melhorar a compreensdo sobre a
comunidade microbiana, caracteristica do terroir do queijo artesanal da Canastra e sua
influéncia sobre a qualidade e seguranca do produto. Para isto, caracterizou-se a microbiota,
compreendendo fungos filamentosos, leveduras e bactérias, presentes tanto na superficie quanto
no interior do queijo, a partir de sequenciamento de amplicon das regides ITS e 16S do DNA
microbiano presente no Queijo Minas Artesanal maturado por 15 dias.

Utilizou-se também métodos para isolar e identificar a micobiota fangica cultivavel,
como a espectrometria de massa. Outro objetivo deste estudo foi correlacionar a micobiota
identificada com os aspectos fisico-quimicos das amostras analisadas.

Este estudo foi dividido em dois capitulos, onde, em cada um deles, a analise da

microbiota terroir se deu por técnicas diferentes de identificagdo. Deste modo, tém-se uma
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melhor compreensdo das variaveis envolvidas no estudo da diversidade microbiana e pode-se

preservar microrganismos cultivaveis para estudos futuros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijo Canastra e seu contexto cultural

A produgdo do queijo a partir do leite cru é considerada uma tradicdo no cotidiano das
fazendas de Minas Gerais. Mesmo que haja a heranga dos processos produtivos trazidos pelos
colonizadores, o saber-fazer caracteristico das regides produtoras transmitido entre as geracdes,
se entrelacaram e originaram um produto Unico e singular (MENESES, 2006; MERGAREJO
NETTO, 2011). Os agentes fisicos e naturais do ambiente de cada uma dessas regides propiciam
pastagens naturais tipicas e o desenvolvimento de microrganismos especificos que se
proliferam em cada um desses microclimas. Todos estes fatores, somados ao modo préprio de
manipulacdo ddo a cada queijo sua identidade, aparéncia e sabor especificos (IPHAN, 2014;
SLOW FOOD BRASIL, 2021).

A variedade de queijos artesanais existentes no Brasil, cada qual com as particularidades
regionais que os distinguem, especialmente no modo de producao, envolve valores construidos
historicamente com vinculos de identidade social e cultural. Estes vinculos regionais abrangem
os agricultores, produtores dos queijos, comerciantes e consumidores, com relevante
importancia historica e socioeconémica (MARGALHO, 2020; PACHECO et al., 2021).

A producdo de queijos de forma artesanal ndo segue os modelos modernos de
processamento da matéria-prima, que séo voltados para produc¢es macigas e padronizadas, em
escala industrial. O queijo artesanal da Canastra possui Indicacdo Geografica e sua forma de
fazer traduz caracteristicas que expressam uma tradicdo dindmica que, mesmo com 0 avango
das tecnologias, processos produtivos e aparatos, se mantém com o passar do tempo
(WILKINSON, 2008; Instituto Nacional da Propriedade Industrial — INPI, 2011).

Cada queijaria aplica sua histdria e cultura para a produ¢do do seu produto, sendo esta,
uma forma de agregar valor na producao leiteira, que por vezes enfrenta dificuldades para se
manter no mercado, onde o preco pago pelo litro do leite ordenhado é, costumeiramente,
considerado baixo (LICITRA, 2010; SIMONCINI, 2017).

Nos ultimos anos notou-se um crescimento exponencial na producdo do queijo da
Canastra, bem como o reconhecimento mundial de sua qualidade, sabor, textura e aromas
peculiares, sendo premiado diversas vezes dentro e fora do pais. A visibilidade aumentada em
virtude dos concursos nacionais e internacionais em torno deste e 0 aumento no interesse dos
consumidores por produtos artesanais, tambem tem atraido turistas e consumidores as queijarias
produtoras (ANTONIO; BORELLI, 2020; ARAUJO et al., 2020; MARTIN et al., 2023).
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Alguns estudos acompanharam a mudanga do queijo Canastra de um mero produto de
consumo local em um simbolo gastronémico e cultural. Cruz e Moreira (2019), abordaram
quatro principais aspectos cruciais para essa mudanca de cenario acerca deste queijo: a chancela
do Instituto do Patriménio Histdrico e Artistico Nacional (IPHAN) referente ao modo artesanal
de feitio; o reconhecimento que o queijo canastra possui devido ao seu terroir; a obtencéo da
indicacdo de procedéncia e, por fim, as acdes de marketing alimentadas pelos préprios
produtores rurais da regido, fomentadas pelas certificacbes conquistadas e estudos que
proporcionaram maior seguranca para seu consumo. Além desses fatores, o associativismo dos
produtores daquela regido também foi um fator relevante na popularizacdo do queijo (FLORES
etal., 2019).

Em 2019 existiam cerca de 9 mil produtores de Queijo Minas Artesanal em todo o estado
de Minas Gerais, com producdo aproximada de 40 mil toneladas anuais. Além disso, 112
queijarias estdo registradas no Instituto Mineiro de Agropecuaria com o Selo Arte, 0 que
permite a comercializacdo dos queijos que levam este selo em todo o territério nacional
(BRASIL, 2019a; BRASIL, 2019b).

Em marco de 2023 formalizou-se a candidatura dos Modos de Fazer o Queijo Minas
Artesanal a Lista Representativa da Convencdo para Salvaguarda do Patriménio Cultural
Imaterial da Humanidade, junto a UNESCO. Este processo visa assegurar a preservacao de
conhecimentos e técnicas relacionadas a producdo de queijo, desenvolvidas ao longo dos
ultimos trés séculos, por pequenos produtores rurais de Minas Gerais, envolvendo diversas
instituicOes tanto em ambito federal quanto estadual (ARCHDAILY, 2023).

Sendo assim, na microrregido da Canastra a producdo do queijo € de profunda
importancia, tanto econdmica, uma vez que constitui a uUnica fonte de renda para varios
agricultores, quanto cultural, j& que a producdo do queijo artesanal é tradicdo passada de
geracdo a geracdo (SEBRAE, 2021).

2.2 Evolucao da comercializacdo do queijo Canastra

O queijo Canastra é comercializado atualmente com 14 dias de maturacéo, segundo
exigéncias estabelecidas na Portaria N° 2051, de 07 de abril de 2021 (IMA, 2021). Esse periodo
minimo de maturacdo é estipulado devido as praticas artesanais e auséncia de processamento

térmico no processo de fabricacéo.
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Até o ano de 2020, cerca de 800 produtores estavam inseridos na microrregido da
Canastra, com producdo anual aproximada de 6 mil toneladas de queijo, sendo, em média 20
pecas por dia para cada produtor (FIGURA 1) (NASCIMENTO; ROSALIN; ISMAEL, 2021).

Figura 1 - Mapa da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil.

e, [ Ao . ) teer| Legenda
o

[ PN Serra da Canastra
1G Canastra
1 1-100
1 101-200
B 201-300
Bl :01-377
1 Miras Gerais
| Brasil
&  Produtores

Municipios (N de produtones):

1= Bamizuit 71 {3,1 %)

2- Delfindpolis: 12 {1,5 %}

3 Medsirgs: 150 (17,3 %)

4- Plumbi: 8 (1,0 %)

5- 530 Rogue de Minas: 377
(48,5 Be)

&- Tapirai: 106 (13,6 %)

7= Vargem Bonita: 69 (8,8 %)

Total: 793 produtores

Fonte: Adaptado de Nascimento; Rosalin; Ismael (2021).

O Estado de Minas Gerais é responsavel por produzir, aproximadamente, metade dos
queijos fabricados no pais (WILKINSON; CERDAN; DORIGON, 2017). A producdo e
comercializacdo do queijo Minas artesanal, que representa 20% do total de queijos produzidos
em Minas, proporcionou a criacdo de uma economia regional, impulsionando as regides
produtoras, dinamizando o comércio local (SA, 2021).

A forma de comercializagdo e o consumo dos queijos artesanais constituem um traco
marcante da identidade cultural de cada regido produtora, que é transmitido de geracdo para
geracdo (MENESES, 2006). O comércio do queijo garante renda para diversas propriedades
leiteiras, contribuindo assim para a valorizacdo do saber-fazer tradicional de cada regido
(SIMONCINI, 2017).

De modo geral, a lida com o gado, a producdo e a comercializagdo estiveram
centralizadas aos produtores rurais, ou seja, o0 escoamento final do produto sendo
responsabilidade direta da propriedade leiteira. Cabe destacar que a comercializacdo do queijo
em relacdo a sua lucratividade oscila em diferentes épocas do ano. Por vezes o preco do quilo

ndo acompanha a flutuacdo dos valores do mercado agricola, como 0 aumento dos custos de
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producdo no periodo de seca, 0 que impacta diretamente na fonte de renda dos produtores que
necessitam adquirir insumos para a producdo leiteira e alimentacdo do gado (SIMONCINI,
2017).

Em sua coletividade, os produtores tiveram um crescente aumento da demanda pelo
produto e, consequentemente, da renda devido a maior procura pelo consumidor e também ao
acesso a melhores tecnologias, cursos e métodos de producdo dentro dos padrdes de higiene
(MILKPOINT, 2021; ZACARCHENGO; VAN DENDER; REGO, 2017). Por outro lado,
existem alguns gargalos referentes a adesdo as associac@es, pois alguns produtores enfrentam
dificuldades quanto a adequacdo de requisitos para a inclusdo neste dispositivo. Assim, essas
barreiras de entrada delimitam certo "padréo da associac¢do”, onde 0s pequenos produtores que
ndo sdo capazes de arcar com essas adaptacdes ficam excluidos (CONGRESSO BRASILEIRO
DE ORGANIZACAO DO ESPACO, 2021).

Com o aumento da demanda e escoamento do produto fez-se necessaria a presenca de
intermediéarios, sendo desenvolvida uma rede entre produtores e comerciantes, com a finalidade
de facilitar o escoamento do queijo canastra para 0 mercado. Apesar de ndo ser estabelecida
uma rede solida e direta com os consumidores, 0s produtores compreendem que a manutencao
da comercializagdo, mesmo no mercado informal, garante o sustento de suas familias,
distribuicdo de sua producdo e a manutencao do territorio (ENANPEGE, 2021; SIMONCINI,
2017).

Por outro lado, alguns entraves financeiros se ampliam e impactam o mercado do
produto. Para gerar renda necessaria e manter a producdo de queijo, ao repassar este para locais
de revenda (entrepostos), corta-se relagdes comerciais diretamente com o consumidor. Esta
pratica impacta no valor de venda, diluindo a lucratividade dos produtores (GIACOMO, 2021).

Uma das maiores dificuldades quanto & comercializagdo séo os constantes conflitos
gerados pela divida quanto a sua seguranca para o consumidor. Porém, diversos estudos
direcionados a sua composicdo microbiologica ja demonstraram que o queijo artesanal da
Canastra possui caracteristicas consideradas seguras quanto ao fator microbiologico,
principalmente ap6s o periodo de maturacdo exigido pela legislacdo vigente (DORES,
NOBREGA,; FERREIRA, 2013; MARTINS et al., 2015).

Em se tratanto de seguranca microbiologica € importante frizar que grande parte dos
surtos de Doencas Transmitidas por Alimentos associados a queijos sdo causados por
contaminagcdo no pds-processamento, ou seja, 0 emprego de tratamento térmico prévio ndo
minimiza o risco (DONNELLY, 2013). Deste modo, a qualidade e seguranca final do produto

estd diretamente ligada a utilizacdo de materia prima de qualidade, implementacdo de Boas
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Préticas de Fabricacdo e Agropecuarias, bem como estrutura fisica e sanitaria adequadas para
0 processamento do produto (ALMEIDA et al. 2012; BRASIL, 2019c; CAMPOS, 2019;
DINIZ, 2013).

Devido ao seu feitio tradicional e sua valorizacdo regional, o queijo Minas artesanal esta
sujeito a fraude alimentar, préatica esta que pode causar impactos econdmicos negativos para as
regides e para os produtores, além de colocar em risco a satde do consumidor (CARDIN et al.,
2022). Como exemplo, o estudo conduzido por Dalmasso et al. (2016) para investigar a
comunidade microbiana em um tradicional queijo artesanal italiano, identificou a utilizacdo de
cultura starter pelos produtores.

A utilizacdo de cultura comercial é contréria a técnica tradicional de fabricagdo dos
queijos artesanais, que se utilizam da microbiota enddgena para formacao das caracteristicas
sensoriais do produto. Como forma de garantir a qualidade e tipicidade, métodos de
autenticacdo da origem geografica podem ser utilizados, entre eles a analise de DNA
microbiano para rastreio de estirpes biomarcadoras, ou seja, de microrganismos
tradicionalmente presentes no produto. Como resultado pode-se obter melhorias nos processos

de registro e também da seguranca na comercializacdo (CARDIN et al., 2022).

2.3 A microbiota do queijo Minas Artesanal

A microrregido da Canastra, localizada no estado de Minas Gerais, abriga o Parque
Nacional da Serra da Canastra, abrangendo os municipios VVargem Bonita, Sdo Roque de Minas,
Medeiros, Bambui, Piumhi, Tapirai e Delfindpolis. Nessa regido o bioma predominante € o
Cerrado, com precipitacdo anual entre 1.300 a 1.700 mm e altitude entre 800 e 1.500 m.
Segundo o sistema de Kdppen, o clima da regido é subtropical de altitude (Cwb), com estacéo
seca e fria de abril a setembro (temperatura média de 17 °C) e estacdo chuvosa e quente de
outubro a margo (temperatura média de 22 °C) (SZABO et al., 2018).

Acredita-se que queijos produzidos nas mesmas localidades teriam perfil da
comunidade microbiana mais proximo do que aqueles fabricados distantes geograficamente
(WOLFE et al., 2014). Entretanto, a microbiota do Queijo Minas Artesanal é influenciada por
diversos fatores, tais como: localizacdo geogréfica, fonte da matéria-prima, praticas
agrondmicas e de fabricacdo e caracteristicas ambientais da regido. Este conjunto de fatores
podem determinar a composicdo do leite, a diversidade e dinamica de comunidades
microbianas, bem como propriedades sensoriais e a qualidade do produto final, predizendo o
terroir dos queijos da regido (MARTIN et al., 2016; SANT'ANNA et al., 2017).
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Ao avaliar amostras de pingo e queijo Canastra, Borelli et al. (2006) verificaram
predominancia das leveduras Kodamaea ohmeri, Debaryomyces hansenii, Torulaspora
delbrueckii e Kluyveromyces lactis. Segundo Andrade et al. (2017) as leveduras Kluyveromyces
lactis, Torulaspora delbrueckii e Candida intermedia mostraram-se importantes para agregar
sabor e aroma ao queijo Minas artesanal da Canastra devido a producdo de compostos
aromaticos volateis.

Nogueira et al. (2021) avaliaram o perfil sensorial do queijo Canastra e constataram que
0 queijo de maior aceitacdo foi marcado pela presenca de bactérias como Lactococcus spp.,
Corynebacterium spp., Lactobacillus plantarum e Streptococcus spp..

No estudo de Silva (2020), os géneros detectados com maior abundancia em amostras
de queijos Canastra foram Debaryomyces, Trichosporon, Fusarium e Candida. A micobiota
core caracteristica no estudo supracitado foi composta pelos géneros Candida, Trichosporon,
Diutina, Kodamaea, Debaryomyces, Fusarium e Sarocladium. Dessa maneira, sua presenga nos
queijos provenientes da regido sugere que estes géneros desempenham algum papel
fundamental na identidade desses queijos.

Por meio de métodos avaliativos dependentes e independente de cultivo, Aragdo et al.
(2022) observaram no queijo Minas artesanal da Canastra a presenca de Fusarium spp.,
Geotrichum candidum, Paecilomyces spp., Trichosporon coremiiforme, T. japonicum, Candida
catenulata (atualmente Diutina catenulata), Aspergillus spp., incluindo Aspergillus oryzae,
Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbrueckii e Debaryomyces spp. (KHUNNAMWONG et
al., 2015). Santos (2021) observou a prevaléncia de espécies dos géneros Fusarium,
Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Acremonium e Trichothecium em todas as amostras.

Com base na anélise do gene marcador ITS em queijos da Canastra, Martin et al. (2023)
observou a predominancia das leveduras Debaryomyces prosopidis, Trichosporon asahii,
Kluyveromyces lactis e Torulaspora delbrueckii, bem como dos fungos filamentosos Fusarium
solani, Acremonium citrinum, Aspergillus spp. e Penicillium spp. Fusarium solani foi a espéecie
mais prevalente identificada em queijos da Canastra por César et al. (2022), seguido de
Geotrichum candidum, Aspergillus versicolor, Aspergillus westerdijkiae e Penicillium steckii.

Souza et al. (2021) destacaram a incidéncia dos fungos D. hansenii, G. candidum, Y.
lipolytica, C. zeylanoides e K. lactis como importantes para as caracteristicas sensoriais do
gueijo Minas artesanal do Serro. Cesario (2022), ao estudar queijo Minas artesanal de Araxa
encontrou como bactérias de maior incidéncia os géneros Streptococcus sp., Actinoalloteichus

sp., Marinomonas sp., Lactococcus sp. Quanto aos fungos, os géneros mais abundantes foram
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as leveduras Kluyveromyces sp., Candida sp., Saccharomyces sp., Torulaspora sp., e 0 género
de fungos filamentosos Fusarium sp.

Dentre os microrganismos comumente associados ao queijo Minas artesanal, talvez o
gue mais se destaca seja G. candidum devido as caracteristicas sensoriais que ele agrega e seu
potencial de garantir a seguranga microbioldgica do produto (MARCELLINO; BENSON,
2013). Sua presenca no queijo Minas artesanal tem sido importante para regulamentar a
fabricacdo do produto e ampliar a comercializacdo, conforme a Resolucdo de N° 42 da
Secretaria de Estado da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Gerais, que define a
variedade casca florida do queijo Minas artesanal como tendo “dominancia visual de fungos
filamentosos, predominantemente Galactomyces geotrichum (Geotrichum candidum ou
Geotrichum silvicola).” (MINAS GERALIS, 2022).

2.4 Bactérias laticas em queijos

Bactérias do acido latico (BAL), provenientes do leite cru e do pingo tém papel
importante na maturacdo e seguran¢a do queijo Minas Artesanal. Estas sdo capazes de
metabolizar substancias antimicrobianas, entre elas acido latico, peréxido de hidrogénio e
bacteriocinas responsaveis por inibir o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, tanto
in vitro como in vivo. Este grupo de bactérias também pode contribuir para a formacéao de sabor
e reducdo do pH pela fermentacdo da lactose, aléem de desempenhar funcdo probiotica
(CASTRO et al., 2016; PINHEIRO, 2018; VIEIRA et al., 2022).

O crescimento das BAL no queijo ao longo do processo de maturacdo acontece em
funcdo da temperatura, perda de umidade e aumento da concentracdo de NaCl, entre outros
(SANT’ANNA et al., 2017). A atividade antagonista observada nesse periodo pelas BAL
presentes no leite e no soro fermento natural, entre elas Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis, Lactobacillus fermentum e Lactobacillus brevis sobre Listeria monocytogenes
influenciou na reducdo do tempo de maturacdo do queijo para ser comercializado
(CAMPAGNOLLO et al., 2018; MACZUGA, 2020).

Sant'anna e colaboradores (2017) ap6s analisar a presenca de BAL em amostras de &gua,
silagem, leite cru, pingo e queijo Minas artesanal da microrregido de Campo das Vertentes,
isolaram e identificaram espécies pertencentes aos géneros Lactobacillus e Pediococcus.

Em outros estudos que investigaram a diversidade microbiana de BAL em queijo Minas
Artesanal das microrregides do Serro, Canastra, Serra do Salitre, Araxa e Campos das
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Vertentes, observou-se a prevaléncia de Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp.
e Streptococcus spp. (PERIN, 2017; KAMIMURA et al., 2019; CESARIO, 2022).

2.5 Fungos filamentosos e leveduras em queijos

Além da presenca de bactérias do acido latico, o leite cru é marcado por espécies de
fungos filamentosos e leveduras que contribuem, durante a maturacdo dos queijos, para 0
desenvolvimento das caracteristicas de aroma, sabor e textura (HYMERY et al., 2014). Estes
microrganismos crescem melhor em temperaturas que variam de 25 a 28 °C e sdo mais
tolerantes a condic¢Bes adversas no meio, como menor disponibilidade de &gua e pH &cido.
Fungos filamentosos necessitam de oxigénio, entretanto as leveduras sdo capazes de se
desenvolver em auséncia de oxigénio e altas concentracdes de CO2 (SILVA et al., 2010).

Fungos filamentosos também podem estar presentes no ambiente de producéo e nao
representarem riscos a salde. Todavia, em ambientes de producdo e maturacdo de queijos a
predominancia de espécies toxigénicas demanda especial atencdo (KANDASAMY et al.,
2019).

H& a possibilidade de algumas espécies de fungos, capazes de produzir micotoxinas se
desenvolverem no queijo, principalmente na superficie (NORTHOLT et al.,, 1980). As
principais espécies de fungos micotoxigénicos sdo pertencentes aos géneros Aspergillus,
Penicillium e Fusarium que, juntamente com Mucor spp. e Geotrichum spp. sdo os fungos
filamentosos mais comuns em queijos maturados e fabricados com leite cru (PITT, 2000;
LAVOIE et al., 2012).

A principal micotoxina encontrada no leite é a aflatoxina M1, que é derivada da
aflatoxina B1 produzida por algumas espécies de Aspergillus, entre elas A. flavus, A.
parasiticus, A. nomius. Esta toxina pode ser encontrada em Varios tipos de queijos devido ao
uso de leite contaminado por fungos (BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015;
FONTAINE et al., 2015). Apesar disso, micotoxinas podem estar presentes no leite ou no queijo
devido a varios fatores, seja por contaminacdo direta ou indireta e ndo necessariamente pela
presenca de fungos filamentosos micotoxigénicos (MONTAGNA et al., 2004; SENGUN,
YAMAN; GONUL, 2008).

As micotoxinas mais comuns e estaveis em queijo sdo a citrinina, o penitrem A, a
roquefortina C, a esterigmatocistina e a aflatoxina. Entretanto, segundo Sengun, Yaman e Gonul
(2008), outras micotoxinas como patulina, cido penicilico e toxina PR ndo persistem no queijo.
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As leveduras estdo associadas & microbiota secundéria e podem desempenhar papéis
importantes na maturacdo de uma grande variedade de queijos artesanais, embora algumas
especies possam causar deterioracdo (BORELLI et al., 2006; CARDOSO et al., 2015). Além
de Debaryomyces hansenii, espécie de maior predominadncia em queijos artesanais,
Kluyveromyces lactis, K. marxianus, Candida zeylanoides e o fungo filamentosos
leveduriforme Geotrichum candidum sdo encontradas com frequéncia e podem auxiliar as
culturas iniciais através da atividade proteolitica e lipolitica, participando do processo de
maturacdo e formacdo de aroma (ANASTASIOU et al., 2022; BORELLI et al., 2006;
CARDOSO et al., 2015; HOOG; SMITH, 2004; NOBREGA et al., 2008; PERKINS et al.,
2020).

O G. candidum se desenvolve rapidamente na superficie do queijo no inicio da
maturacdo e colabora para o desenvolvimento de aromas e sabores tipicos e outras
caracteristicas do queijo. Sua atividade enzimética, em especial aquela desempenhada por
enzimas lipoliticas é responsavel pela formacdo de compostos volateis, entre eles ésteres,
alcoois, acidos graxos, metil cetonas e lactonas, que conferem perfil sensorial agradavel. Além
disso, esta espécie também atua na quebra de acUcares e proteinas do leite e na inibicdo do
crescimento de outros fungos filamentosos indesejaveis, responsaveis por defeitos em queijos
(BOUTROU; KERRIOU; GASSI, 2006; JASTER et al., 2019; KONUCHOVA et al., 2016;
MARCELLINO; BENSON, 2013; SACRISTAN, 2012; STEFANIKOVA et al., 2020).

2.6 Papel da microbiota na maturacéo do queijo

A qualidade e as caracteristicas sensoriais dos queijos, como aroma, sabor e textura sao
provenientes de compostos volateis e outras moléculas resultantes de alteragdes
microbioldgicas e bioquimicas que acontecem durante a maturacdo. A formacgdo destas
substancias e influenciada pela origem da matéria prima, pelos aspectos tecnoldgicos
empregados nos processos de producéo, pela composicéo e complexidade de interacdes entre a
comunidade microbiana endogena do leite, do ambiente e pelas culturas iniciadoras utilizadas
(FOX etal., 2017; KORENA et al., 2023; TILOCCA et al., 2020).

Durante a maturacdo (FIGURA 2) observa-se alteracdes na acidez, pH e nos teores de
gordura, umidade e lactose, devido a fermentacdo e producdo de acido latico (PINHEIRO,
2018). Estas modificagdes somadas a acao das proteases e lipases produzidas pela microbiota
do queijo colaboram para a formacao de compostos aromaticos (ZHENG et al., 2018). O aroma
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é um importante atributo de qualidade, sendo responsavel pela aceitacdo ou rejei¢cdo do produto
pelos consumidores (BEZERRA et al., 2017).

Figura 2 - Queijo Minas Artesanal da Canastra em ambiente de maturacao.

Fonte: Da autora (2023).

Em geral, no inicio da maturagdo o valor do pH dos queijos é de aproximadamente 5,
devido a acidificagdo do meio pelas BAL iniciadoras, favorecendo, assim, o crescimento de
leveduras (MONNET et al., 2015). A metabolizacdo de acido latico e a acdo das proteases
produzidas pelos fungos ou mesmo das enzimas advindas do leite, como a plasmina, contribuem
para 0 aumento da concentracdo de compostos alcalinos, aumentando o pH da superficie e
atingindo valores superiores a 7,5 (DORES, 2007; MONTEL et al., 2014; UNNO et al., 2021).
Ao final da maturagdo, o ambiente alcalino favorece o crescimento de fungos e bactérias
sensiveis a acidos, que exercem importante papel na formacdo de caracteristicas sensoriais
desejaveis do produto (UNNO et al., 2021).

A perda de umidade do queijo no decorrer do processo de maturagdo, bem como

alteracdes de pH, concentracdo de sais e também fatores abioticos como localizagdo geogréfica,
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umidade relativa e sazonalidade sdo fatores decisivos para mudangas na comunidade
microbiana (SANT’ANNA, 2017). A maturagdo também contribui para o controle
microbiologico, propiciando um ambiente desfavoravel para o crescimento de microrganismos
patogénicos sendo, portanto, fundamental para a seguranca do queijo (DORES, 2013; SOARES
etal., 2018).

O desenvolvimento de microrganismos com o queijo € um fator decisivo para a
formacéo de metabolitos caracteristicos do produto. Diversos compostos volateis, produzidos
principalmente pela atividade enzimatica de fungos no estagio de maturacdo, estdo associados
ao perfil de sabor e aroma caracteristicos dos queijos. Em geral estes compostos compdem a
classe dos &cidos, ésteres, cetonas, hidrocarbonetos, aldeidos, alcoois, compostos sulfurados e
terpenos (JESUS FILHO et al., 2021). Sua formacao se da a partir da utilizacao de acidos graxos
e aminoacidos, sendo as principais vias metabolicas envolvidas na formacgédo desses compostos
a glicdlise, além da lipdlise e protedlise, que também contribuem significativamente para as
modificacbes de textura e sabor desejaveis (MCSWEENEY et al., 2017; SULEJMANI;
HAYALOGLU, 2016).

Diversos estudos determinaram o perfil de compostos volateis aromaticos produzidos
pelos fungos, responsaveis por agregar caracteristicas sensoriais desejaveis nos queijos. A
levedura Kluyveromyces lactis capaz de se desenvolver também no interior dos queijos, produz
compostos como etanol, acetaldeido, aldeidos e alcoois de cadeia ramificada e ésteres de acido
acético, que sdo responsaveis por notas alcodlicas, frutadas e acéticas (ATANASSOVA et al.,
2016). Yarrowia lipolytica participa da sintese de sulfetos, cetonas de cadeia curta e furanos
(SYRENSEN et al., 2011). Geotrichum candidum, foi associado a producéo de metil cetonas,
acidos graxos, ésteres e principalmente alcoois primarios (JOLLIVET et al., 1994).

Debaryomyces hansenii, levedura descrita como um dos principais constituintes da
microbiota presente na superficie de queijos maturados, metaboliza aldeidos e &lcoois de cadeia
ramificada (SORENSEN et al., 2011). Cinco compostos volateis como acido octanoico e &cido
hexanoico, oriundos da atividade lipolitica desta levedura, além de 2-metil-acido butanoico, 3-
metil-1-butanol e 2-heptanol, possivelmente oriundos da atividade proteolitica e da oxidagdo
de &cidos graxos ja foram identificados (BERTUZZI et al., 2018; SILVA, 2020).

A liberacdo de acidos graxos e aminodacidos livres, resultantes da atividade de Candida
spp. pode favorecer o crescimento de bactérias que compde a microbiota por utilizar este
substrato. Pequenas concentracdes de acidos graxos livres sdo importantes para a formacao de
sabores e aromas, ja os aminoacidos sao precursores de alcoois, aldeidos, compostos sulfurosos,

aminas e acidos carboxilicos. Durante a maturacdo, as espéecies deste género também séo



27

responsaveis por produzir compostos, entre eles &cido propanoico e hexanoico, importantes
para as caracteristicas sensoriais do queijo (BERTUZZI et al., 2018).

Por outro lado, fungos filamentosos como Fusarium spp., Cladosporium spp.,
Aspergillus spp. e Penicillium spp. presentes no ambiente e no local de fabricacdo podem se
desenvolver nos queijos e alterar negativamente as caracteristicas do produto, causando
descoloracéo, aparéncia desagradavel e sabores indesejaveis (CESAR et al., 2022; MARTIN;
COTTER, 2023; SEDDEK; GOMAH; OSMAN, 2016; SOUZA et al., 2021).
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RESUMO

O queijo artesanal produzido na microrregido da Canastra tem ganhado visibilidade em
concursos mundo afora, se destacando entre os melhores queijos do mundo. O reconhecimento
da qualidade sensorial do produto e a intensa divulgacdo midiatica em torno deste, tem atraido
turistas e consumidores as queijarias produtoras. A microbiota tipica do terroir presente no
queijo sofre influéncia de diversos fatores. Desse modo, conhecer esta comunidade microbiana
possibilita melhorias e adequacdes no processo de fabricacdo, além de identificar fraudes,
visando garantir a qualidade e a seguranga no consumo de queijos artesanais. Determinar um
perfil para a microbiota, compreendendo os fungos filamentosos, bactérias e leveduras,
presentes tanto na superficie quanto no interior do Queijo Minas Artesanal Casca Florida, da
regido da Canastra, foi 0 alvo deste estudo. Para tal, foi realizado sequenciamento amplicon das
regides ITS e 16S de amostras da casca e da massa dos queijos de seis propriedades distintas.
As espeécies fangicas mais prevalentes na casca e no interior foram Geotrichum candidum e
Diutina catenulata. Candida intermedia foi mais abundante apenas no interior dos queijos.
Entre as bacteérias, a superficie apresentou maior diversidade de géneros e espécies, como
Lactococcus sp., Brevibacterium sp., Corynebacterium variabile e Staphylococcus sp. Apenas
Lactococcus sp., Streptococcus salivarius e especies ndo identificadas do género Streptococcus
prevaleceram no interior dos queijos. Diferencas entre a prevaléncia de espécies se destacaram.
Nas amostras com maior abundancia de G. candidum e Lactococcus spp. hotou-se menor
prevaléncia de D. catenulata e C. variabile, respectivamente. Os resultados colaboram para o
conhecimento da comunidade microbiana dos queijos da regido e contribuem para a
implantacdo de estratégias que possam melhorar a qualidade e seguranca na producao.

Palavras-chave: Terroir. Diversidade. Geotrichum candidum. Metagendmica.
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ABSTRACT

The cheese produced in the Canastra micro-region has gained visibility in competitions
around the world, standing out among the best cheeses in the world. Recognition of the sensory
quality of the product and the intense media publicity around it has attracted tourists and
consumers to the cheese producing dairies. The typical terroir microbiota present in cheese is
influenced by several factors. Therefore, knowing this microbial community enables
improvements and adjustments in the manufacturing process, in addition to identifying fraud,
aiming to guarantee the quality and safety in the consumption of artisanal cheeses. Determining
a profile for the microbiota, comprising filamentous fungi, bacteria and yeasts, present both on
the surface and mass of the Bloomy Rind Artisanal Minas Cheese from the Canastra region was
the aim of this study. For this, amplicon sequencing of the ITS and 16S regions of rind and
mass samples of cheeses with six different properties was carried out. The most prevalent fungal
species on the bark and inside were Geotrichum candidum and Diutina catenulata. Candida
intermedia was more abundant only inside the cheeses. Among the bacteria, the surface showed
a greater diversity of bacterial genera and species, such as Lactococcus sp, Brevibacterium sp.,
Corynebacterium variabile and Staphylococcus sp. Only Lactococcus sp., Streptococcus
salivarius and unidentified species of the genus Streptococcus prevailed inside the cheeses.
Differences between species prevalence stood out. In samples with greater abundance of G.
candidum and Lactococcus spp., a lower prevalence of D. catenulata and C. variabile,
respectively, was noted. The results contribute to the knowledge of the microbial community
of cheeses in the region and contribute to the implantation of strategies that can improve quality
and safety in production.

Keywords: Terroir. Diversity. Geotrichum candidum. Metagenomics.
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1 INTRODUCAO

Os queijos artesanais de Minas Gerais, patrimonio imaterial nacional sdo produtos com
longa histdria e grande importancia sociocultural. Sua fabricacdo em pequena escala, a partir
de processos artesanais e rudimentares € definida e certificada dentro das microrregies
produtoras (IPHAN, 2014; MINAS GERAIS, 2020). S&o reconhecidas atualmente dez
microrregides produtoras de Queijo Minas Artesanal, sendo elas: Araxa, Campo das Vertentes,
Cerrado, Serra da Canastra, Serras da Ibitipoca, Serra do Salitre, Serro, Triangulo Mineiro,
Diamantina e Entre Serras da Piedade ao Caraca (VIEIRA et al., 2022).

O queijo produzido na microrregido da Canastra tem ganhado espaco e notoriedade em
concursos mundo afora, sendo reconhecido entre os melhores queijos do mundo (MARTIN et
al., 2023). O reconhecimento da qualidade sensorial do produto em concursos internacionais e
a intensa divulgacdo midiatica em torno deste, também tem atraido turistas e consumidores as
queijarias produtoras.

Nos ultimos anos houve a criagdo de novos regulamentos especificos voltados para a
producdo dos queijos artesanais que estabelecem parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
de qualidade dos queijos a fim de garantir a seguranca do consumidor e aumentar sua confianca
do pelo produto (ARAUJO et al., 2020; KAMIMURA et al., 2019). Além disso, a microbiota
caracteristica do terroir dos queijos artesanais da Canastra tem sido amplamente estudada
(ANDRADE et al., 2017; ARAGAO et al., 2022; KAMIMURA et al., 2019; KAMIMURA et
al., 2020; KOTHE; MOHELLIBI; RENAULT, 2022; MARTIN et al., 2023; PERIN et al.,
2017).

Sabe-se que ha uma variacdo na microbiota dos queijos entre as microrregides, entre as
queijarias produtoras e até mesmo entre 0s queijos de um mesmo produtor. Essas diferengas
podem estar relacionadas ao processo de producéo, as estacdes do ano, a utilizacdo ou ndo de
fermentos, ao tempo de maturacdo e a composi¢do das bactérias acido laticas e leveduras
presentes (DORES; FERREIRA, 2012; CARDOSO et al., 2015; FIGUEIREDO et al., 2015;
JONNALA et al., 2018).

A variabilidade da microbiota do leite, bem como do soro, das queijarias e do soro
fermento (pingo) tem forte relevancia na formacdo da microbiota do produto final
(KAMIMURA et al., 2020). Em sincronia, bactérias acido laticas, fungos filamentosos e
leveduras tém papel importante na maturacdo do queijo através da fermentacdo da lactose,
protedlise, lipdlise, metabolizacdo do lactato e producdo de compostos aromaticos desejaveis
(BIOLCATI et al., 2020; QUIGLEY et al., 2013).
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Deste modo, o presente estudo teve por objetivo melhorar a compreensdo sobre a
comunidade microbiana, caracteristica do terroir do queijo artesanal da Canastra e sua
influéncia sobre a qualidade e seguranca do produto. Para isto, caracterizou-se a microbiota,
compreendendo fungos filamentosos, leveduras e bactérias, presentes tanto na superficie quanto

no interior do queijo, a partir de sequenciamento de amplicon das regides ITS e 16S.



2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacgdo da area de estudo
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De modo geral, as queijarias produtoras se assemelham em estrutura e modo de fazer o

queijo, conforme o fluxograma de producdo do Queijo Minas Artesanal da Canastra (FIGURA

1). De acordo com critérios especificos exigidos pela legislacdo, todas as propriedades

certificadas analisadas cumprem alguns requisitos basicos de higiene e seguranca, de acordo

com as Boas Préticas de Fabricacdo e Boas Préaticas Agropecuéarias (BRASIL, 2019).

Figura 1 - Fluxograma de produc¢éo do Queijo Minas Artesanal da Canastra.
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Fonte: Da autora (2023). Adaptado de Monteiro; Matta (2018).

Na Tabela 1, detalham-se as informagdes coletadas in situ para caracterizacdo do local

de estudo e do saber-fazer especifico de cada uma das queijarias produtoras envolvidas no

estudo, incluindo as particularidades no modo tradicional de fazer o queijo.



Tabela 1 - Caracteristicas das queijarias produtoras de Queijo Minas Artesanal (continua).
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o Queijarias
Caracteristicas
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6
Ordenha Mecanica Mecénica Mecénica Mecénica Mecéanica Mecéanica
CMT, anélise ) _
_ CBT, anélise do leite . )
Controle leite (mensal), N CBT, CMT Anélise leite o
) L L (mensal), do queijo e o ) y Acidimetro
microbiolégico queijo e 4gua ) acidimetro (quinzenal) (mensal), queijo
agua (semestral)
(semestral)
y ] _ _ Galéo Tanque ) y o
Recepcao do leite Tanque (inox) Tanque (inox) o _ Tanque (inox) Galao (plastico)
(plastico) (inox)
Soro fermento Pingo Pingo Pingo Pingo Pingo Pingo
Clerice 80/20 Clerice 80/20 Quimofit Quimofit o o
Agente coagulante Quimofit (BV®) Quimofit (BV®)
(Sacco® (Sacco® (BV®) (BV®)
Volume producéo
diari 20/12 pecas 24 pecas 23 pegas 8 pecas 20/40 pecas 31 pecas
iario
Periodo de produgdo  Manhd/Tarde Manha Manhé Manha Manhé Manhé
: : Roupa : :
Pl Uniforme/ Uniforme/ Touca/ Jaleco/ Touca/ limoa) Uniforme/ Touca/  Uniforme/ Touca/
’s Im
Touca/ Bota Bota/ Avental Bota/ Avental P Bota/ Méscara Avental/ Bota
Touca/ Bota
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Tabela 1 - Caracteristicas das queijarias produtoras de Queijo Minas Artesanal (continua).

o Queijarias
Caracteristicas
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6
Madeira
(Cedrinho: _ ) )
] ) Madeira ) Madeira (Cedrinho:
_ Erisma _ _ Madeira _ Madeira ) )
Material das ) Madeira (Cedrinho: ) ) (Pinus: ) ) Erisma uncinatum
) uncinatum ) ) (Pinus: Pinus ) (Cedrinho: Erisma ) )
prateleiras ) ) Erisma uncinatum) o Pinus ) /Pinus: Pinus
/Pinus: Pinus elliotti) o uncinatum) o
o elliotti) elliotti)
elliotti) e inox
(pré-secagem)
Climatizagéo o o Ar condicionado ) )
Ar Ar condicionado Umidificador ) Ventilador na area
(controle o ) - (max. 20 °C); o
) condicionado (max. 19 °C) (>40%) de maturacéo inicial
umidade/temperatura) Janela aberta
Certificacao SIF Selo Arte SIM SIM Selo Arte SIM
Maturacéo Maturacdo inicial (48 Maturacéo Maturacs Adicéo de 50% do Adicéo de sal no
aturagéo
inicial (72 horas) ainda inicial (24 nicial 524 pingo no tanque de  tanque de recepcéo;
inicia
Adaptacdes do horas) enformado; horas); horas) recepgao; Maturacao inicial
oras);
processo de producao enformado; Desenformagem e Grosagem (3° G Maturacao inicial (72 horas) ainda
) _ ) rosagem e )
Maturacéo grosagem (4° dia); dia); Pré- y (3a5dias); enformado;
) ) N Maturacgao
final (4° dia)  lavagem do queijoem  secagem (24

Grosagem (7° dia);  Desenformagem e




Tabela 1 - Caracteristicas das queijarias produtoras de Queijo Minas Artesanal (concluséo)
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) Queijarias
Caracteristicas
Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Q6
agua morna e soro horas); final (3° Maturacdo final (8°  grosagem (4° dia);
coletado no dia (6°  Maturacéo final dia); dia); Limpeza com  Maturagé&o final (7°
dia); pré-secagem (24 (4° dia) solucéo de 4gua dia)

horas); maturacéo
final (7° dia) com
limpeza diaria com

pano

morna, sal e
vinagre para
controle de fungos
filamentosos na

superficie

Legenda: “Q” identifica as queijarias onde as amostras foram coletadas; CMT: California Mastitis Test; CBT: Contagem Bacteriana Total; Cedrinho: Erisma
uncinatum; Pinus: Pinus elliotti; EPI’s: equipamentos de prote¢do individual; SIM: Selo de Inspe¢do Municipal; SIF: Selo de Inspecdo Federal.

Fonte: Da autora (2023).
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2.2 Amostragem

Foram selecionados queijos Minas artesanal do tipo casca florida produzidos em
queijarias produtoras certificadas da microrregido da Canastra que mostraram interesse em
participar do estudo. Estas estéo localizadas nos municipios de Sdo Roque de Minas e Medeiros,
na microrregido da Canastra, no estado de Minas Gerais, Brasil (TABELA 2).

Tabela 2 - Local de producdo das amostras de Queijo Minas Artesanal da Canastra.

Localizacdo geogréfica

Amostras Queijaria
Latitude Longitude Altitude (m)
Al Q1 20°11°09”S 46°21°43”W 766 m
A2 Q2 20°06°45”S 46°15°13"W 889 m
A3 Q3 20°01°08”S 46°28°08"W 1.075m
A4 Q4 20°02°40”S 46°33°05”"W 1.225m
A5 Q5 20°06°24”S 46°19°15"W 826 m
A6 Q6 20°01'52"S 46°27'49"W 1.050 m

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “Q” identifica as queijarias onde as amostras foram
coletadas.
Fonte: Da autora (2023).

As amostras, com tempo de maturacdo de 15 dias (FIGURA 2) foram coletadas nas
queijarias no més de julho de 2021, armazenadas em sacos estéreis e transportadas em
temperatura ambiente até a Unidade de Recursos Microbioldgicos (URMICRO), da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). As amostras foram entdo preparadas e enviadas para
laboratorio especializado em analise metagendmica para posterior analise.

Figura 2 - Amostra de queijo artesanal de casca florida da microrregido da Canastra.

Fonte: Da autora (2023).
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2.3 Preparacgéo das amostras
As pecas de queijo foram preparadas e fracionadas em ambiente estéril. Apos o corte
das pecas foi realizada a divisao de cada amostra de queijo em duas subamostras distintas (casca

e interior), conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Subdivisdo das amostras de queijo.

Subamostras derivadas

Amostras
Casca Interior
Al Alr Alm
A2 A2r A2m
A3 A3r A3m
A4 Adr Adm
A5 Ab5r Ab5m
A6 Abr Abm

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Assim, foram coletados fragmentos das amostras de pontos equidistantes da casca,
sendo os pontos P1, P2, P3 e P4 referente as laterais e os pontos P5 e P6 da superficie e da base
do queijo, respectivamente. Tambem foram coletados fragmentos das amostras do interior do
gueijo, no ponto mais central e distante da superficie (ponto P7), conforme esquema mostrado

na Figura 3.

Figura 3 - Modelo esquematico de preparacdo das amostras para anédlise metagendmica.

5 P2

P1

P6

Fonte: Da autora (2023).
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Os fragmentos das subamostras da casca e do interior foram armazenados
separadamente em tubos estéreis tipo eppendorf de 2 mL, submetidos a congelamento
progressivo (inicial: -18 °C; final: -80 °C) e enviados sob refrigeracdo para analise

metagendmica.

2.3.1 Extracéo e amplificacdo do DNA

As amostras foram enviadas para a empresa BPI — Biotecnologia, Pesquisa e Inovagéo
(Botucatu, S&o Paulo, Brasil) onde realizou-se a extracdo do DNA total de cada amostra. A
extracdo foi realizada usando-se o kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research)
de acordo com protocolo do fabricante.

As reacdes de PCR foram realizadas, obtendo-se volume final de 20 pL, contendo: 10
uL de GoTaq® Green PCR Master Mix (Promega), 1 uL do oligonucleotideo foward a 10 uM
luL do oligonucleotideo reverse a 10 uM, 2 uL. de DNA gendmico e agua ultrapura estéril
suficiente para 20 pL.

Para a regido ITS foram utilizados os primers ITS3-F (5'- TCGTCGGCAGCG
TCAGATGTGTATAAGAGACAGGCATCGATGAAGAACGCAGC-3) e ITS4-R (5-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC-
3"). O programa de amplificacé@o consistiu em desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos seguida
por 35 ciclos de desnaturagédo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 56 °C por 40 segundos,
extensdo a 72 °C por 1 minuto e uma extensdo final a 72 °C por 5 minutos. As reacOes de
amplificagdo foram conduzidas em termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Applied
Biosystems). Apds reacdo de amplificacdo de cada amostra foi comprovada a amplificacdo
através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v). Fragmentos
de aproximadamente 400bp de tamanho foram selecionados.

Para a amplificacdo da regido 16S foram utilizados os primers 16S V3-V4-F (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3) e
16S V3-V4-R (5-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACT
ACHVGGGTATCTAATCC-3). O programa de amplificacdo consistiu em desnaturacéo
inicial a 95 °C por 3 minutos seguida por 27 ciclos de desnaturacédo a 95 °C por 30 segundos,
anelamento a 55 °C por 30 segundos, extensao a 72 °C por 30 segundos e uma extensdo final a
72 °C por 5 minutos. As reacOes de amplificagdo foram conduzidas em termociclador Veriti™
Thermal Cycler (Applied Biosystems). Apos reacdo de amplificacdo de cada amostra foi
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comprovada a amplificacdo, através de eletroforese em gel de agarose a 2% corado com
UniSafe Dye 0,03% (v/v). Fragmentos de aproximadamente 600bp de tamanho foram

selecionados.

2.3.2 Purificacéo e preparacao da biblioteca

Os produtos de amplificacdo foram submetidos as etapas de purificacdo utilizando-se
bead magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), de acordo com o protocolo do
fabricante. Os indexadores foram inseridos nos adaptadores comuns, que sdo necessarios para
a geracdo de clusters e sequenciamento das amostras. A reacdo de indexagédo foi realizada
seguindo o protocolo do kit Nextera XT Index (lllumina) e os codigos de indice foram
adicionados seguindo as recomendac6es do fabricante.

As bibliotecas geradas foram submetidas as etapas de purificacdo utilizando bead
magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter), para remoc¢do fragmentos muito
pequenos da populacdo total de moléculas e restos de primers. Em seguida realizou-se a
quantificacdo pela metodologia de PCR Tempo Real utilizando Kit KAPA-KK4824 (Library
Quantification Kit - Illumina/Universal) no equipamento QuantStudio 3 (Applied Biosystems),
todos de acordo com protocolo do fabricante. Foi gerado um Pool equimolar de DNA, atraveés
da normalizacdo de todas as amostras a 4nM, para realizacdo do sequenciamento, que foi
conduzido utilizando-se o sistema Illumina MiSeq de sequenciamento de nova geragéo
(IMumina® Sequencing) e kit MiSeq Reagent V2 500 ciclos, gerando paired-end reads de
250pb.

2.3.3 Bioinformatica

A bioinformatica de foi realizada com o software QIIME 2 2021.11 (Quantitative
Insights into Microbial Ecology) (BOLYEN et al., 2019). Os dados da sequéncia bruta de
qualidade foram filtrados usando o plug-in g2-demux, seguido por limpeza final com DADAZ2,
via g2-dada2 (CALLAHAN et al., 2016). Todas as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs)
foram alinhadas com MAFFT, via alinhamento g2 (KATOH et al., 2002) e usadas para
construir uma arvore filogenética com fasttree2, via gq2-filogenia (PRICE; DEHAL; ARKIN,
2010).

Foram realizadas métricas de diversidade alfa para avaliar a complexidade da

diversidade de espécies para cada amostra, como caracteristicas observadas, indice de Shannon
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(SHANNON, 1948) e diversidade filogenética de Faith (Faith PD) (FAITH, 1992). Métricas de
diversidade beta para avaliar diferencas das amostras em complexidade de espécies, como
UniFrac ponderado (LOZUPONE et al., 2007), UniFrac ndo ponderado (LOZUPONE;
KNIGHT, 2005), distancia de Jaccard e dissimilaridade de Bray-Curtis também foram
realizadas. As analises de Coordenadas Principais (PCoA) foram estimadas usando diversidade
g2 depois que as amostras foram rarefeitas (subamostradas, sem substitui¢do) usando-se 10.000
sequéncias para bactérias e 5.000 para fungos para cada amostra.

A taxonomia foi atribuida aos ASVs usando o classificador de caracteristicas g2
(BOKULICH et al., 2018) e o classificador de taxonomia de “Bayes naive classify-sklearn”
contra as sequéncias de referéncia Silva-138-99% para bactéria (QUAST et al., 2013; YILMAZ
et al., 2013) e Unite-ver8-99% para fungos (NILSSON et al., 2019).

2.4 Analise dos dados

Para filtragem dos dados, considerou-se as UTOs (Unidade Taxondmica Operacional)
identificadas a nivel de género e espécie. Para determinacao da abundancia relativa das espécies
encontradas foram consideradas UTOs que apresentaram um indice >0,1% de abundancia
(VERCE; VUYST; WECKX, 2019; KAMIMURA et al.,, 2020; NERO et al., 2021;). A
microbiota central foi apurada com base nas espécies e géneros identificados com, no minimo,

10% de prevaléncia em cada amostra (NERO et al., 2021).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Microbiota presente na superficie

Ao todo, 283.911 UTOs de espécies fungicas, representadas por 8 géneros e 9 espécies
distintas foram identificados nas amostras da casca dos queijos analisados. 97.953 UTOs
referentes a espécies bacterianas foram encontradas, sendo representadas por 19 géneros e 12

especies (TABELA 4).

Tabela 4 - UTQOs, géneros e espécies microbianas (nimeros) das amostras de casca de queijo.

Amostra Fungos Bactérias
UTOs Géneros  Espécies  UTOs Géneros Espécies
Alr 42.579 5 6 14.598 12 4
A2r 70.733 5 4 10.152 11 5
A3r 14.800 4 4 23.000 8 6
Adr 21.311 5 6 5.641 7 2
A5r 54.367 4 5 19.810 12 6
Abr 80.121 5 5 24.752 10 4

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

A amostra A6r da superficie de queijo foi a amostra que apresentou maior nimero de
UTOs, tanto para espécies fungicas quanto bacterianas. Entretanto, nas amostras Alr e A4r
foram identificados mais fungos a nivel de espécie, bem como nas amostras A3r e A5r, onde

identificou-se mais espécies de bactérias.

3.1.1 Fungos filamentosos e leveduras

O Grafico 1 mostra as espécies fungicas com abundéancia relativa significativa (>0,1%)
identificadas na superficie das amostras analisadas. Dentre as espécies flngicas mais
prevalentes em todas as amostras, caracterizando a microbiota central da superficie dos queijos,
destacam-se Geotrichum candidum e Diutina catenulata. O fungo leveduriforme G. candidum
predominou nas amostras Alr (51,3%), A3r (90,9%), A5r (95,9%) e A6r (64,6%). Ja a levedura
D. catenulata foi mais abundante nas amostras A2r e Ad4r, representando 55,8% e 93,1% das

UTOs encontradas, respectivamente.
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Gréfico 1 - Abundancia relativa de fungos nas amostras de casca dos queijos.

o
o I

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
ABUNDANCIA RELATIVA
B Geotrichum candidum W Diutina catenulata Candida intermedia B Debaryomyces prosopidis
B Kluyveromyces lactis W Saturnispora spp W Trichosporon ovoides M Fusarium spp
Kodamaea ohmeri B N3o identificados

Legenda: “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

Em estudos que avaliaram a micobiota terroir da superficie do Queijo Minas Artesanal
das microrregides do Serro e da Canastra, por métodos dependentes e independente de cultivo,
observou-se a prevaléncia do fungo leveduriforme G. candidum em amostras de queijo do Serro
(ARAGAO, 2018). Resultado semelhante foi relatado por Cesario (2022) que observou a
predominancia de G. candidum no queijo artesanal de Araxa com mesmo tempo de maturacao
do presente estudo.

Geotrichum esta entre os géneros de fungos mais comumente encontrados em queijos
fabricados a partir de leite cru, sendo sua origem provavel o leite de vaca (BOUTROU;
KERRIOU; GASSI, 2006; EL-FADALY et al., 2015; FLOREZ et al., 2007; JODRAL et al.,
1993; LAVOIE et al., 2012).

A espécie G. candidum é uma cultura adjunta usada na producgéo de queijos maturados
com fungos como Camembert, Brie e Chaource, exercendo importante papel na modificacdo
da textura, sabor e propriedades sensoriais dos queijos (GOBBETTI et al., 2015; FROHLICH-
WYDER; ARIAS-ROTH; JAKOB, 2019). Esta espécie ¢ responsavel pela producdo de
diversos compostos orgénicos volateis, como aldeidos e &cidos carboxilicos, modificando as
caracteristicas sensoriais do queijo (SIPOSOVA et al., 2021).
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A acéo antagobnica de G. candidum sobre o crescimento de hifas e sobre a esporulagéo
de espécies indesejaveis como Mucor sp., Aspergillus flavus, Penicillium commune e P.
caseifulvum foi relatada por Sipiczki e Hrabovszki (2023) como potencial para bioprotecédo
contra o crescimento de fungos filamentosos na superficie de queijos (MARCELLINO;
BENSON, 2013).

A presenca de D. catenulata (anteriormente Candida catenulata) em queijos da
microrregido da Canastra ja foi mencionada diversas vezes na literatura e provavelmente
desempenha um papel importante na microbiota natural deste queijo (ARAGAO et al., 2022;
CARDOSO et al., 2015; SILVA, 2020; KOTHE; MOHELLIBI; RENAULT, 2022). Sua
ocorréncia em diferentes queijos produzidos em outros paises também ja foi descrita
(CORSETTI; ROSSI; GOBBETTI, 2001).

G. candidum e D. catenulata sdo espécies promissoras para estudos futuros sobre a
influéncia da micobiota na qualidade e seguranca dos queijos da regido (ARAGAO et al., 2022).

Outras espécies com abundancia relativa significativa foram Candida intermedia,
presente nas amostras Alr (9,4%), A3r (1,2%) e A6r (3,6%); Kluyveromyces lactis, presente na
Ab6r (2%); Kodamaea ohmeri (A3r: 0,7% e A6r: 0,3%); Debaryomyces prosopidis (A2r: 0,3%;
Adr: 5,3% e A5r: 1,5%); Trichosporon ovoides, encontrada apenas a amostra A4r (1,1%);
Fusarium spp., presente apenas na amostra A2r, com abundancia relativa de 0,8% e
Saturnispora spp., presente nas amostras A3r (0,4%) e A6r (1,9%). Espécies ndo identificadas
representaram 0,2% das amostras A2r e A6r.

D. prosopidis foi a espécie mais abundante em estudo realizado por Martin et al. (2023)
que avaliou a micobiota do queijo artesanal da Canastra nas esta¢cdes chuvosa e seca. O género
Debaryomyces parece ser mais abundante em ambientes mais secos como a superficie do
queijo, devido a sua capacidade de tolerar altas concentra¢des de sal (WOLFE et al., 2014).

T. ovoides, um contaminante descrito como patégeno humano, encontrado
principalmente em amostras humanas e animais, ja teve sua presenca relatada em queijos e
produtos lacteos (CEUGNIEZ et al., 2017; FADDA et al., 2004; LOPANDIC et al., 2006).

A pouca diversidade de espécies de fungos filamentosos tipicos de solo na superficie
dos queijos, como Acremonium, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium,
Paecilomyces e Penicillium indica atencdo dos produtores as praticas de fabricacdo (RASIME
et al., 2005). Um conjunto de a¢Bes, somado ao tipo de ambiente de maturacéo pode influenciar
na presenca destes fungos no queijo, pois estes ndo tém relagéo direta com o leite e podem
chegar ao queijo durante o periodo de maturacdo. Muitas vezes a presenca destas espécies é

indesejada e pode indicar contaminacdo (SOBRAL et al., 2017). Entretanto, vale lembrar que
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algumas espécies de fungos filamentosos sdo fundamentais na maturacdo de alguns tipos
tradicionais de queijos (MARCELINNO; BENSON, 2014; METIN, 2018).

Dentre os fungos ja mencionados, algumas espécies apresentaram abundancia relativa
pouco significativa em algumas amostras, como as leveduras C. intermedia, presente nas
amostras A4r e A5r; K. ohmeri, nas amostras Alr, A2r, Adr e A5r e por fim, K. lactis e D.

prosopidis, ambas presentes apenas na amostra Alr.

3.1.2 Bactérias

O Gréafico 2 mostra as espécies bacterianas com abundancia relativa significativa

(>0,1%) identificadas na superficie das amostras de queijo analisadas.

Gréfico 2 - Abundancia relativa de bactérias nas amostras de casca dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

As bactérias mais prevalentes na superficie dos queijos, compondo a microbiota central
das amostras foram: Lactococcus spp., representando maioria nas amostras A3r e (67,6%), A5r
(65%) e A6r (80,3%), Brevibacterium spp. nas amostras Alr (61,1%) e A2r (24,9%) e a espécie
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Corynebacterium variabile com 73,1% de abundancia na amostra A4r e 42,5% na amostra A2r.
Staphylococcus spp. apresentou abundancia relativa de 11,8% na amostra A2r.

Bactérias na superficie do queijo com abundancia relativa significativa (>0,1%) foram:
Bavariicoccus seileri (Alr: 0,2%; A2r: 0,7%); Corynebacterium casei (Alr: 0,4%, A2r: 2,9%,
A3r: 0,6% e A5r: 0,1%); C. variabile na amostra Arl (7,7%), Psychrobacter meningitidis (A5r:
5,2%); Enterobacter spp., presente apenas na amostra A6r (0,4%); Enterococcus spp. (A3r:
0,4%) e Kocuria spp. (A2r: 0,2%); Staphylococcus spp. (A4r: 9,0%; A5r: 0,3% e A6r: 0,6%);
Psychrobacter spp. na amostra A4r, com prevaléncia de 0,9%. UTOs que ndo puderam ser
identificadas foram encontradas com abundancia relativa significativa em todas as amostras
(Alr: 5,9%, A2r: 5,5%; A3r: 1,1%; Ad4r: 0,7; A5r: 1,0% e A6r: 0,7%).

A microbiota natural do leite cru € rica em bactérias acido-laticas (BAL) que estdo
também presentes no soro fermento (pingo) e, consequentemente, nos queijos Minas artesanais
(LIMA et al., 2009; SANT’ANNA et al., 2019). Os principais géneros representantes sao
Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus e Streptococcus (CARR; CHILL; MAIDA, 2002;
CAMPOQOS, 2017). O género Lactococcus, mais prevalente entre as amostras analisadas é
também o género de BAL mais encontrado em queijos artesanais da Canastra (CAMARGO et
al., 2021).

Neste estudo, destacam-se as espécies: Streptococcus salivarius (A2r: 0,4%);
Lactobacillus brevis (A6r: 0,2%); Lactobacillus spp., com prevaléncia significativa em todas
as amostras (Alr: 0,7%; A2r: 0,9%; A3r: 0,3%; Ad4r: 0,5%; Abr: 7,1% e A6r: 1,3); Leuconostoc
sp. (Alr: 0,4%; A2r: 0,2% e Abr: 1,3); Lactococcus spp., abundante também nas amostras A2r
(6,6%) e A4r (02,6%) e Streptococcus sp. na amostra A2r, com 0,2%.

A alta prevaléncia de BAL nos queijos da regido também ja foi constatada em outros
estudos. A abundancia das espécies mostra-se variavel no soro fermento, entre as queijarias e
até entre as estaces do ano (NOBREGA et al., 2008; RESENDE et al., 2011, RAFAEL, 2017).

Bavariicoccus e Enterococcus também sdo géneros de BAL associados a queijos de leite
cru. A espécie Bavariicoccus seileri foi relatada em queijos produzidos na regiao sul do Brasil,
porém em baixa prevaléncia (NOBREGA, 2012; ERHARDT et al., 2023).

Outros géneros como Corynebacterium também j& foram associados ao queijo da
Canastra e, juntamente com Brevibacterium também foi encontrado principalmente em
prateleiras de maturacdo e piso de queijarias (KAMIMURA et al., 2020). A espécie
halotolerante C. variabile, em especial, parece ser predominante na superficie (KOTHE et al.,
2022).
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Em estudo realizado por Frétin et al. (2022) foi possivel observar uma correlacéo entre
a abundancia relativa significativa de Brevibacterium spp. e Brachybacterium spp. em queijos
produzidos com leite de vacas alimentadas com pasto em comparagdo com vacas alimentadas
com silagem, onde prevaleceu Lactococcus spp. Este dado corrobora com os resultados
encontrados, visto que as amostras analisadas no presente estudo foram coletadas na estacéo da
seca, periodo onde € utilizada silagem para alimentacdo do rebanho.

Em geral, as BAL tém como caracteristicas principais serem gram-positivas com
morfologia de cocos ou bacilos, catalase negativa, aerotolerantes, ndo esporogénicas, com
auséncia de citocromo, exigentes quanto a fontes nutricionais e podem tolerar bem meios acidos
(CARR; CHILL; MAIDA, 2002; CAMPOS, 2017). Algumas BAL podem apresentar potencial
probidtico, pois sdo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, microrganismos capazes de
agregar beneficios a saide do consumidor, desde de que ingeridos em quantidade suficiente
(FAO/WHO, 2001).

Além dos géneros ja mencionados, Enterococcus também compde a categoria de BAL.
Entretanto, seus possiveis beneficios a satde tém sido questionados, devido a uma potencial
patogenicidade em algumas espécies (LANDETA et al., 2013; MOZZI et al., 2016).

Espécies de BAL sdo capazes de fermentar a lactose, produzindo principalmente acido-
latico, influenciando no sabor, textura e aroma caracteristicos dos queijos artesanais
(PARENTE; RICCIARDI; ZOTTA, 2020; TAMANG et al., 2016). A fermentacdo da lactose
pelas BAL no queijo resulta em uma diminuicdo do pH do meio e pode selecionar
microrganismos patogénicos, resultando em um aumento da seguranca microbioldgica do
produto (MOZZI et al., 2016; VIEIRA et al., 2022).

Staphylococcus é um género associado a patogenicidade sendo, portanto, indesejado em
gueijos. Sua ocorréncia no queijo pode estar relacionada a falhas no controle de higiene durante
a manipulag&o ou a mastite bovina (ANTONIO; BORELLI, 2020). Nas amostras A2r e Ad4r,
onde apresentou maior abundancia também foram as amostras com menor prevaléncia de outras
especies e géneros de BAL, especialmente dos géneros Lactococcus e Lactobacillus,
conhecidos por inibir o crescimento deste patdgeno.

Bactérias com abundancia relativa pouco significativa na casca do queijo foram: as
especies Bavariicoccus seileri (A5r e A6r), Corynebacterium casei e (A5r), C. flavescens e
Lactobacillus brevis (A3r), C. glyciniphilum (Alr e A3r), L. parabuchneri apenas na amostra
AZ2r, Leuconostoc fallax (A3r), Streptococcus salivarius e Weissella jogaejeotgali na amostra
Abr e S. dysgalactiae (A6r); Advenella spp. apenas na amostra A2r, Bifidobacterium spp. (A3r
e Ab5r), Enterococcus spp. (Alr e Abr), Kocuria spp. e Serratia spp. (A6r), Microbacterium
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spp. (Alr, A2r e A3r), Staphylococcus spp. (Alr) e Pseudoclavibacter spp. apenas na Alr;
Corynebacterium sp. (A6r), Leuconostoc sp. (A3r e A4r) e Streptococcus sp. (A5r).

3.2 Microbiota presente no interior

No total, 214.150 UTOs de espécies fungicas representadas por 20 géneros e 21 espécies
distintas foram identificados nas amostras do interior dos queijos analisadas. 179.762 UTOs
referentes a espécies bacterianas foram encontradas no interior das amostras de queijo, sendo

representadas por 15 géneros e 8 espéecies (TABELA 5).

Tabela 5 - UTOs, géneros e espécies microbianas (nimeros) presentes no interior dos queijos.

Amostra Fungos Bactérias
UTOs Géneros Espécies UTOs Géneros Espécies
Alm 37.189 5 6 33.514 4 1
A2m 31.775 8 9 21.721 4 2
A3m 8.453 12 14 29.278 5 3
Adm 11.369 8 10 34.455 10 5
A5Sm 55.157 6 7 31.296 5 1
Abm 70.207 6 6 29.498 5 1

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

A amostra do interior dos queijos com maior numero de UTQOs de fungos foi a amostra
A6m e, de bactérias, a A4m. As amostras com maior numero de espécies fungicas identificadas
foi a A3m e de espécies bacterianas, a amostra A4m.

3.2.1 Fungos filamentos e leveduras

A seguir, o Gréafico 3 expde as espécies fungicas com abundancia relativa significativa
(>0,1%) identificadas no interior das amostras de queijo analisadas.

As espécies fungicas mais prevalentes nas amostras, compondo a microbiota central do
interior dos queijos foram G. candidum, D. catenulata e C. intermedia. A especie de G.
candidum predominou nas amostras Alm (72,8%), A3m (67,1%), A5m (92%) e A6m (45,9%).

D. catenulata foi mais prevalente nas amostras A2m e A4m, representando 53,4% e 75,7% das
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UTOs encontradas, respectivamente. J& C. intermedia foi mais abundante nas amostras Alm
(14,5%) e A6m (18,7%).

Gréfico 3 - Abundancia relativa de fungos no interior dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Outras especies com abundancia relativa significativa foram: Apiotrichum domesticum
(0,3%), Clavispora lusitaniae (1,6%) e Wickerhamiella pararugosa (1%), presentes apenas na
amostra A3m; Candida parapsilosis e Torulaspora delbrueckii, identificadas também na
amostra A3m com prevaléncia de 1,1%; Debaryomyces prosopidis (A2m: 0,3%; Ad4m: 1% e
Abm: 0,6%); Kazachstania unispora (A4m: 9,7%); Kluyveromyces lactis, presente nas
amostras A3m (9,2%) e A6m (1,9%) e Kodamaea ohmeri (A3m: 2,4% e A6m: 0,8%).
Moniliella spp. (0,3%) e Saturnispora spp. (1,1%) foram encontradas nas amostras A3m e A6m,
respectivamente. Espécies ndo identificadas tiveram prevaléncia de 0,7% na amostra A3m;

Saturnispora spp. e C. lusitaniae parecem ser contaminantes incomuns de queijos,
embora encontrados em outros estudos (BINTSIS, 2021; CEUGNIEZ et al., 2017,
JAKOBSEN; NARVHUS, 1996). Esta ultima, bem como K. lactis, T. delbrueckii e W.
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pararugosa foram isoladas de amostras de leite de vaca cru e também de um tipo de queijo
tradicional da Eslovéaquia. Foi observado por meio deste estudo uma série de mecanismos
desempenhados por estas leveduras para metabolizar lactose, lactato, lipideos e proteinas como
fontes de carbono e energia disponiveis no leite. A auséncia de leveduras viaveis no interior do
queijo mostrou também que estas espécies necessitam de condi¢Bes aerdbias para se
desenvolver (SIPICZKI; HRABOVSZKI, 2023).

A alta toleréncia dos fungos a condicbes desfavoraveis ao crescimento e
desenvolvimento de microrganismos pode explicar a maior abundancia destas espécies no
interior dos queijos analisados. A abundancia relativa significativa das espécies mencionadas
acima, no interior das amostras analisadas sugere que estas possivelmente estiveram presentes
no leite e no queijo nos momentos iniciais da producao. Importante salientar que o método de
identificacéo utilizado no presente estudo utiliza fragmentos do DNA microbiano e grande parte
dos microrganismos identificados pode néo ser cultivavel (MERING et al., 2007; SURANSKA
etal., 2016).

Cardoso et al. (2015) observaram a predominancia de K. ohmeri em amostras de queijo
do Serro e sua producdo de enzimas responsaveis pela metabolizacdo de lipideos e proteinas,
importantes pela formacéo das caracteristicas tipicas do queijo.

Apesar de ser encontrada com frequéncia em queijos maturados, C. intermedia ja foi
relatada como contaminante de produtos artesanais (CEUGNIEZ et al., 2017; LACHANCE et
al., 2011). Na Canastra, Andrade et al. (2017) identificaram a presenga de C. intermedia, K.
lactis e T. delbrueckii em amostras de soro de leite, cultura starter natural (pingo) e queijo
Minas artesanal. Resultados semelhantes foram alcancados por Borelli et al. (2006). Os estudos
mostram que estas leveduras se destacaram pelo potencial de fermentacédo da lactose e formacao
de compostos arométicos volateis, sendo desejavel sua presenca no queijo.

K. lactis pode produzir principalmente compostos como aldeidos, acetaldeido, etanol,
alcoois de cadeia ramificada e ésteres de acido acético, responsaveis por notas alcoolicas,
frutadas e acéticas (ATANASSOVA et al., 2016; BINTSIS, 2021). K. lactis foi identificada em
amostras de queijo de leite cru das microrregides da Canastra (ARAGAO et al., 2022) e também
de outras microrregides como Serro (SOUZA et al., 2021) e Araxd (CESARIO, 2022), onde,
nos dois ultimos estudos, mostrou predominancia em relacdo a outras espécies fungicas nos
tempos iniciais de maturacdo. Além das modificacOes desejaveis das caracteristicas sensoriais,
esta espécie pode ter acdo probidtica e também acdo antagdnica sobre outras espécies de
leveduras pela producdo de acido pulcherriminico (FADDA et al., 2004; SIPICZKI;
HRABOVSZKI, 2023).



63

Entre os fungos identificados, porém com abundéncia relativa pouco significativa em
algumas das amostras estdo: Acremonium citrinum, presente na amostra A6m; Acremonium
hennebertii e Fusarium spp. (A2m); Candida parapsilosis, Epicoccum nigrum e Penicillium
brevicompactum (A4m); Cladosporium cladosporidoides (A3m e A4m); Debaryomyces
prosopidis, Kluyveromyces lactis e Trichothecium roseum (Alm); Hannaella zeae e
Saturnispora spp. (A3m); Kodamaea ohmeri, Torulaspora delbrueckii; Trichosporon ovoides
(A2m e A5m) e espécies ndo identificadas (A2m e Aém).

Algumas das espécies identificadas neste estudo no interior dos queijos, estdo entre 0s
fungos ja identificados ou comumente encontrados em leite e produtos lacteos e também em
outros queijos de leite cru e maturados de outros paises, entre estas: C. parapsilosis, E. nigrum,
P. brevicompactum, C. cladosporidoides e K. unispora (LOPANDIC et al., 2006; LAVOIE et
al., 2012; CEUGNIEZ et al., 2017). Do mesmo modo, T. roseum, A. citrinum e espécies do
complexo C. cladosporidoides e Fusarium sp. também j& foram identificados em queijos da
regido da Canastra (ARAGAO, 2018; SILVA, 2020).

Espécies indesejaveis chegam ao queijo provindos do ambiente, dos utensilios, dos
manipuladores, dos animais e podem alterar negativamente as caracteristicas do produto
(BORELLI et al., 2006; MONTAGNA et al., 2004; MOUNIER et al., 2006; MOUBASHER,;
ABDEL-SATER; SOLIMAN, 2018; SOBRAL et al., 2017; VACHEYROU et al., 2011). Em
contrapartida, a baixa incidéncia destas espécies nas amostras sugere uma baixa contaminacéo

das amostras por fungos indesejaveis.

3.2.2 Bactérias

O Grafico 4 mostra as espécies bacterianas com abundancia relativa significativa
(>0,1%) identificadas no interior das amostras de queijo analisadas. No interior dos queijos, a
microbiota central caracteristica foi reprsentada pelo género Lactococcus, abundante nas
amostras Alm (98%), A3m (98,8%), Adm (92,2%), A5m (98,8%) e A6 (98,6%) e pela espécie
Streptococcus salivarius na amostra A2m (79,2%). Streptococcus sp. também foram

abundantes na amostra A2m (11,3%).
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Gréfico 4 - Abundancia relativa de bactérias no interior dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Os géneros Streptococcus e Lactococcus possuem espécies bastante associadas ao soro
fermento utilizado na fabricacdo dos queijos Minas artesanal. Possuem grande relevancia,
devido a metabolizacdo de aminoécidos e gorduras, contribuindo para o desenvolvimento de
aromas e sabores caracteristicos, sendo, portanto, desejavel sua prevaléncia nos queijos
(DALMASSO et al., 2016; SANT’ANNA et al., 2019).

Outras bactérias com prevaléncia significativa (>0,1%) nas amostras do interior dos
queijos foram as espécies: Leuconostoc fallax (A3m: 0,2%); Acinetobacter ursingii (0,2%) e 0s
géneros Chryseobacterium spp. (0,8%), Klebsiella spp. (0,9%) e Raoultella spp. (0,2%) na
amostra Adm; Enterobacter spp. (A6m: 0,8%); Lactobacillus sp. (A2m: 0,5%; A3m: 0,5%;
Adm: 2,7% e Abm: 0,3%), Leuconostoc sp. (A2m: 0,9%) e Streptococcus sp. (A5m: 0,5%).
UTOs de bactérias ndo identificadas foram abundantes significativamente no interior de todos
0s queijos: Alm (1,9%), A2m (0,5%), A3m (0,4), Adm (2,9%), Abm (0,2%) e A6m (0,4%).

Com prevaléncia pouco significativa encontrou-se as espécies: Acinetobacter

guillouiae, Streptococcus sp., Streptococcus salivarius e Lactobacillus parabuchneri (A4m);



65

Corynebacterium variabile (A6m); Lactobacillus brevis (A1, A3m e A4m); Leuconostoc
citreum e Enterococcus spp. (A3m e A4m); Bifidobacterium spp. e Serratia spp. (A3m);
Macrococcus spp. (A5m); Staphylococcus spp. e Lactobacillus (Alm e A6m); e por fim,
Leuconostoc sp. (Alm, A3m e A5m).

De acordo com Kamimura et al. (2020), bactérias indesejaveis como Acinetobacter,
Klebsiella e Enterobacter, com prevaléncia significativa no interior dos queijos, principalmente
da amostra A4m, sdo abundantes no leite cru e no ambiente de producdo. A presenca destes
géneros nos queijos analisados pode indicar maior contaminacgéo durante as etapas de producéo

e maturacao.

3.3 Comparacao entre a microbiota presente na superficie e no interior do queijo

De acordo com as métricas de diversidade alfa aplicadas, o indice de Shannon mostrou
maior diversidade de fungos no interior do queijo, em comparacdo com a superficie. Exceto nas
amostras Al e A2, onde a superficie do queijo (Alr e A2r) mostrou maior diversidade de
espécies fangicas (FIGURA 4).

Todos os valores encontrados para anélise da diversidade apresentam-se em material
suplementar (APENDICE A).

Figura 4 - indice de Shannon para diversidade alfa de espécies fingicas no queijo.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).
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Os valores de indice de Shannon para as espécies de fungos presentes nas amostras da
superficie variaram entre 0.3 (A5r) e 2.0 (A6r). Nas amostras do interior do queijo este
marcador apresentou valores entre 0.5 (A5m) e 2.1 (A6m).

Todas as amostras da casca apresentaram maiores valores de indice de Shannon para

diversidade de bactérias em comparagdo com o interior dos queijos (FIGURA 5).

Figura 5 - Indice de Shannon para diversidade alfa de espécies bacterianas no queijo.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Para espécies bacterianas os nUmeros variaram entre 1.668 (A6r) e 3.742 (AZ2r) e entre
0.454 (Abm) e 1.429 (A2m) para amostras da casca e do interior, respectivamente. Valores mais
altos, entre 3.70 e 5.26 foram encontrados por Kamimura et al. (2020) em avaliagdo da
diversidade de bactérias em amostras de queijo da regido da Canastra. Cesario (2022) observou
que no queijo da microrregido de Araxa o indice de Shannon somado para espécies fungicas e
bacterianas esteve mais alto aos 30 dias de maturacdo. Para 0 mesmo tempo de maturacdo dos
queijos analisados no presente estudo, este valor esteve mais baixo, 1.69.

Interessante observar que a amostra A6, com maior nimero de UTOs e riqueza para
especies fungicas foi também a amostra que apresentou menor diversidade de bactérias, tanto
na superficie quanto no interior dos queijos (A6r e A6m). Isto pode ser explicado por pelo

rapido crescimento dos fungos prevalentes nesta amostra, a saber G. candidum, D. catenulata
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e C. intermedia., que podem ter restringido o crescimento de algumas espécies bacterianas nesta
amostra de queijo. Entretanto, o contrario ndo foi observado, pois a amostra com maior
diversidade de bactérias (A2) ndo apresentou os menores valores de indice de Shannon para
fungos.

O indice de Shannon prediz a riqueza de espécies ou 0 nimero de diferentes tipos de
microrganismos, ndo levando em consideracdo o nimero de individuos de cada uma das
espeécies encontradas nos queijos (KIM et al., 2017). Como exemplo, no leite cru podem ser
encontrados altos valores do indice de Shannon, onde a diversidade microbiana é influenciada
por diferentes fatores. Por outro lado, baixos valores do indice de Shannon no queijo, sugerem
uma menor diversidade ou riqueza de espécies presentes nas amostras (CREMONESI et al.,
2018; DOYLE et al., 2017; FRANCIOSI et al., 2011; KAMIMURA et al., 2020).

Anadlises de beta diversidade sdo um parametro utilizado para avaliar as diferencas ou
distancia entre as amostras em complexidade de espécies (BOKULICH; MILLS, 2013).
Abaixo, observa-se a avaliacdo feita por UniFrac ndo ponderado (FIGURA 6).

Pelas figuras observa-se que nao houve uma separacéo clara entre as amostras de casca
e do interior dos queijos analisadas. Para espécies fungicas nota-se uma forte proximidade entre
a amostra A6 (A6r e A6m) com a casca da amostra A3 (A3r), mostrando uma complexidade de
especies mais proxima entre si. Quanto as bactérias, observa-se maior proximidade entre as
especies encontradas nas amostras AL (Alr e Alm), A2 (A2r), A4 (Adm), A5 (A5r) e A6 (A6r
e Alm).

Os resultados indicam que ndo ha grandes semelhancas entre as comunidades
microbianas encontradas nas amostras analisadas. Assim, sugere-se que as diferencas entre as
queijarias, seja pelo ambiente, pela utilizacdo do soro fermento natural (pingo) ou mesmo pelas
técnicas empregadas, impactam no perfil da microbiota encontrada (BASSI; PUGLISI;
COCCONCELLLI, 2015; BIOLCATI et al., 2020 VACHEYROU et al., 2011).
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Figura 6 - UniFrac ndo ponderado para beta diversidade de fungos (A) e bactérias (B).
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).
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Nos Graficos 5 e 6, observa-se todas as espécies e géneros bacterianos e fungicos
identificados nas amostras de casca e interior dos queijos analisados. E possivel, assim, ver uma

diferenca na diversidade de microrganismos encontradas em cada amostra.

Gréfico 5 - Diversidade de fungos nas amostras de queijo.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

A levedura D. catenulata e o fungo leveduriforme G. candidum foram identificados em
todos os queijos, tanto na superficie quanto no interior de todas as amostras. C. intermedia ndo
esteve presente apenas nas amostras A2 e A4.

As espécies e géneros de fungos A. citrinum, A. hennebertii, C. cladosporioides, E.
nigrum, Hannaella zeae, Moniliella spp. e P. brevicompactum s6 foram encontradas nas

amostras do interior dos queijos, com abundancia relativa pouco significativa. Entretanto,
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Fusarium spp identificado na amostra A2, apresentou abundancia relativa significativa na
superficie desta amostra.

Grafico 6 - Diversidade de bactérias nas amostras de queijo.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).
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Alguns géneros estiveram presentes em todas as amostras, incluindo casca e interior dos
queijos analisados, como Lactobacillus spp. e Lactococcus spp., embora em abundancia relativa
variavel. A espécie Corynebacterium variabile foi encontrada em todas as amostras de casca
de queijo e apenas no interior da amostra A6. Leuconostoc sp e Brevibacterium spp. somente
ndo foram encontrados na amostra A6. Entretanto, esta Gltima sé esteve presente nas cascas dos
queijos.

Staphylococcus spp. foi encontrado em todas as cascas de queijo, com excecdo da
amostra A3. A alta prevaléncia deste género na A2r, compondo inclusive a microbiota central
desta amostra, pode estar relacionada com a utilizacdo de pano para limpeza diaria dos queijos.
Esta pratica é motivo de atencdo, visto que ndo € permitida por legislacdo e ndo se enquadra
nas Boas Praticas de Fabricacdo exigidas na producao de queijos artesanais.

A microbiota da superficie dos queijos normalmente é composta por espécies fungicas
e bacterianas provenientes do leite cru, do ambiente de maturacéo e de outras diversas fontes
(CEUGNIEZ et al., 2017; QUIGLEY et al., 2013). Neste caso, a grande diversidade de
bactérias nas cascas dos queijos pode indicar contaminagdo durante a producdo, maturacéo e
manipulacdo das pegas.

Segundo Camargo et al. (2021) a composi¢do da comunidade microbiana pode ser
especifica da fonte, sendo variavel de uma microregido para outra ou até mesmo entre as
queijarias. Desse modo, 0 ecossistema especifico influenciara a microbiota dominante dos
queijos, corroborando com as diferengas entre as amostras de propriedades distintas

encontradas neste estudo.

3.3.1 Relacéo entre a prevaléncia de espécies na superficie e interior do queijo

No Grafico 7 € possivel observar uma relacdo entre a prevaléncia de algumas das
especies e géneros de fungos e de bactérias mais abundantes nas amostras da casca do queijo
Minas artesanal da Canastra.

Na superficie dos queijos foi possivel observar uma discrepancia entre a prevaléncia da
levedura D. catenulata e do fungo leveduriforme G. candidum. Nas amostras onde G. candidum
foi mais abundante, D. catenulata esteve em menor prevaléncia e vice-versa. O mesmo parece
acontecer entre D. catenulata e Lactococcus spp.

Nota-se também que a abundéancia de C. variabile nas amostras A2r e A4r esteve
relacionada a uma baixa prevaléncia de Lactococcus spp. (<10%). Essa diferenca pode indicar
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que caracteristicas do meio favoreceram a sobrevida de algumas espécies em detrimento de

outras.
Gréfico 7 - Prevaléncia de espécies presentes na superficie dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

Em contrapartida, outra relacdo interessante sobre a prevaléncia de alguns dos
microrganismos da microbiota central do queijo da Canastra foi observada neste estudo. A
maior abundancia de Lactococcus spp. esteve relacionada com uma maior abundancia de G.
candidum. Esta relagdo também foi observada entre a levedura D. catenulata e a espécie
bacteriana Corynebacterium variabile.

O fungo G. candidum é capaz de alcalinizar 0 meio através da metabolizagdo do acido
latico, permitindo sua sobrevivéncia e crescimento, principalmente durante os estagios iniciais
da maturacdo do queijo. Desse modo, esta espécie coexiste com bactérias acido laticas, como
Lactococcus spp. (SIPOSOVA et al., 2021).

Relacdo parecida ja foi relatada por Cesario (2022), que avaliou o comportamento
antagonico entre bactérias em queijo Minas artesanal. C. variabile é sabidamente tolerante a
altas concentragdes de sal, diferentemente de Lactococcus spp. € G. candidum (BRUNO;
CARVALHO, 2009; MARCELLINO et al., 2001;).

A prevaléncia de C. variabile e D. catenulata também ja foi associada em queijos
artesanais brasileiros (KOTHE; MOHELLIBI; RENAULT, 2022). Estas relagdes podem
indicar uma maior concentracao de cloreto de sodio nas amostras A2r e A4r, seja pela forma de
uso deste ingrediente na fabricacdo ou pela perda de umidade do queijo durante o tempo de
maturacao.

Do mesmo modo, conforme os Gréaficos 8 e 9 € possivel observar uma relagdo entre a
prevaléncia de algumas das espécies e géneros de fungos e de bactérias mais abundantes nas

amostras do interior dos queijos.
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Gréfico 8 - Prevaléncia de espécies bacterianas no interior dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Lactococcus spp., tem abundéncia relativa expressiva nas amostras do interior do queijo,
exceto na amostra A2m, diferentemente de Streptococcus salivarius, espécie que foi abundante
apenas na amostra A2m. Sabe-se que espécies destes géneros podem ser produtoras de
substancias antimicrobianas (O'SHEA et al., 2009; LAWRENCE et al., 2022).

Como observado em outros estudos, estes géneros parecem estabelecer sistemas de
adaptacédo ainda nédo definidos que garantem sua sobrevida ao longo do processo de maturagéo
(KAMIMURA et al., 2020). Isto pode indicar diferencas unicas ja na composi¢do do soro
fermento entre as queijarias, selecionando entdo os microrganismos dominantes apos as etapas

iniciais de fabricagéo dos queijos.

Grafico 9 - Prevaléncia de espécies fungicas no interior do queijo.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
gueijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).
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Da mesma forma, a diferenca entre a prevaléncia de G. candidum e D. catenulata
acontece no interior do queijo. De acordo com o Grafico 9, onde a populacéo de G. candidum
¢ alta, D. catenulata € menos prevalente. Silva (2020) ao avaliar a interacdo em a comunidade
fangica no queijo artesanal da Canastra ndo observou relagbes de interacdo negativas ou
positivas entre os géneros Diutina e Dipodascus (Geotrichum).

A prevaléncia destas espécies talvez dependa de condicGes especificas do meio e/ou da
prépria comunidade microbiana. O ambiente no interior dos queijos é anaerdbio e tem maior
umidade, diferentemente da superficie. Todavia, pode haver ainda maior concentracdo de
cloreto de sddio em algumas das amostras, desfavorecendo o desenvolvimento de G. candidum.
Além disso, a comunidade microbiana no interior do queijo difere da comunidade presente na
superficie. Dito isto, sdo necessarios mais estudos que avaliem os padrées de interacdo entre as
espécies e 0 meio para definir quais fatores de fato influenciam na abundancia dos
microrganismos.

Observando os Gréaficos 8 e 9, nota-se que a relacdo entre a prevaléncia de G. candidum

e 0 género Lactococcus na superficie ndo é observada no interior dos queijos.
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4 CONCLUSAO

As espécies fungicas mais prevalentes, compondo a micobiota central dos queijos, tanto
na superficie quanto no interior foram G. candidum e D. catenulata. A levedura C. intermedia
apresentou abundancia significativa apenas no interior dos queijos, onde também houve maior
diversidade fungica, no geral. A prevaléncia e o rapido crescimento de G. candidum pode ter
inibido o desenvolvimento de espécies indesejaveis na superficie dos queijos.

No interior dos queijos a microbiota central foi determinada pela abundancia das
bactérias Streptococcus salivarius e do género Lactococcus. A superficie apresentou maior
diversidade de bactérias, entre elas: Lactococcus spp., Brevibacterium spp., Corynebacterium
variabile e Staphylococcus spp.

Diferencas entre a prevaléncia de espécies se destacaram. Nas amostras com maior
abundancia de G. candidum e Lactococcus spp. notou-se menor prevaléncia de D. catenulata e
C. variabile, respectivamente, sugerindo que a composicdo do meio pode ter favorecido a
sobrevida de algumas espécies.

Observou-se baixa incidéncia de espécies fangicas indesejaveis nas amostras num geral.
Entretanto, algumas amostras apresentaram abundancia relativa significativa de bactérias

indesejaveis, indicando falhas na higiene durante a manipulagao dos queijos.
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RESUMO

Minas Gerais se destaca pela producédo de queijos artesanais em diversas microrregifes.
As técnicas tradicionais de fabricacdo, a micobiota enddgena, entre outros fatores, predizem as
caracteristicas particulares do produto. A preservacdo das leveduras que compdem essa
micobiota permite ampliar o entendimento da comunidade microbiana no queijo. Desse modo,
este estudo teve como objetivo identificar e preservar as leveduras isoladas em Colecéo de
Cultura de Microrganismos para pesquisas posteriores. Avaliou-se a diversidade de leveduras
identificadas na casca e no interior do Queijo Minas Artesanal Casca Florida da regido da
Canastra aos 15 dias de maturacdo, utilizando-se métodos dependentes de cultivo. O isolamento
das leveduras das amostras de queijos se deu por diluicdo seriada nos meios DRBC (Dichloran
Rose Bengal Chloramphenicol) e YEPG (Yeast Extract Peptone Glucose Agar) e a identificacéo
dos isolados por MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry). Aspectos fisico-quimicos das amostras, como umidade, gorduras,
proteinas, pH e cinzas foram correlacionados com a micobiota identificada. Das espécies de
leveduras caracteristicas da micobiota terroir, Diutina catenulata, Kluyveromyces lactis,
Kodamaea ohmeri, Trichosporon coremiiforme e Geotrichum candidum, foram encontradas
tanto no interior quanto na superficie dos queijos analisados. Somente na superficie identificou-
se Candida intermedia, Torulaspora delbrueckii e Trichosporon japonicum, associadas as
amostras com maiores valores de pH. No interior, encontrou-se as leveduras Candida
lucitaniae, Candida parapsilosis, Trichosporon asahii e Rhodotorula mucilaginosa,
relacionadas aos queijos mais imidos. G. candidum e K. lactis foram relacionados aos queijos
mais gordos. Os resultados colaboram para o entendimento da composigéo fisico-quimica e
micologica da comunidade fungica dos queijos da regido e contribuem para a implementagéo
de estratégias que possam melhorar a qualidade e seguranca na producdo. Além disso, a
preservacao dos isolados possibilita estudos futuros que possam contribuir para o conhecimento
das dindmicas entre as comunidades microbianas do queijo Minas artesanal da Canastra.

Palavras-chave: MALDI-TOF MS. Leveduras. Qualidade.
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ABSTRACT

Minas Gerais stands out for the production of artisanal cheeses in several micro-regions.
Traditional manufacturing techniques, endogenous mycobiota, among other factors, predict the
particular characteristics of the product. The preservation of the yeasts that make up this
mycobiota allows us to expand our understanding of the microbial community in cheese.
Therefore, this study aimed to identify and preserve the yeasts isolated in the Microorganism
Culture Collection for future research. The diversity of yeasts identified in the rind and interior
of Bloomy Rind Artisanal Minas Cheese from the Canastra region was evaluated at 15 days of
maturation, using cultivation-dependent methods. The isolation of yeasts from cheese samples
was carried out by serial dilution in DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) and
YEPG (Yeast Extract Peptone Glucose Agar) medium and identification of the isolates by
MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of -Flight Mass
Spectrometry). Physicochemical aspects of the samples, such as moisture, fats, proteins, pH
and ash were correlated with the identified mycobiota. Of the yeast species characteristic of the
terroir mycobiota, Diutina catenulata, Kluyveromyces lactis, Kodamaea ohmeri, Trichosporon
coremiiforme and Geotrichum candidum, were found both in the mass and on the surface of the
analyzed cheeses. Candida intermedia, Torulaspora delbrueckii and Trichosporon japonicum
were identified only on the surface, associated with samples with higher pH values. In the mass,
the yeasts Candida lucitaniae, Candida parapsilosis, Trichosporon asahii and Rhodotorula
mucilaginosa were found, related to moister cheeses. G. candidum and K. lactis were related to
fattier cheeses. The results contribute to the understanding the physical-chemical and
mycological composition of the fungal community of cheeses in the region and contribute to
the implementation of strategies that can improve quality and safety in production. Furthermore,
the preservation of the isolates enables future studies that can contribute to the knowledge of
the dynamics between the microbial communities of Canastra's artisanal Minas cheese.

Keywords: MALDI-TOF MS. Yeasts. Quality.
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1 INTRODUCAO

No Brasil sdo produzidos diversos tipos de queijos artesanais, com caracteristicas
variadas entre as regides produtoras. As variedades de queijos s@o determinadas pelas regides
e/ou métodos tradicionais de fabricacdo (BORELLI et al., 2016). Nesse contexto, o estado de
Minas Gerais é referéncia quando se trata de queijo artesanal produzido com leite cru, devido
a sua tradicdo secular na fabricacdo deste produto (SANT'ANNA et al., 2019; PINEDA et al.,
2021). O estado é conhecido pelo grande volume de producdo e pela diversidade de tipos de
queijos. Entre esses, destaca-se 0 Queijo Minas Artesanal que teve seu modo de fazer registrado
como Patriménio Cultural do Brasil pelo Instituto do Patriménio Histérico e Artistico Nacional
(KAMIMURA et al., 2019; MENESES, 2006).

O Queijo Minas Artesanal (QMA) da Canastra tem ganhado destaque por sua
originalidade, tradicéo e qualidade, sendo reconhecido no Brasil e no mundo por suas diversas
premiacdes. Segundo Aragdo et al. (2022), o queijo produzido artesanalmente na regido da
Canastra é fabricado a base leite de vaca ndo pasteurizado e fermento enddgeno rico em
microrganismos nativos, conhecido como “pingo”, o que contribui para a fermentacdo e
maturagéo do produto. Dessa forma, configura-se como um alimento tradicional com indicagéo
geografica protegida e grande valor social, cultural e econdmico.

Por ser 0 QMA um produto artesanal, as caracteristicas particulares do terroir, como
clima, pastagens nativas, altitude, temperatura, tipo de solo e umidade relativa do ar, bem como
a populagéo microbiana nativa, entre outras influenciam diretamente na qualidade, tipicidade e
identidade do produto (BEMFEITO et al., 2016; TURBES et al., 2016). Este conjunto de
fatores formam o perfil da comunidade microbiana do queijo, como as leveduras, influenciando
também nas caracteristicas sensoriais do produto (CASALTA et al., 2009; DONNELLY;
KEHLER, 2016). Observa-se entdo a importancia de se conhecer a diversidade da micobiota
do queijo e quais fatores podem influenciar na sua composicao.

Assim, o presente estudo teve por objetivo a preservacdo das leveduras presentes na
casca e no interior do Queijo Minas Artesanal da microrregido da Canastra, aos 15 dias de
maturacdo, utilizando-se métodos dependentes de cultivo. Este estudo tambeém buscou

correlacionar as espécies identificada com os aspectos fisico-quimicos das amostras analisadas.



90

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Amostragem

Foram selecionados queijos Minas artesanal do tipo casca florida produzidos em
queijarias produtoras certificadas da microrregido da Canastra que mostraram interesse em
participar do estudo. Estas estdo localizadas nos municipios de Sdo Rogue de Minas e Medeiros,

na microrregido da Canastra, no estado de Minas Gerais, Brasil (TABELA 6).

Tabela 6 - Local de producéo das amostras de Queijo Minas Artesanal da Canastra.

Localizacéo geografica

Amostras Queijaria
Latitude Longitude Altitude (m)
Al Q1 20°11°09”S 46°21°43”W 766 m
A2 Q2 20°06°45S 46°15°13”W 889 m
A3 Q3 20°01°08”S 46°28°08”W 1.075m
A4 Q4 20°02°40”S 46°33°05”W 1.225m
A5 Q5 20°06°24S 46°19°15”W 826 m
A6 Q6 20°01'52"S 46°27'49"W 1.050 m

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “Q” identifica as queijarias onde as amostras foram
coletadas.
Fonte: Da autora (2023).

As amostras, com tempo de maturacdo de 15 dias (FIGURA 7) foram produzidas e
coletadas no més de julho de 2021, armazenadas em sacos estéreis e transportadas em
temperatura ambiente até a Unidade de Recursos Microbioldgicos (URMICRO), da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). As amostras foram entdo preparadas para posterior

analise.
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Figura 7 - Amostra de queijo artesanal de casca florida da microrregido da Canastra.

Fonte: Da autora (2023).

2.2 Preparacéo das amostras
As pecas de queijo foram preparadas e fracionadas em ambiente estéril. Apo6s o corte
das pecas foi realizada a divisdo de cada amostra de queijo em duas subamostras distintas (casca

e interior), conforme Tabela 7.

Tabela 7 - Subdivisdo das amostras de queijo.

Subamostras derivadas

Amostras
Casca Interior
Al Alr Alm
A2 A2r A2m
A3 A3r A3m
A4 Adr Adm
A5 A5r A5m
A6 AGr A6m

[IP%3]

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m”
identifica as subamostras do interior ou massa do queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Assim, foram coletados fragmentos das amostras de pontos equidistantes da casca,
sendo os pontos P1, P2, P3 e P4 referente as laterais e os pontos P5 e P6 da superficie e da base

do queijo, respectivamente. Também foram coletados fragmentos das amostras do interior do
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queijo, no ponto mais central e distante da superficie (ponto P7), conforme esquema mostrado
na Figura 8.

Figura 8 - Modelo esquematico de preparacdo das amostras para analises.

PS5 P2

24 |

7

P6

Fonte: Da autora (2023).

Fragmentos das subamostras da casca e do interior foram armazenados separadamente
(25 g da casca e 25 g do interior) e analisadas para isolamento e identificagdo da micobiota
cultivavel. Outra parte foi destinada para determinacdo da composicdo fisico-quimica dos

queijos.

2.2.1 Avaliacéo da micobiota por método dependente de cultivo

A técnica de dilui¢do seriada foi utilizada para avaliar as espécies de leveduras presentes
nos queijos, conforme taxonomia poliféasica classica descrita por Aragdo et al. (2022). Para isto,
25 g de casca e 25 g do interior do queijo foram triturados grosseiramente e adicionados, cada
uma, a 225 mL de solucédo de peptona a 0,1% e homogeneizados usando Stomacher (Mayo
Homogenius HG 400, S&o Paulo, Brasil). Estes foram submetidos a 490 golpes/2 minutos.

Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes em série foram espalhadas na superficie das placas
com meio de cultura placas e incubadas a 25 °C por 5 a 7 dias. Os meios utilizados foram
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC; Merck, Darmstadt, Germany) e Yeast
Extract Peptone Glucose Agar (YEPG) (Merck). Apds o periodo de incubacdo, unidades
formadoras de col6nias (UFCs) foram contadas e a técnica da raiz quadrada foi empregada para

determinar o nimero total de leveduras a serem isoladas.
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2.2.2 ldentificagdo dos isolados

Os isolados foram entdo transferidos para o meio Malt Extract Agar (MEA) (Merck,
Darmstadt, Alemanha) para purificacdo e incubados em BOD a 25 °C e 28 °C por 7 dias. Apés
este periodo, caracteristicas macro e microscépicas das colénias foram avaliadas.

As leveduras isoladas foram cultivadas em meio YEPG (1% de extrato de levedura
[Merck], 2% de peptona bacterioldgica [HiMedia], 2% de glicose [Merck], 1,5% de agar
[Merck] e pH ajustado em 5) a 28 °C por 18 horas. Posteriormente foram identificados usando
Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-
TOF), conforme metodologias descritas por Oliveira et al. (2015) e Resende et al. (2018). Cada
cepa foi preparada em triplicata e analisada em um espectrdmetro de massa Microflex LT
MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) usando o MALDI Biotyper 3.0 automatic
system.

Depois de identificados, os isolados foram submetidos ao congelamento progressivo
(inicial: -18 °C, final: -80 °C) e depositados na Colecdo de Cultura de Microrganismos da
URMICRO, na Universidade Federal de Lavras.

2.2.3 Avaliacao dos aspectos fisico-quimicos

As amostras de casca e do interior dos queijos foram analisadas por meio de testes para
determinacdo dos aspectos fisico-quimicos, em triplicata, no Laboratdrio de Leite e Derivados
do Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
segundo os protocolos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006) e do
Instituto Adolfo Lutz (2008).

Foram avaliados o percentual de umidade pelo método gravimétrico e também os
valores de pH, teor de gordura pelo método butirométrico (método Van Gulik), de proteinas
pelo método Kjeldahl e de cinzas, conforme descri¢do abaixo:

a) umidade: secagem em estufa (102 £ 2 °C) de 3 gramas de cada amostra até

estabilizagéo do peso;

b) pH: homogeneizacdo da de 5 gramas de amostra em 50 mL de &gua destilada e

afericdo com medidor de pH (Quimis®);

c) gordura: digestdo da matéria organica por acido sulfurico, utilizando-se butirdmetro

especial para queijos e separacdo das fases por acdo do alcool isoamilico. A leitura

foi dada em escala propria do equipamento;
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d) proteinas: determinacdo do Nitrogénio Total (NT) pelo método de Kjeldhal para
calculo do teor de proteinas totais (NT x 6,38);
e) cinzas: carbonizacdo de 2 gramas de amostra em chapa aquecedora e MUFLA a 540

°C por 18 horas para determinacéo do peso de cinzas de cada amostra.
2.3 Anélise estatistica
Para avaliar a diferenca estatistica dados das analises dos componentes fisico-quimicos

realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA) com posterior teste de Tukey a 5% (p<0,05) de
significancia, utilizando-se o software Sisvar, versdo 5.6 (FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Leveduras identificadas na superficie dos queijos

No total, foram isoladas 54 leveduras das amostras de casca de queijo analisadas.
Destes, identificou-se 26 isolados de leveduras. As populacbes médias totais de espécies

fangicas encontradas nos meios de cultura analisados estdo descritas na Tabela 8.

Tabela 8 - Populagdo média total de espécies fungicas da superficie dos queijos avaliada nos
meios de cultivo DRBC e YEPG em UFC por grama (UFC/g).

Populacdo média total

Amostra
YEPG DRBC
Alr 101 x 108 UFC/g 84 x 108 UFC/g
A2r 72 x 108 UFC/g 102 x 108 UFC/g
A3r 38 x 108 UFC/g 52 x 108 UFC/g
Adr 55 x 107 UFC/g 67 x 107 UFC/g
A5r 4 x 108 UFC/g 35 x 108 UFC/g
A6r 33 x 108 UFC/g 30 x 108 UFC/g

€99
T

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

A Amostra Alr apresentou os maiores valores de populacdes média total da superficie
dos queijos no meio de cultura YEPG (101 x 108 UFC/g), enquanto valores maiores de UFC/g
foram apresentados pela amostra A2r, com 102 x 108 UFC/g no meio DRBC. A amostra que
apresentou menores valores para populacdo média total foi a amostra A4r, com 55 x 107 UFC/g
e 67 x 107 UFC/g nos meios de cultura YEPG e DRBC, respectivamente.

As leveduras identificadas estdo dispostas no Gréafico 10, de acordo com a abundancia
relativa de cada espécie presentes nas amostras de casca dos queijos.

A amostra A5r apresentou a maior de diversidade de leveduras isoladas. As leveduras
identificadas foram: Diutina catenulata, presente nas amostras A2r (33%), A4r (33%) e A5r
(27%); Candida intermedia nas amostras Alr (40%) e A4dr (11%); Kluyveromyces lactis,
prevalente na maioria das amostras (A2r: 17%, A3r: 60%, A5r: 9% e A6r: 11%); Kodamaea
ohmeri, nas amostras A3r (20%) e A6r (11%); Trichosporon japonicum, nas amostras Alr e
Adr, com 20% e 11% de prevaléncia, respectivamente. Outras espécies abundantes em apenas

uma das seis amostras analisadas foram Torulaspora delbrueckii (A5r: 9%), Trichosporon
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coremiiforme (A5r: 9%) e o fungo leveduriforme Geotrichum candidum (A2r: 17%). No total,
52% dos isolados das seis amostras de casca de queijo ndo foram identificados.

Grafico 10 - Abundancia relativa de leveduras presentes na casca dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind).
Fonte: Da autora (2023).

A presenca de leveduras na superficie do queijo € justificada principalmente pela
presenca natural desses microrganismos no leite cru, no ar, nas roupas, maos, utensilios e
equipamentos utilizados durante os processos de producdo e maturagdo (ELIKASES-
LECHNER; GINZINGER, 1995; BORELLI et al., 2006). Kacaniova et al. (2019) citam que a
populacdo de leveduras pode ser frequentemente isolada de diversos tipos de queijos com
contagens de 10* a 108 UFC/g e que sua presenca no queijo estd atribuida as condigoes
favoraveis para seu crescimento e a ampla distribuicdo do ambiente leiteiro.

As leveduras compdem a microbiota secundaria de varios tipos de queijos,
principalmente de queijos artesanais e tém papel significativo no processo de maturacéo,
demonstrado por diversos estudos (BORELLI et al., 2006; BINTSIS, 2021). Esses
microrganismos sdo uma parte significativa da microbiota do queijo, devido as suas atividades
lipoliticas e proteoliticas, fermentacdo da lactose, producdo de sabores, tolerancia a altas
concentracdes de sal, baixo pH, baixa atividade de agua e baixas temperaturas (LOPANDIC et
al., 2006; KACANIOVA et al., 2019).



97

Estudos realizados com QMA tém permitido o isolamento, identificacdo e
caracterizagéo de diferentes leveduras de interesse na cadeia produtiva do queijo artesanal. As
especies identificadas neste estudo séo comumente encontradas em diferentes tipos de queijos
e tém sido relatadas por varios autores (ANDRADE et al., 2017; ARAGAO et al., 2022;
BINTSIS, 2021; CESARIO, 2022; DUGAT-BONY et al.,, 2016; SOUZA et al., 2021;
SANTOS, 2021).

Mounier et al. (2006) em estudo sobre a populacdo fungica na superficie de queijos
maturados, observou baixa propor¢do de espécies como D. catenulata (Candida catenulata) e
C. intermedia em comparagdo com os demais géneros, sendo comumente encontradas no ar das
camaras de maturacao e na pele de produtores de queijos.

Em seu trabalho sobre a micobiota de queijos artesanais produzidos na regido da
Canastra, Martin et al. (2023) verificaram que os géneros Kluyveromyces, Torulaspora e
Trichosporon estavam presentes em todas as propriedades produtoras de QMA, sendo
consideradas como uma micobiota core do QMA da Canastra. Dessa forma, a presenca desses
microrganismos em todas as amostras de queijos provenientes das cidades que compdem a
microrregido da Canastra propde que estes géneros fungicos tém grande importancia na
identidade desses queijos.

Penna et al. (2021) enfatizam que K. lactis e T. delbrueckii s&o conhecidos por estarem
envolvidos na fermentacdo da lactose e podem ser responsaveis pela producdo de etanol e
diversos compostos volateis aromaticos importantes para o aroma e sabor do queijo. K. ohmeri
identificada em amostras de Queijo Minas Artesanal do Serro foi associada a producdo de
enzimas responsaveis pela metabolizacdo de lipideos e proteinas, importantes pela formacéo
das caracteristicas tipicas do queijo (CARDOSO et al., 2015).

Espécies de fungos filamentosos advindos do ambiente da queijaria, tém como
obstaculo para crescer e se desenvolver na superficie dos queijos, a composicao bioquimica do
produto e também o controle bioldgico que outras espécies microbianas podem exercer nos
queijos (VACHEYROU et al., 2011).

Por outro lado, Papadimitriou, Pot e Tsakalidou (2015), afirmam que fungos
filamentosos autdctones tém a capacidade de se adaptar em diversos nichos alimentares e
encontram um ambiente perfeito no queijo, onde desenvolvem estratégias de adaptacdo, bem
como a capacidade de controlar o desenvolvimento de fungos toxigénicos como agentes de
biocontrole. Sipiczki e Hrabovszki (2023) relataram a agdo antagbnica de G. candidum sobre o
crescimento de hifas e sobre a esporulacéo de espécies fungicas indesejaveis na superficie de

queijos, atuando como agente bioprotetor.
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Portanto, o crescimento descontrolado de fungos na superficie de queijos deve ser visto
com atencgdo, sendo importante favorecer a selecdo natural de estirpes ndo toxigénicas que

garantam a seguranca microbioldgica do produto (ARAGAO, 2018).
3.2 Leveduras identificadas no interior dos queijos

Para as amostras do interior dos queijos analisados foram isolados, no total, 57 leveduras
e destas foi possivel identificar 27 leveduras. As populacfes médias totais das espécies fungicas

encontradas, de acordo com os meios de cultura analisados, estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Populacdo média total de espécies fungicas do interior dos queijos avaliada nos meios
de cultivo DRBC e YEPG em UFC por grama (UFC/qg)

Populacao média total

Amostra
YEPG DRBC
Alm 68 x 10° UFC/g 70 x 10° UFC/g
A2m 7 X 10° UFC/g 12 x 10° UFC/g
A3m 34 x 10° UFC/g 38 x 10° UFC/g
Adm 12 x 10° UFC/g 20 x 10° UFC/g
ASm 38 x 108 UFC/g 35 x 108 UFC/g
A6m 6 x 10° UFC/g 8 x 10° UFC/g

Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

A maior populacdo média total encontrada no interior dos queijos foi correspondente a
amostra A5m, com 38 x 108 UFC/g no meio YEPG e 35 x 108 UFC/g no meio DRBC. Os
menores valores de UFC/g foram das amostras A3m no meio YEPG (34 x 10° UFC/g) e da
amostra A6m (8 x 10° UFC/g) no meio DRBC.

As espécies identificadas estdo dispostas no Grafico 11, de acordo com a abundancia
relativa de cada espécie presente nas amostras do interior.

As amostras Adm, A5m e A6m foram as amostras do interior dos queijos com maior
diversidade de leveduras. A levedura Kluyveromyces lactis foi prevalente em cinco das seis
amostras do interior dos queijos (Alm: 17%, A2m: 25%, A3m: 33%, A5m: 6% e A6m: 21%).
Diutina catenulata apresentou abundancia relativa de 17% (Alm e A3m) e 18% (A5m).

Candida parapsilosis esteve presente nas amostras A2m e A6m, com 20% e 7% de abundancia,
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respectivamente. O fungo leveduriforme Geotrichum candidum esteve presente em duas das
amostras analisadas (Alm: 33% e A5m: 6%). Rhodotorula mucilaginosa foi identificada nas
amostras Adm (10%) e A5m (6%). Espécies abundantes em apenas uma das seis amostras do
interior dos queijos foram: Candida lucitaniae (Adm: 10%), Kodamaea ohmeri (A4m: 10%) e
Trichosporon coremiiforme (A6m: 21%). N&o foram identificadas 53% do total de leveduras
isoladas das seis amostras.

Grafico 11 - Abundancia relativa de leveduras presentes no interior dos queijos.
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Legenda: “A” identifica as amostras de queijo; “m” identifica as subamostras do interior ou massa do
queijo (mass).
Fonte: Da autora (2023).

Silva (2020) relata que, devido a sua baixa frequéncia entre 0s queijos das diferentes
propriedades, talvez Candida spp. ndo desempenhe um papel fundamental para a maturacdo do
queijo em si, mas possivelmente para manter o equilibrio entre os demais integrantes da
comunidade. Entretanto, a baixa prevaléncia deste género nas amostras do interior dos queijos
analisadas pode ser em fungdo do método utilizado neste estudo, que depende de células viaveis
para de cultivo e identificacéo.

Apesar de apresentar baixa abundéncia relativa, o género Candida foi encontrado nos
queijos de quase todas as propriedades analisadas. Segundo Borelli et al. (2006), no Brasil,
entre as leveduras mais identificadas por técnicas dependentes de cultivo em queijos Canastra,
apos o quinto dia de maturacédo estd Candida catenulata (Diutina catenulata).
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Outras espécies encontradas neste estudo que também ja foram identificadas em
produtos lacteos e queijos maturados sdao C. parapsilosis, C. lucitaniae, Rhodotorula
mucilaginosa, Trichosporon coremiiforme (BINTSIS; PAPADEMAS, 2002; BIOLCATI et al.,
2020; CARDOSO et al., 2015; CEUGNIEZ et al., 2017; LOPANDIC et al., 2006; ROOSTITA;
FLEET, 1996).

T. coremiiforme por sua vez ndo € associada a alimentos, sendo encontrada
principalmente no solo. A presenca desta, apesar de ter sido encontrada em apenas uma das seis
amostras requer atencdo, devido a alta probabilidade de patogenicidade em humanos
(MIDDELHOVEN et al., 2003). Segundo Cardoso et al. (2015) a presenga de Trichosporon
spp. € R. mucilaginosa em baixa prevaléncia pode indicar uma contaminacgdo transitéria dos
queijos Minas artesanais.

Sabe-se que os fungos filamentosos desempenham um papel na maturacdo de varios
queijos, por exemplo, Roquefort, Brie, Camembert e Gorgonzola. No caso dos queijos
produzidos de forma artesanal isso ndo é diferente. A micobiota autoctone representa uma fonte
de varios metabolitos e enzimas (principalmente proteoliticas e lipoliticas) que desempenham
um papel importante durante o amadurecimento e maturacdo e conferem uma assinatura
aromatica peculiar aos produtos finais (FERROCINO; RANTSIOU; COCOLIN, 2022).

Como observado no Gréafico 11, Geotrichum candidum demonstrou abundéncia relativa
significativa nas amostras A1m e A5m. Este fungo leveduriforme esta naturalmente presente
no leite cru, mas também pode ser encontrado em outros ambientes como solo, plantas e frutas.
E frequentemente adicionado como cultura inicial para a producio de queijos maturados com
fungos como Camembert e Brie, pois confere textura enrugada na superficie dos queijos durante
0 processo de maturacdo e contribui para o desenvolvimento de aroma e sabor, devido a
producdo de enzimas (GOBBETTI et al., 2015; PENLAND et al., 2021). As proteases
produzidas por esta espécie sdo capazes de metabolizar peptideos de cadeia média e diminuir o
sabor amargo resultante da acdo do fungo Penicillium camemberti em queijos macios e
semiduros (MARCELLINO et al., 2001).

3.3 Preservacao das leveduras em Colecédo de Cultura de Microrganismos

As leveduras isoladas e identificadas foram preservadas por congelamento progressivo
(inicial: -18 °C, final: -80 °C) e depositadas na Colecdo de Cultura de Microrganismos, da
Unidade de Recursos Microbiolégicos da Universidade Federal de Lavras (URMICRO —
UFLA).
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Para isto, foi selecionado um representante de cada espécie e atribuidos cédigos de
identificacdo. Este processo tem a finalidade de preservacdo e manutencdo destes
microrganismos em bancos de dados e sua disponibilizacdo para pesquisas futuras, a fim de se
explorar ao maximo o potencial biotecnol6gico de cada espécie de leveduras. Na tabela 10 estdo

os codigos de identificacdo das espécies preservadas.

Tabela 10 - Espécies de leveduras isoladas da casca e do interior do QMA da Canastra e

preservadas em Colecédo de Cultura de Microrganismos.

Espécie Cadigo
Diutina catenulata URMICRO2002
Candida intermedia URMICRO2009
Candida lucitaniae URMICRO2011
Candida parapsilosis URMICRO2006
Geotrichum candidum URMICRO2003
Kluyveromyces lactis URMICRO2001
Kodamaea ohmeri URMICRO2007
Rhodotorula mucilaginosa URMICRO2005
Torulaspora delbrueckii URMICRO2008
Trichosporon asahii URMICRO2012
Trichosporon coremiiforme URMICRO2010
Trichosporon japonicum URMICRO2004

Fonte: Da autora (2023).

3.4 Correlacédo entre as espécies identificadas e os aspectos fisico-quimicos

Na Tabela 11 dispde-se os valores dos aspectos fisico-quimicos avaliados em triplicata,
nas amostras de casca e do interior dos queijos analisados.

N&o houve diferenca estatistica entre as amostras de casca dos queijos para os valores
de pH, que variaram de 5.3 (A3r) a 6.3 (A1r). Para o interior, observa-se semelhanca estatistica
entre as amostras A1m, A3m e Abm (p>0,05) e também entre as amostras A2m e Adm. A
amostra A6m foi diferente estatisticamente de todas as amostras. Os valores encontrados
variaram de 5.1 (A6m) a 5.5 (A2m e A4m). Valores de pH entre 4.8 e 5.2 pode favorecer reagdes
fisico-quimicas e microbioldgicas no queijo (COSTA JUNIOR et al., 2014). Apenas as

amostras A2m e A6m do interior dos queijos apresentaram valores de pH nesta faixa.
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Tabela 11 - Aspectos fisico-quimicos das amostras da superficie e do interior dos Queijos.

Aspectos fisico-quimicos

Amostra Umidade
pH GES (%) Proteinas (%) Cinzas (%)
(%)

Alr 6.3£0,0a 431+11c 695+00b 257+06¢g 50+0,1d
A2r 57+06a 370+04a 47,7+00c 27,0x04c 41+05¢c
A3r 56+0,1a 36,7+t21a 457+0,0f 199+0,2a 19+0,1a
Adr 6.0£0,1a 36,4+05a 526+ 00d 243%£00Db 28+0,1b
Abr 6.2+x13a 441+10c 651+00e 248+0,4d 42+03c
Abr 6.2+0,0a 392+0,6b 421+0,0a 256%02¢g 4,7+0,0d
Alm 53+0,0ab 47,0+04c 603+0,0b 238+09b 36+04c
A2m 55+£00b 458+21c 628+£00d 243+£07bc 41+06¢C
A3m 52+02ab 370%x21la 396+00e 212+04a 16+0,1a
Adm 55+00b 424+14c 516+00f 205+04a 54+0,0d
A5m 53+04ab 514+05d 449+00a 204+04a 34+04c
Abm 51+0,1a 48,7+28cd 623+£00c 254+09c 2,7+05b

Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca estatistica significativa (p<0,05). Legenda: “A”
identifica as amostras de queijo; “r” identifica as subamostras da casca (rind); “m” identifica as
subamostras do interior ou massa do queijo (mass); GES: Gordura no Extrato Seco.

Fonte: Da autora (2023).

Os valores de pH da superficie dos queijos foram maiores que nas amostras do interior.
Valores semelhantes aos das amostras da casca foram encontrados para o queijo Minas artesanal
da microrregido de Arax, aos 15 dias de maturacao e, para o interior, nos queijos da Canastra
e do Serro (ARAGAO, 2018; ARAGAO et al., 2022; CESARIO, 2022).

Algumas espécies como T. japonicum, T. delbrueckii e C. intermedia so foram
encontradas na superficie dos queijos (Alr, Adr e A5r), sugerindo uma maior afinidade por
ambientes com pH mais elevado (> 6,0) e maior percentual de gorduras (> 52,6%). Sabe-se
que estas espécies sao capazes de produzir enzimas lipoliticas (T. japonicum) e alcalinizar o
meio devido a assimilacdo do lactato (C. intermedia), sendo esta uma importante caracteristica
na fabricacdo de queijos, pois estimula a atividade proteoldtica das bactérias (PEREIRA-DIAS
et al., 2000; MIRANDA et al., 2023). Nas amostras de casca dos queijos ndo houve diferenca
estatistica para os valores de pH.

Para o teor de umidade da superficie, as amostras A2r, A3r e A4r apresentaram

semelhanca entre si. Mesma semelhanca foi encontrada entre as amostras Alr e A5r, sendo a
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amostra A6r diferente de todas as amostras estatisticamente. Os percentuais de umidade na
casca variaram entre 36,4% (A4r) a 44,1% (A5r). No interior a varia¢do do teor de umidade foi
de 37,0% a 51,4%, nas amostras A3m e A5m, respectivamente. Semelhanca estatistica foi
observada nas amostras Alm, A2m, Adm e A6m, sendo as amostras A3m e A5m diferente
estatisticamente de todas as amostras.

De modo geral é esperado que a casca apresente um teor de umidade menor que 0
interior dos queijos devido a perda de agua para 0 ambiente durante a maturacdo, o que foi
observado nas amostras analisadas. As amostras foram classificadas de acordo com o
Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos — RTIQ como queijos
de média umidade ou massa semidura (todas as amostras da casca, A2m, A3m e A4m do
interior) e queijos de alta umidade ou massa branda (Alm, Abm e A6m) (BRASIL, 1996).

De acordo com Decreto n° 44.864, de 1 de agosto de 2008, que dispde sobre 0 processo
de producéo de Queijo Minas Artesanal, é estabelecido um teor maximo de umidade de 49,5%
(MINAS GERAIS, 2008). Apenas o interior de uma das amostras de queijo (A5m) ndo cumpriu
este parametro.

Queijos curados habitualmente apresentam menores valores de umidade (SALES,
2015). Este dado pode indicar falhas no controle da umidade do ambiente de maturacéo da
queijaria, ja que a legislacéo estabelece que na Canastra os queijos devem ser maturados por no
minimo 14 dias e as amostras analisadas tinham 15 dias de maturacdo (IMA, 2021). Nos
queijos, a umidade tem relacdo com o tipo de prensagem e de salga, sendo de dificil controle
sua manutencdo ja que o queijo é feito de maneira artesanal (IDE; BENEDET, 2002;
OLIVEIRA, 2013).

Alguns dos principais fatores que influenciam mudancas na dindmica populacional dos
queijos sdo a localizacdo geografica, umidade e acidez (SANT’ANNA, 2019; OLIVEIRA,
2013). A presenca de espécies como D. catenulata (Candida catenulata) e R. mucilaginosa foi
associada a estacdo chuvosa por Cardoso et al. (2015). Uma correlagdo parecida é observada
pela presenca destas (amostras A1m e A4m) e também de G. candidum nas amostras Alm e
A5m, do interior do queijo, indicando uma maior preferéncia destas espécies por ambientes
mais Umidos (WOLFE et al., 2014).

Os teores de gordura no extrato seco (GES) da superficie e do interior variaram
estatisticamente entre si em todas as amostras (p<0,05). Valores de 42,1% (A6r) a 69,5% (Alr)
para a casca e 39,6% (A3m) a 62,8% (A2m) para o interior foram encontrados. As amostras de
queijos foram entdo classificadas como semi-gordos (Ar6: 42,1%; A3m: 39,6%; A5m: 44,9%),
gordos (A2r: 47,7% A3r: 45,7%; Adr: 52,6%; Adm: 51,6%) e extra gordo ou duplo creme (ALlr:
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69,5%; Ab5r: 65,1%; Alm: 60,3%; A2m: 62,8%; A6m: 62,3%) (BRASIL, 1996). A gordura é
um dos fatores que mais sofre variagdes, pois sofre influéncia da raca do animal, da
alimentacdo, periodo de lactacdo e da producdo de leite, entre outros, contribuindo
positivamente para a agregacdo de caracteristicas sensoriais desejaveis no queijo (SANTIS,
2016; CESARIO, 2022).

Segundo Sipiczki e Hrabovszki (2023) G. candidum é mais abundante em queijos com
maior percentual de gordura e isto pode ser atribuido a sua capacidade de metabolizar lipideos
e pelo rapido crescimento de suas hifas. Neste estudo, G. candidum foi encontrado na amostra
Alm do interior (queijo extra gordo) e na A2r da superficie (queijo gordo). A amostra Abr,
também considerado queijo extra gordo, apresentou grande diversidade de leveduras e, entre
elas, espécies conhecidas pela sua producdo de enzimas lipoliticas. No interior dos queijos,
Kluyveromyces lactis esteve presente nas amostras de queijos consideradas extra gordos (Alm,
A2 e A6m) e também na amostra A3m (queijo gordo).

O percentual de proteinas totais da superficie dos queijos diferiu estatisticamente em
quase todas as amostras, exceto nas amostras Alr e A6r, variando entre 19,9% (A3r) a 27%
(A2r). Para o interior esta variacdo ficou entre 20,4% e 25,4%, nas amostras A5m e A6m,
respectivamente. Semelhanca estatistica foi encontrada entre as amostras A3m, A4m e A5m,
sendo o restante das amostras diferente estatisticamente entre si.

Em outros estudos, encontrou-se valores médios de proteinas em queijo Minas artesanal
da Canastra de 23,5% e 24,4% e do Serro 26,3%, sendo este Ultimo aos 15 dias de maturagé&o,
corroborando com o atual estudo (FIGUEIREDO, 2018; RESENDE et al., 2011). De modo
geral, apesar da diferenca estatistica significativa entre amostras, o teor de proteinas da casca e
do interior dos queijos foi bastante semelhante, ndo sendo possivel correlacionar com as
espécies identificadas.

Por fim, o percentual de cinzas, do mesmo modo que o teor de proteinas da casca dos
queijos, ndo diferiu estatisticamente apenas nas amostras Alr e A6r (p>0,05) e apresentou
valores que variaram entre 1,9% (A3r) a 5% (A1r) (p<0,05). A variacdo dos valores de cinzas
encontrados no interior dos queijos ficou entre 1,6% (A3m) e 5,4% (A4m). Semelhanca
estatistica foi observada entre as amostras Alm, A3m e A5m (p>0,05), sendo o restante das
amostras diferente estatisticamente entre si (p<0,05).

Assim como o teor de gordura, diversos fatores podem influenciar o teor de cinzas no
queijo. Dentre os mais relevantes destacam-se a composicdo de minerais do leite, o estado
nutricional do animal, bem como o periodo do ano e de lactacdo, além do tempo de maturacéo,

onde observa-se um aumento gradativo do teor de cinzas com o passar do tempo
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(FIGUEIREDO, 2018; LEMPK, 2013; SOBRAL, 2012). Diferencas significativas foram
identificadas entre as amostras, entretanto houve bastante semelhanca entre o teor de cinza da

superficie e do interior dos queijos.
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4 CONCLUSAO

Das espécies de leveduras caracteristicas da micobiota terroir dos queijos analisados
observou-se que D. catenulata, K. lactis, K. ohmeri, T. coremiiforme e G. candidum, foram
encontradas tanto na casca quanto na superficie dos queijos analisados.

Entre as espécies que foram encontradas apenas na superficie estdo as leveduras C.
intermedia, T. delbrueckii e T. japonicum, associadas também as amostras com maiores valores
de pH. Somente no interior das amostras foram encontradas as leveduras C. lucitaniae, C.
parapsilosis, T. asahii e R. mucilaginosa, relacionadas a ambientes e esta¢cdes mais umidos. G.
candidum e K. lactis foram relacionados aos queijos mais gordos.

Os resultados encontrados colaboram para o entendimento da composic¢do quimica e
micoldgica dos queijos da regido. Além disso, a preservacdo dos isolados possibilita estudos
futuros que possam contribuir para o conhecimento das dindmicas entre as comunidades

microbianas do queijo Minas artesanal da Canastra.



107

REFERENCIAS

ANDRADE, R. P. et al. Yeasts from Canastra cheese production process: Isolation and
evaluation of their potential for cheese whey fermentation. Food Research International,
[United Kingdom], v. 91, p. 72-79, Jan. 2017. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28290329/. Acesso em: 29 maio 2023.

ARAGAO, M. O. P. Diversidade de fungos filamentosos e leveduras em queijo Minas
artesanal das Microrregides do Serro e Serra da Canastra. 2018. 118p. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2018.

ARAGAO, M. 0. et al. Fungal community and physicochemical profiles of ripened cheeses
from the Canastra of Minas Gerais, Brazil. Journal of Food Science and Technology,
[India], v. 59, n. 12, p. 4685-4694, Dec. 2022. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/36276518/. Acesso em: 26 out. 2023.

AOAC - ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS. Official Methods of
Analysis of AOAC International. 18. ed. Washington, 2006.

BEMFEITO, R. M. et al. Temporal dominance of sensations sensory profile and drivers of
liking of artisanal Minas cheese produced in the region of Serra da Canastra, Brazil. Journal
of Dairy Science, [United States], v. 99, n. 10, p. 7886-7897, Oct. 2016. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304908. Acesso em: 09 out.
2023.

BIOLCATI, F. et al. Microbial characterization of an artisanal production of Robiola di
Roccaverano cheese. Journal of Dairy Science, [United States], v. 103, n. 5, p. 4056-4067,
May 2020. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030220301910. Acesso em: 14 out.
2023.

BINTSIS, T. Yeasts in different types of cheese. AIMS Microbiology, [United States], v. 7,
n. 4, p. 447-470, 2021. Disponivel em:
https://www.aimspress.com/article/doi/10.3934/microbiol.2021027. Acesso em: 22 out. 2023.

BINTSIS, T.; PAPADEMAS, P. Microbiological quality of white-brined cheeses: A review.
International Journal of Dairy Technology, [United States], v. 55, n. 3, p. 113-120, Aug.
2002. Disponivel em: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1046/j.1471-
0307.2002.00054.x. Acesso em: 29 out. 2023.

BORELLLI, B. M. et al. Yeast populations associated with the artisanal cheese produced in the
region of Serra da Canastra, Brazil. World Journal Microbiology and Biotechnology.
[Netherlands], v. 22, p. 1115-1119. Apr. 2006. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-006-9151-3. Acesso em: 17 maio 2023.

BRASIL. Portaria n° 146, de 7 de marc¢o de 1996. Aprovar os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos. Brasilia, 1996. Diario Oficial da Unido,
Brasilia, DF, 1996. Disponivel em:
https://www.defesa.agricultura.sp.gov.br/legislacoes/portaria-mapa-146-de-07-03-
1996,669.html. Acesso em: 11 jun. 2023.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/28290329/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36276518/
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030216304908
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030220301910
https://www.aimspress.com/article/doi/10.3934/microbiol.2021027
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1046/j.1471-0307.2002.00054.x
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1046/j.1471-0307.2002.00054.x
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-006-9151-3

108

CARDOSO, V. et al. The influence of seasons and ripening time on yeast communities of a
traditional Brazilian cheese. Food Research International, [United Kingdom], v. 69, p. 331-
340, Mar. 2015. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291. Acesso em: 19 maio
2023.

CASALTA, E. et al. Diversity and dynamics of the microbial community during the
manufacture of Calenzana, an artisanal Corsican cheese. International Journal of Food
Microbiology, [Netherlands], v. 133, n. 3, p. 243-251, 2009. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19545924/. Acesso em: 19 out. 2023.

CESARIO, B. I. R. Sucessdo microbiana no processo de maturacéo do Queijo Minas
Artesanal produzido na regido de Araxa-MG, coma presenca do mofo branco. 2022. 74p.
Dissertacéo (mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2022,

CEUGNIEZ, A. et al. Fungal diversity of “Tomme d'Orchies” cheese during the ripening
process as revealed by a metagenomic study. International Journal of Food Microbiology,
[Netherlands], v. 258, p. 89-93, Oct. 2017. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160517303124. Acesso em: 14
out. 2023.

COSTA JUNIOR, L. C. G. et al. Maturacdo do Queijo Minas Artesanal da microrregi&o
Campo das Vertentes e 0s efeitos dos periodos seco e chuvoso. Revista do Instituto de
Laticinios Candido Tostes, [Juiz de Fora], v. 69, n. 2, p. 111, 2014. Disponivel em:
https://www.revistadoilct.com.br/rilct/article/view/326/0. Acesso em: 19 out. 2023.

DONNELLY, C.; KEHLER, M. The Oxford Companion to Cheese. United States: Oxford
University Press, 2016. 872p.

DUGAT-BONY, E. et al. Highlighting the microbial diversity of 12 French cheese varieties.
International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v. 238, p. 265-273, Dec. 2016.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27710867/. Acesso em: 22 nov. 2023.

ELISKASES-LECHNER, F.; GINZINGER, W. The yeast flora of surface-ripened cheeses.
Milchwissenschaft, [Germany], v. 50, p. 458 - 462, 1995. Disponivel em:
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/full/10.5555/19950404951. Acesso em: 22 nov. 2023.

FADDA, M. E. et al. Occurrence and chaaracterization of yeasts isolated from artisinal Fiore
Sardo cheese. International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v. 95, n. 1, p.
51-59, Aug. 2004. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15240074/. Acesso em:
19 out. 2023.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a Guide for its Bootstrap procedures in multiple comparisons.
Ciéncia e Agrotecnologia, [Lavras], v. 38, n. 2, p. 109-112, Apr. 2014. Disponivel em:
https://www.scielo.br/j/cagro/alyyWQQVwgNcH6kzfogT9Jdhv/. Acesso em: 06 maio 2023.

FERROCINO, I.; RANTSIOU, K.; COCOLIN, L. Microbiome and -omics application in
Food Industry. International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v. 377,


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0963996914008291
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19545924/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160517303124
https://www.revistadoilct.com.br/rilct/article/view/326/0
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27710867/
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/full/10.5555/19950404951
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15240074/
https://www.scielo.br/j/cagro/a/yyWQQVwqNcH6kzf9qT9Jdhv/

109

p.109781, Sept. 2022. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160522002537. Acesso em: 19
out. 2023.

FIGUEIREDO, L. V. Maturagao e caracteristicas de qualidade do Queijo Minas
Artesanal do Serro - MG. 2018. 67p. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacao
em Zootecnia, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2018.

GOBBETTI, M. et al. Pros and cons for using non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) as
secondary/adjunct starters for cheese ripening. Trends in Food Science & Technology,
[United Kingdom], v. 45, n. 2, p. 167-178, Oct. 2015. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924224415001831?via%3Dihub.
Acesso em: 22 out. 2023.

IDE, L. P. de A.; BENEDET, H. D. Contribution to the study of colonial cheese produced on
highlands of Santa Catarina state, Brazil. Ciéncia e Agrotecnologia, [Lavras], v. 25, p. 1351-
1358, 2002. Disponivel em:
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/full/10.5555/20023075203. Acesso em: 14 jul. 2023.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas
analiticas do Instituto Adolfo Lutz. 4th ed. S&o Paulo: Instituto Adolfo Lutz, 2008. 1020p.

IMA - INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria N° 2051, de 07 de abril de
2021. Define o periodo de Maturacédo do Queijo Minas Artesanal produzido nas
microrregides de Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre,
Serro e Triangulo Mineiro. Belo Horizonte, 07 de abril de 2021. Disponivel em:
http://ima.mg.gov.br/institucional/portarias/1819-portarias/1966-portarias-ano-2021. Acesso
em: 11 jun. 2023.

KACANIOVA, M. et al. Diversity of microorganisms in the traditional slovak cheese.
Potravinarstvo, [Slovakia], v. 13, n. 1, p. 532-537, June 2019. Disponivel em:
https://potravinarstvo.com/journall/index.php/potravinarstvo/article/view/1061. Acesso em:
14 set. 2023.

KAMIMURA, B. A. et al. Brazilian artisanal cheeses: an overview of their characteristics,
main types and regulatory aspects. Comprehensive Reviews in Food Science and Food
Safety, [United States], v. 18, n. 5, p. 1636-1657, Sept. 2019. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33336917/. Acesso em: 29 out. 2023.

LEMPK, M. W. Caracterizacéao fisico-quimica, microbiologica e tecnoldgica do queijo
artesanal da microrregido de Montes Claros — MG. 2013. 91p. Disserta¢do (mestrado) -
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2013.

LOPANDIC, K. et al. Identification of yeasts associated with milk products using traditional
and molecular techniques. Food Microbiology, [United States], v. 23, n. 4, p. 341-350, June
2006. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16943023/. Acesso em: 19 maio 2023.

MARCELLINO, N. et al. Diversity of Geotrichum candidum strains isolated from traditional
cheesemaking fabrications in France. Applied and Environmental Microbiology, [United


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0168160522002537
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0924224415001831?via%3Dihub
https://www.cabidigitallibrary.org/doi/full/10.5555/20023075203
http://ima.mg.gov.br/institucional/portarias/1819-portarias/1966-portarias-ano-2021
https://potravinarstvo.com/journal1/index.php/potravinarstvo/article/view/1061
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33336917/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16943023/

110

States], v. 67, n. 10, p. 4752-4759, Oct. 2001. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC93228/. Acesso em: 06 nov. 2023.

MARTIN, J. G. P. et al. Seasonal variation in the Canastra cheese mycobiota. Frontiers in
Microbiology, [Switzerland], v. 13, p. 5437, Feb. 2023. Disponivel em:
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1076672/full.
Acesso em: 25 maio 2023.

MENESES, J. N. C. Queijo Artesanal de Minas. Patriménio Cultural do Brasil — Dossié
interpretativo. Belo Horizonte: Instituto do Patrimonio Historico e Artistico Nacional —
IPHAN, 2006. 156p.

MIDDELHOVEN, W. J. Identification of clinically relevant Trichosporon species. Mycoses,
[United Kingdom], v. 46, n. 1-2, p. 7-11, Feb. 2003. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12588476/. Acesso em: 06 set. 2023.

MINAS GERAIS. Decreto n° 44.864, de 1 de agosto de 2008. Altera o regulamento da Leli
n° 14.185 de 31 de janeiro de 2002 que dispde sobre o processo de producéo de Queijo
Minas Artesanal. Diério Oficial do Estado, 2008. Belo Horizonte. Disponivel em:
https://www.legisweb.com.br/legislacao/?id=141747. Acesso em: 11 jun. 2023.

MIRANDA, N. M. Z. et al. Novel yeasts with potential probiotic characteristics isolated from
the endogenous ferment of artisanal Minas cheese. Brazilian Journal of Microbiology, [S&o
Paulo], v. 54, n. 2, p. 1021-1033, June 2023. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37162703/. Acesso em: 06 out. 2023.

MOUNIER, J. et al. Sources of the adventitious microflora of a smear-ripened cheese.
Journal of Applied Microbiology, [United Kingdom], v. 101, n. 3, p. 668-681, Sept. 2006.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16907817/. Acesso em: 15 out. 2023.

OLIVEIRA, D. F. et al. Caracterizacdo fisico-quimica de queijos Minas Artesanal produzidos
em diferentes microrregides de Minas Gerais. Oikos: Familia e Sociedade em Debate,
[Vigosa], v. 24, n. 2, p. 185-196, Oct. 2013. Disponivel em:
https://periodicos.ufv.br/oikos/article/view/3679. Acesso em: 22 jul. 2023.

OLIVEIRA, M. M. E. et al. Development and optimization of a new MALDI-TOF protocol
for identification of the Sporothrix species complex. Research in Microbiology, [France], v.
166, n. 2, p. 102-110, Feb./Mar. 2015. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25561427/. Acesso em: 06 nov. 2023.

PAPADIMITRIOU, K.; POT, B.; TSAKALIDOU, E. How microbes adapt to a diversity of
food niches. Current Opinion in Food Science, [Netherlands], v. 2, p. 29-35, Apr. 2015.
Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2214799315000375?via%3Dihub.
Acesso em: 02 out. 2023.

PENLAND, M. et al. Linking Pélardon artisanal goat cheese microbial communities to aroma
compounds during cheese-making and ripening. International Journal of Food
Microbiology, [Netherlands], v. 345, p. 109130, May 2021. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33735781/. Acesso em: 02 out. 2023.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC93228/
https://www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2022.1076672/full
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12588476/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/37162703/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/16907817/
https://periodicos.ufv.br/oikos/article/view/3679
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25561427/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S2214799315000375?via%3Dihub
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33735781/

111

PENNA, A. L. B., GIGANTE, M. L., TODOROQV, S. D. Artisanal Brazilian Cheeses—
History, Marketing, Technological and Microbiological Aspects. Foods, [Switzerland], v. 10,
n. 7, p. 1562, July 2021. Disponivel em: https://www.mdpi.com/2304-8158/10/7/1562.
Acesso em: 19 out. 2023.

PEREIRA-DIAS, S. et al. Characterisation of yeast flora isolated from an artisanal
Portuguese ewes’ cheese. International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v.
60, n. 1, p. 55-63, Sept. 2000. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11014522/.
Acesso em: 29 maio 2023.

PINEDA, A. P. A. et al. Brazilian artisanal cheeses: diversity, microbiological safety, and
challenges for the sector. Frontiers in Microbiology,[Switzerland], v. 12, p. 732, Apr. 2021.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/33959118/. Acesso em: 22 out. 2023.

RESENDE, M. F. S. et al. Queijo de minas artesanal da Serra da Canastra: influéncia da
altitude das queijarias nas populacdes de bactérias acido lacticas. Arquivo Brasileiro de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, [Belo Horizonte], v. 63, p. 1567-1573, dez. 2011.
Disponivel em: https://www.scielo.br/j/abmvz/a/QvV468RTqd6HNCcdxN3LjvSK/. Acesso
em: 14 set. 2023.

RESENDE, L. V. et al. Microbial community and physicochemical dynamics during the
production of “Chicha”, a traditional beverage of Indigenous people of Brazil. World
Journal of Microbiology and Biotechnology, [Netherlands], v. 34, n. 3, p. 46, Mar. 2018.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29520720/. Acesso em: 02 out. 2023.

ROOSTITA, R.; FLEET, G. H. The occurrence and growth of yeasts in Camembert and blue-
veined cheeses. International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v. 28, n. 3, p.
393-404, Jan. 1996. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8652347/. Acesso em:
28 jul. 2023.

SALES, G. A. Caracterizacao microbioldgica e fisico-quimica de queijo Minas Artesanal
da microrregido de Araxa - MG durante a maturacao em diferentes épocas do ano.
2015. 107p. Dissertacdo (mestrado em Ciéncia Animal) - Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 2015.

SANT'ANNA, F. M. et al. Microbial shifts in Minas artisanal cheeses from the Serra do
Salitre region of Minas Gerais, Brazil throughout ripening time. Food Microbiology, [United
States], v. 82, p. 349-362, 2019. Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31027793/.
Acesso em: 02 out. 2023.

SANTIS, V. B. G. Queijo Minas padrao com baixo teor de sddio e gordura:
caracterizacao fisico-quimica e sensorial. 2016. 68p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
de Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana, Londrina, 2016.

SANTOS, M. A. de A. Characterization of Artisanal Minas Cheese produced in the
region of Serra da Canastra: fungal diversity and volatile compounds profile. 2021. 74 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
2021.


https://www.mdpi.com/2304-8158/10/7/1562
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/11014522/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/33959118/
https://www.scielo.br/j/abmvz/a/QvV468RTqd6HNcdxN3LjvSK/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/29520720/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/8652347/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31027793/

112

SILVA, J. M. M. Micobiota core de queijos de leite cru produzidos na regido da Serra da
Canastra. 2020. 63p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Agricola) - Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa. 2020.

SIPICZKI, M.; HRABOVSZKI, V. Galactomyces candidus diversity in the complex
mycobiota of cow-milk bryndza cheese comprising antagonistic and sensitive strains.
International Journal of Food Microbiology, [Netherlands], v. 388, p. 110088, Mar. 2023.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/36689829/. Acesso em: 21 jul. 2023.

SOBRAL, D. Efeito da Nisina na contagem de Sthaphylococcus aureus e nas
caracteristicas do queijo Minas artesanal da regido de Araxa. 2012. 117p. Tese
(Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de alimentos) - Universidade Federal de Vigosa, Vigosa,
2012.

SOUZA, T. P. et al. Mycobiota of Minas artisanal cheese: Safety and quality. International
Dairy Journal, [Netherlands], v. 120, 105085, Sept. 2021. Disponivel em:
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0958694621001138?via%3Dihub.
Acesso em: 22 out. 2023.

TURBES, G. et al. Evidence of terroir in milk sourcing and its influence on Cheddar cheese.
Journal of Dairy Science, [United States], v. 99, n. 7, p. 5093-5103, July 2016. Disponivel

em: https://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(16)30162-X/fulltext. Acesso
em: 19 set. 2023.

VACHEYROU, M. et al. Cultivable microbial communities in raw cow milk and potential
transfers from stables of sixteen French farms. International Journal of Food
Microbiology, [Netherlands], v. 146, n. 3, p. 253-262, Apr. 2011. Disponivel em:
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21429612/. Acesso em 23 out. 2023.

WOLFE, B. E. et al. Cheese rind communities provide tractable systems for in situ and in
vitro studies of microbial diversity. Cell, [United States], v. 158, n. 2, p. 422-433, July 2014.
Disponivel em: https://pubmed.ncbi.nIm.nih.gov/25036636/. Acesso em: 19 maio 2023.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/36689829/
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0958694621001138?via%3Dihub
https://www.journalofdairyscience.org/article/S0022-0302(16)30162-X/fulltext
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21429612/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25036636/

113

TERCEIRA PARTE



114

CONSIDERACOES FINAIS

A investigacdo por método independente de cultivo mostrou que as espécies fungicas
mais prevalentes na casca e no interior do queijo Minas artesanal da Canastra foram Geotrichum
candidum, Diutina catenulata e Candida intermedia. Entre as bactérias, a superficie apresentou
maior diversidade de géneros e espécies, como Lactococcus sp., Brevibacterium sp.,
Corynebacterium variabile e Staphylococcus sp. Por outro lado, Lactococcus sp., Streptococcus
salivarius e espécies ndo identificadas do género Streptococcus prevaleceram no interior dos
queijos.

Diferencas entre a prevaléncia de espécies se destacaram. Nas amostras com maior
abundancia de G. candidum e Lactococcus spp. notou-se menor prevaléncia de D. catenulata e
C. variabile, respectivamente, sugerindo que a composi¢cdo do meio pode ter favorecido a
sobrevida de algumas espécies.

Das espécies de leveduras, caracteristicas da micobiota terroir dos queijos, analisadas
por métodos dependentes de cultivo, observou-se que D. catenulata, K. lactis, K. ohmeri, T.
coremiiforme e G. candidum, foram isoladas tanto da casca quanto da superficie. Algumas
espécies foram encontradas apenas na superficie: C. intermedia, T. delbrueckii e T. japonicum;
e outras somente no interior dos queijos: C. lucitaniae, C. parapsilosis, T. asahii e R.
mucilaginosa.

Diferengas entre a prevaléncia de espécies, comparando-se os métodos de identificacdo
utilizados, foram observadas. Importante salientar que o método independente de cultivo é
capaz de identificar por fragmentos de DNA todas as células microbianas, inclusive as néo
viaveis.

Os aspectos fisico-quimicos das amostras, como umidade, gorduras, proteinas, pH e
cinzas também foram avaliados e correlacionados com a micobiota identificada. C. intermedia,
T. delbrueckii e T. japonicum foram associadas as amostras com maiores valores de pH,
enguanto C. lucitaniae, C. parapsilosis, T. asahii e R. mucilaginosa, relacionadas a ambientes
e estacBes mais Umidos. G. candidum e K. lactis foram associados aos queijos mais gordos.

Os microrganismos tém papel essencial na maturacdo do queijo, modificando as
caracteristicas do produto. Juntamente com as técnicas tradicionais e seculares de feitio, 0
ambiente, os animais, os produtores, o clima, a sazonalidade e todos os outros aspectos
relacionados ao queijo, a microbiota terroir colabora para a formacdo de sua singularidade.

A diversidade de microrganismos encontrados nos queijos de leite cru advém do

ambiente, dos utensilios, dos manipuladores e de diversos outros pontos da produgdo. Conhecer
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esta microbiota enddgena tdo particular do Queijo Minas Artesanal é de grande importancia,
visto que, por meio dela, podemos entender mais sobre as dindmicas microbianas e determinar
processos de qualidade adaptados para a realidade rudimentar da producao.

Além disso, a utilizacdo de diferentes métodos de identificacdo permitiu tracar um perfil

da microbiota total e o isolamento da microbiota cultivavel para pesquisas futuras.



Apéndice A — Indices de diversidade

1 Diversidade alfa

Tabela 1 - Nameros de UTOs, caracteristicas observadas, indice de Shannon e diversidade filogenética de Faith (Faith PD).

APENDICES
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Regido ITS Regido 16S
Amostra UTOs Caracteristicas Indice de Faith UTOs Caracteristicas Indice de Faith
observadas Shannon PD observadas Shannon PD
Alr 42.547 6.0 14 2.27 14.598 97.5 2.863 5.471
Alm 37.172 7.8 11 2.35 33514 26.3 1.102 4.249
A2r 70.571 9.5 13 2.18 10.152 56.0 3.742 5.764
A2m 31.753 13.3 1.2 3.19 21.721 29.6 1.419 1.820
A3r 14.794 5.9 0.6 2.74 23.000 50.2 2.076 2.768
A3m 8.396 17.0 1.9 4.90 29.278 39.0 0.819 2.203
Adr 21.310 7.9 0.8 2.93 5.641 27.0 1.952 3.876
Adm 11.369 13.7 1.5 3.39 34.455 50.7 1.251 3.242
A5r 54.321 7.1 0.3 2.51 19.810 55.2 2.745 5.824
A5m 55.132 8.9 0.5 2.77 31.296 325 0.963 4.382
Abr 79.964 10.0 2.0 291 24.752 47.1 1.668 4.837
A6m 70.139 10.3 2.1 2.98 29.498 20.7 0.454 4.479
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2 Diversidade beta

Figura 1 - UniFrac ponderado 16S (A) e ITS (B).

(A) Axis 2 (5.287 %) E Atm
B Ar

] A2m

[] A2r

° B A3m

0 0 > (] A3r

’ 0 . Adm

W A4

. A5m

W Asr

B e Elﬁgm
Axis 3 (2.800 %) T AxisH91.16 %) r

(B) Axis 2 (4.610 %) M Atm
H At

O [] Azm

[ Az

B A3m

0 0 (] A3r

m . . Adm

W A4
Axis 3 (27409 %) [ A5m

198%) [ A5

[ ABm
[] Aer




118

Figura 2 - Jaccard 16S (A) e ITS (B).
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Figura 3 - Bray-curtis 16S (A) e ITS (B).
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Apéndice B — Lista de microrganismos identificados.

Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente

de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Acinetobacter ursingii Adm Séo Roque de Minas 62
Acinetobacter guillouiae Adm Séo Roque de Minas 16
Acremonium citrinum Abm Séo Roque de Minas 9
Acremonium hennebertii A2m Medeiros 7
Advenella A2r Medeiros 11
Apiotrichum domesticum A3m S&o Roqgue de Minas 25
Bavariicoccus seileri Alr Séo Roque de Minas 34
Bavariicoccus seileri A2r Medeiros 76
Bavariicoccus seileri AST Medeiros 2
Bavariicoccus seileri Abr Séo Roque de Minas
Bifidobacterium A3m Sao Roque de Minas 3
Brachybacterium Alr Séo Roque de Minas 249
Brachybacterium A2r Medeiros 19
Brevibacterium Alr Séo Roque de Minas 8.913
Brevibacterium A2r Medeiros 2.528
Brevibacterium A3r Sao Roque de Minas 224
Brevibacterium Adr Séo Roque de Minas 252
Brevibacterium AST Medeiros 107
Diutina catenulata Alm S&o Roque de Minas 4.606
Diutina catenulata Alr Séo Roque de Minas 16.674
Diutina catenulata A2m Medeiros 16.956
Diutina catenulata A2r Medeiros 39.479
Diutina catenulata A3m S&o Rogue de Minas 820
Diutina catenulata A3r Séo Roque de Minas 1.000
Diutina catenulata Adm Sao Roque de Minas 8.601
Diutina catenulata Adr S&o Rogue de Minas 19.847
Diutina catenulata A5m Medeiros 3.900
Diutina catenulata A5r Medeiros 1.296

Diutina catenulata Abm S&o Roque de Minas 23.088
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente

de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Diutina catenulata Abr S&o Roqgue de Minas 21.978
Candida intermedia Alm Séo Roque de Minas 5.385
Candida intermedia Alr Sao Roque de Minas 4.012
Candida intermedia A2m Medeiros 80
Candida intermedia A3m Séo Roque de Minas 222
Candida intermedia A3r Sao Roque de Minas 171
Candida intermedia Adm Sao Roque de Minas 257
Candida intermedia Adr S&o Roqgue de Minas 9
Candida intermedia A5m Medeiros 91
Candida intermedia A5r Medeiros 59
Candida intermedia A6m S&o Roqgue de Minas 13.119
Candida intermedia Abr Sdo Roque de Minas 2.922
Candida parapsilosis A3m S&o Roque de Minas 16
Candida parapsilosis Adm S&o Roque de Minas 17
Chryseobacterium Adm Séo Roque de Minas 277
Cladosporium cladosporioides A3m Séo Roque de Minas 10
Cladosporium cladosporioides Adm S&o Roque de Minas 4
Clavispora lusitaniae A3m S&o Rogue de Minas 135
Corynebacterium casei Alr Séo Roque de Minas 65
Corynebacterium casei A2r Medeiros 294
Corynebacterium casei A3r Séo Roque de Minas 145
Corynebacterium casei AST Medeiros 21
Corynebacterium flavescens A3r Séo Roque de Minas 18
Corynebacterium glyciniphilum Alr Séo Roque de Minas 20
Corynebacterium glyciniphilum A3r Séo Roque de Minas 13
Corynebacterium sp Alr S&o Roque de Minas 235
Corynebacterium sp A2r Medeiros 304
Corynebacterium sp A3r Sao Roque de Minas 309
Corynebacterium sp Adr Séo Roque de Minas 194
Corynebacterium sp AST Medeiros 41
Corynebacterium sp Abr Sao Roque de Minas 7
A6mM S&o Rogue de Minas 7

Corynebacterium variabile
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente
de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Corynebacterium variabile Alr Séo Roque de Minas  1.127
Corynebacterium variabile A2r Medeiros 4.310
Corynebacterium variabile A3r Séo Roque de Minas ~ 6.268
Corynebacterium variabile Adr S&o Roque de Minas  4.121
Corynebacterium variabile AST Medeiros 4.780
Corynebacterium variabile AGr Séo Roque de Minas ~ 4.042
Debaryomyces prosopidis Alm S&o Roque de Minas 5
Debaryomyces prosopidis Alr S&o Roqgue de Minas 6
Debaryomyces prosopidis A2m Medeiros 101
Debaryomyces prosopidis A2r Medeiros 204
Debaryomyces prosopidis Adm S&o Roqgue de Minas 115
Debaryomyces prosopidis Adr Sdo Roque de Minas 1.132
Debaryomyces prosopidis A5m Medeiros 341
Debaryomyces prosopidis Ab5r Medeiros 817

Enterobacter Abm Sao Roque de Minas 246
Enterobacter Abr Séo Roque de Minas 108
Enterococcus Alr Sao Roque de Minas 8
Enterococcus A3m Sao Roque de Minas 8
Enterococcus A3r Séo Roque de Minas 82
Enterococcus Adm Séo Roque de Minas 12
Enterococcus Abr Medeiros 13
Epicoccum nigrum Adm S&o Rogue de Minas 4
Fusarium A2m Medeiros 27
Fusarium A2r Medeiros 578
Geotrichum candidum Alm S&o Rogue de Minas 27.088
Geotrichum candidum Alr Séo Roque de Minas 21.843
Geotrichum candidum A2m Medeiros 14.542
Geotrichum candidum A2r Medeiros 30.298
Geotrichum candidum A3m Sdo Roque de Minas 5.670
Geotrichum candidum A3r S&o Roque de Minas 13.458
Geotrichum candidum Adm Sao Roque de Minas 1.060

Geotrichum candidum Adr S&o Rogue de Minas 95
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente

de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Geotrichum candidum A5m Medeiros 50.761
Geotrichum candidum A5r Medeiros 52.130
Geotrichum candidum A6m Sao Roque de Minas 32.203
Geotrichum candidum Ab6r S&o Roque de Minas 51.739

Hannaella zeae A3m Séo Roque de Minas 5
Kazachstania unispora Adm Sao Roque de Minas 1.104

Klebsiella Adm Séo Roque de Minas 310
Kluyveromyces lactis Alm S&o Roqgue de Minas 50
Kluyveromyces lactis Alr Séo Roque de Minas 9
Kluyveromyces lactis A3m S&o Roque de Minas 774
Kluyveromyces lactis A6m S&o Roqgue de Minas 428
Kluyveromyces lactis Abr Sdo Roque de Minas 1.564

Kodamaea ohmeri Alr S&o Roque de Minas 3
Kodamaea ohmeri A2m Medeiros 25
Kodamaea ohmeri A2r Medeiros 12
Kodamaea ohmeri A3m Séo Roque de Minas 201
Kodamaea ohmeri A3r Sao Roque de Minas 108
Kodamaea ohmeri Adr S&o Rogue de Minas 2
Kodamaea ohmeri A5m Séo Roque de Minas 19
Kodamaea ohmeri A5r Sao Roque de Minas 19
Kodamaea ohmeri Abm S&o Roque de Minas 554
Kodamaea ohmeri Abr S&o Rogue de Minas 205
Kocuria Alr Sao Roque de Minas 23
Kocuria AGr Séo Roque de Minas 32
Lactobacillus brevis Alm Séo Roque de Minas 6
Lactobacillus brevis A3m Séo Roque de Minas 16
Lactobacillus brevis A3r Séo Roque de Minas
Lactobacillus brevis A4m Sé&o Roque de Minas
Lactobacillus brevis AGr Séo Roque de Minas 39
Lactobacillus parabuchneri A2m Medeiros 16
Lactobacillus parabuchneri A2r Medeiros 5
Alm S&o Rogue de Minas 10

Lactobacillus sp
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente
de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Lactobacillus sp Alr Séo Roque de Minas 102
Lactobacillus sp A2m Medeiros 111
Lactobacillus sp A2r Medeiros 92
Lactobacillus sp A3m Séo Roque de Minas 140
Lactobacillus sp A3r Séo Roque de Minas 67
Lactobacillus sp Adm Séo Roque de Minas 929
Lactobacillus sp Adr Séo Roque de Minas 29
Lactobacillus sp ASm Medeiros 80
Lactobacillus sp A5r Medeiros 1.403
Lactobacillus sp A6mM Séo Roque de Minas 22
Lactobacillus sp AGr S&o Roqgue de Minas 331
Lactococcus Alm Séo Roque de Minas 32.853
Lactococcus Alr S&o Roque de Minas 2.858
Lactococcus A2m Medeiros 1.633
Lactococcus A2r Medeiros 673
Lactococcus A3m Séo Roque de Minas 28.915
Lactococcus A3r S&o Roque de Minas 15.559
Lactococcus Adm S&o Rogue de Minas 31.773
Lactococcus Adr Séo Roque de Minas 143
Lactococcus A5Sm Medeiros 30.923
Lactococcus A5r Medeiros 12.867
Lactococcus ABmM S&o Rogue de Minas 29.089
Lactococcus Abr S&o Roque de Minas 19.873
Leuconostoc citreum A3m Sao Roque de Minas 4
Leuconostoc citreum Adm Sao Roque de Minas 9
Leuconostoc fallax A3m Séo Roque de Minas 48
Leuconostoc fallax A3r S&o Roque de Minas 16
Leuconostoc sp Alm Séo Roque de Minas 20
Leuconostoc sp Alr Séo Roque de Minas 54
Leuconostoc sp A2m Medeiros 197
Leuconostoc sp A2r Medeiros 23
Leuconostoc sp A3m S&o Rogue de Minas 17
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente

de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Leuconostoc sp A3r Séo Roque de Minas 17
Leuconostoc sp Adr Séo Roque de Minas 6
Leuconostoc sp A5Sm Medeiros 7
Leuconostoc sp Abr Medeiros 250
Macrococcus ASm Medeiros 4
Microbacterium Alr S&o Roque de Minas 12
Microbacterium A2r Medeiros 8
Microbacterium A3r S&o Roqgue de Minas 7
Moniliella A3m Séo Roque de Minas 27
Penicillium brevicompactum Adm Sao Roque de Minas 4
Pseudoclavibacter Alr S&o Roqgue de Minas 10
Psychrobacter meningitidis Adr Sdo Roque de Minas 294
Psychrobacter meningitidis ASr Medeiros 12
Psychrobacter sp Adr Séo Roque de Minas 53
Raoultella Adm S&o Rogue de Minas 60
Saturnispora A3m Séo Roque de Minas 11
Saturnispora A3r S&o Roque de Minas 57
Saturnispora Abm S&o Rogue de Minas 748
Saturnispora Abr Séo Roque de Minas 1.556
Serratia Adm S&o Roque de Minas 3
Serratia Alr S&o Roque de Minas 16
Serratia Abr S&o Rogue de Minas
Staphylococcus sp Alm Sao Roque de Minas 3
Staphylococcus sp Alr Sao Roque de Minas 16
Staphylococcus sp A2r Medeiros 1.199
Staphylococcus sp Adr Sao Roque de Minas 505
Staphylococcus sp AT Medeiros 56
Staphylococcus sp Abm S&o Roque de Minas 4
Staphylococcus sp Abr Sao Roque de Minas 141
Streptococcus dysgalactiae Ar Séo Roque de Minas 4
Streptococcus salivarius A2m Medeiros 17.210
A2r Medeiros 38

Streptococcus salivarius
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Tabela 2 - Microbiota terroir do Queijo Minas Artesanal, avaliada por método independente
de cultivo, da microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil (Ano de 2021) (continua).

Microrganismo Amostra Cidade UTOs
Streptococcus salivarius Adm Séo Roque de Minas 5
Streptococcus salivarius A5m Medeiros 44
Streptococcus salivarius AST Medeiros 10

Streptococcus sp A2m Medeiros 2.452

Streptococcus Sp A2r Medeiros 17

Streptococcus sp Adm Séo Roque de Minas 3

Streptococcus sp A5m Medeiros 170

Streptococcus sp AST Medeiros 19
Torulaspora delbrueckii A2m Medeiros 11
Torulaspora delbrueckii A3m S&o Roque de Minas 90
Torulaspora delbrueckii AbSm Medeiros 8

Trichosporon ovoides A2m Medeiros 4

Trichosporon ovoides A3m Sao Roque de Minas 306
Trichosporon ovoides Adm Sao Roque de Minas 203
Trichosporon ovoides Adr S&o Rogue de Minas 225
Trichosporon ovoides A5m Medeiros 12
Trichothecium roseum Alm S&o Roque de Minas 38
Weissella jogaejeotgali AST Medeiros 16

Wickerhamiella pararugosa A3m Séo Roque de Minas 84
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Apéndice C — Cartilha destinada aos produtores de Queijo Minas Artesanal da microrregido
da Canastra, Minas Gerais, Brasil.

Microrganismos presentes
no Queijo Minas Artesanal
da Canastra

Ma. Michele Aragéo
Dr. Luis Roberto Batista
Dra. Falaiana Passamani
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Microrganismos presentes no Queijo
Minas Artesanal da Canastra

Ma. Michele Aragéo
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Laboratério de Mlco|og” ia e Micotoxinas de A||mentos
Departamento de Ciéncia dos Alimentos - UFLA

PROJETO: SEGURANGA DO QUEIJO MINAS
ARTESANAL PRODUZIDO COM LEITE CRU E
MATURADO COM FUNGO BRANCO
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O queijo e um alimento vivo.
Nele, encontramos diversos
microrganismos.

Cada cantinho de Minas tem seu modo especial de
fazero queijo. Os microrganismos entram junto nessa
c]anga e ajregam caracteristicas tnicas, tornando
cada queijo especial a sua maneira.

Os microrganismos, 0 |oca|, 0 modo de Fazer, as
estagoes do ano e cliversos outros Fatores Formam 0
que chamamos de Terroir.
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Diutina catenulata
Candida intermedia

Geotrichum candidum

Kluyveromyces lactis

Kodamaea ohmeri
Lactococcus sp Lactobaci”us sp
Corynebacterium variabile Brevibacterium sp
Streptococcus salivarius Leuconostoc sp

Ejuntosformamos a microbiota do

quei)o da Canastra
BT AR ) L\ s\ N



131

0s microrganismos trabalham
em conjunto modificando a

aparéncia, textura,
aroma e sabor
do quei)o.

Produzindo compostos (cetonas, cidos graxos, 4lcoos,
ésteres, aHel’clos) responséveis pelo sabor e aroma
caracteristicos

Competindo de Forma eFiciente contra bactérias
patogénicas e Fungos produtores de micotoxinas

Formando textura enrugada com coloragéo branca
caracteristica, além fe notas Frutadas, ﬂorais,
carameladas, mo{faJas. notas oleosas e amanteigadas
Geotrichum candidum
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Qual o papel da microbiota do

quei)o?

Todas estas caracteristicas
combinadas contribvem para a
seguranca do produto, tornando o
Quei)o Minas Artesanal da Canastra ®
esta iguaria de sabor incomparavel!
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