U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

MICHELE DE OLIVEIRA PAIVA ARAGAO

DIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS E
LEVEDURAS EM QUEIJO MINAS ARTESANAL DAS
MICRORREGIOES DO SERRO E SERRA DA CANASTRA

LAVRAS - MG
2018



MICHELE DE OLIVEIRA PAIVA ARAGAO

DIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS EM QUEIJO
MINAS ARTESANAL DAS MICRORREGIOES DO SERRO E SERRA DA
CANASTRA

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos, area de
concentragdo em Micologia de Alimentos, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Luis Roberto Batista

Orientador

Prof. Dr. Luiz Ronaldo de Abreu

Coorientador

LAVRAS-MG
2018



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geragao de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Aragédo, Michele de Oliveira Paiva.

Diversidade de fungos filamentosos e leveduras em Queijo
Minas Artesanal das microrregides do Serro e da Serra da Canastra /
Michele de Oliveira Paiva Aragdo. - 2018.

118 p. @il

Orientador(a): Luis Roberto Batista.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Queijos artesanais. 2. Diversidade. 3. Micobiota terroir. .
Batista, Luis Roberto. . Il. Titulo.




MICHELE DE OLIVEIRA PAIVA ARAGAO

DIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS EM QUEIJO
MINAS ARTESANAL DAS MICRORREGIOES DO SERRO E SERRA DA
CANASTRA

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal de
Lavras, como parte das exigéncias do Programa de
Pds-Graduagdo em Ciéncia dos Alimentos, area de
concentragdo em Micologia de Alimentos, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

APROVADA em 28 de junho de 2018
Dr. Luiz Ronaldo de Abreu UFLA
Dr. Luiz Carlos Gongalves Costa Junior ~ EPAMIG

Prof. Dr. Luis Roberto Batista

Orientador

LAVRAS-MG
2018



Ao meu marido Aluisio pelo apoio,
altruismo e amor incondicional.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus por me permitir ir atras dos meus sonhos.

A Universidade Federal de Lavras, ao Departamento e ao Programa de Pés Graduag&o
em Ciéncia dos Alimentos pela oportunidade concedida para a realizacdo deste trabalho.

A FAPEMIG pela concessdo da bolsa de estudos e também a Capes e ao CNPq pelos
recursos para elaboragéo do trabalho.

Ao professor Luis Roberto Batista por confiar e acreditar em mim e por toda a
orientagdo e conhecimento transmitido.

As pesquisadoras Fabiana Passamani e Suzana Reis pela paciéncia, orientacio, ajuda e
amizade.

Ao professor Luiz Ronaldo de Abreu, pela disponibilidade e apoio. A Cleuza, do
Laboratorio de Laticinios pela ajuda com as analises fisico-quimicas.

Aos produtores de Queijo Minas Artesanal do Serro e da Serra da Canastra pelo
fornecimento das amostras pela receptividade, confianca e pelos ensinamentos que nédo estdo
nos livros.

Aos amigos do Laboratorio de Micologia e Micotoxinas de Alimentos, em especial
Nathasha, Lorena, Ligia e Luiz Gustavo. Com ajuda, a amizade de vocés e boas xicaras de
café tudo ficou mais facil.

A Ana Luiza, pelo exemplo de coragem e por, apesar da distancia, sempre estar
presente.

A todos 0s meus amigos, especialmente a lIsabelle, pela amizade, incentivo, apoio e
momentos compartilhados. Vocés sdo fundamentais em minha vida!

Agradeco especialmente ao Aluisio, aos meus pais Marilei e José Francisco e ao meu
irmdo Jodo Francisco, pelos conselhos, incentivo e apoio nas minhas escolhas em todos 0s
momentos.

A todas as pessoas que acreditaram em mim e contribuiram de alguma forma para que
esse trabalho fosse concluido.

MUITO OBRIGADA!



RESUMO GERAL

Minas Gerais é o principal estado produtor de queijos artesanais no Brasil. A fabricacdo deste
produto, utilizando leite cru e indculo enddgeno (pingo), combina caracteristicas geograficas e
modo de fazer tipicos da regido. Baseando-se ainda em técnicas antigas ausentes ou limitadas
em processos mecanicos, geralmente dentro do contexto da agropecuaria familiar, é
importante tanto pela geragéo de renda quanto por sua conotacdo sociocultural. Pouco se sabe
sobre o perfil microbiologico deste queijo no que concerne aos fungos filamentosos e
leveduras que caracterizam o terroir das regides produtoras, sendo importante conhecer os
efeitos de tais micro-organismos na maturacdo do produto. O objetivo deste estudo foi
determinar a diversidade da micobiota terroir relacionada ao processo de maturacdo do
Queijo Minas Artesanal produzido nas microrregides do Serro e Serra da Canastra, bem como
correlacionar as espécies identificadas as caracteristicas fisico-quimicas do produto. Para a
microrregido do Serro considerou-se também o clima e umidade (verdo Umido e inverno
seco). As amostras da regido do Serro mostraram-se distintas quanto a diversidade de fungos e
leveduras, uma vez que a amostra do periodo de verdo/Gmido apresentou diversidade,
principalmente de fungos filamentosos tipicos de solo. Os fungos filamentosos predominantes
foram os pertencentes aos géneros Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum,
Microascus, Acremonium e espécies do complexo Cladosporium cladosporioides, todavia
nenhuma potencialmente toxigénica testada apresentou teste positivo para producdo de
micotoxinas. Em relacdo as leveduras, os géneros mais prevalentes foram Candida,
Kodamaea, Torulaspora, Trichosporon e Kluyveromyces. Nos parametros fisico-quimicos,
ambas as amostras foram semelhantes. Para a microrregido da Serra da Canastra, a amostra
A2 apresentou maior diversidade de leveduras e a amostra A3, maior diversidade de fungos
filamentosos, além de maior diversidade micoldgica no geral. Os fungos filamentosos
predominantes foram os pertencentes aos géneros Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium,
Geotrichum, Microascus e Acremonium. Somente a amostra A3 apresentou 8 isolados da
espécie A. ochraceus, de um total de 12 isolados com teste positivo para producdo de
Ocratoxina A. Para leveduras, os g@géneros de maior destaque foram Torulaspora,
Debaryomyces, Kodamaea, Geotrichum, Trichosporon e Candida. Nos pardmetros fisico-
quimicos, houve diferenca estatistica entre as amostras como excec¢do do percentual de cloreto
de sodio. As espécies identificadas permitiram conhecer mais sobre as comunidades
microbianas.

Palavras-chave: queijos artesanais. leite cru. diversidade. micobiota terroir.



GENERAL ABSTRACT

Minas Gerais is the main state producing artisanal cheeses in Brazil. The production of this
product using raw milk and endogenous inoculum (pingo) combines geographic
characteristics and the typical way of doing of the region, still based on old techniques absent
or limited in mechanical processes, usually within the context of the family agriculture, is
important both for income generation and for its sociocultural connotation. Little is known
about the microbiological profile of this cheese in what comprises the filamentous fungi and
yeasts that characterize the terroir of the producing regions, being important to know the
effects of such microorganisms in the maturation of the product. The objective of this study
was to determine the diversity of the mycobiota terroir related to the maturation process of the
Artisanal Minas Cheese produced in the micro-regions of Serro and Serra da Canastra, as well
as to correlate the species identified with the physical and chemical characteristics of the
product. For the Serro microregion, we also considered the climate and humidity (wet summer
and dry winter). The samples from the Serro region were different in terms of fungal and
yeast diversity, and the summer / wet period sample presented diversity, mainly from typical
filamentous fungi. The predominant filamentous fungi were those belonging to the genus
Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Microascus, Acremonium and
Cladosporium cladosporioides complex species. None of the toxoids tested showed a positive
test for mycotoxin production; in relation to yeasts, the most prevalent genera were Candida,
Kodamaea, Torulaspora, Trichosporon and Kluyveromyces. In the physical-chemical
parameters, both samples were similar. For the Serra da Canastra microregion, the A2 sample
had a higher yeast diversity and A3 sample, a greater diversity of filamentous fungi besides a
greater mycological diversity in general. The predominant filamentous fungi belonged to the
genus Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Microascus and Acremonium, and
only the A3 sample showed 8 isolates of the A. ochraceus species from a total of 12 isolates
with positive test for Ochratoxin A production; for yeasts the most prominent genera were
Torulaspora, Debaryomyces, Kodamaea, Geotrichum, Trichosporon and Candida. In the
physical-chemical parameters, there was a statistical difference among the samples as an
exception of the percentage of sodium chloride. The identified species allowed to know more
about the microbial communities.

Keywords: artisanal cheeses. raw milk. diversity. mycobiota terroir.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

Minas Gerais € o principal estado produtor de queijos artesanais do Brasil, existem
aproximadamente 30 mil produtores proporcionando uma producdo de mais de 50 mil
toneladas anualmente. A fabricacdo deste produto, geralmente dentro do contexto da
agropecuaria familiar, é importante tanto pela geracdo de renda quanto por sua conotacao
sociocultural (BRANT, et al. 2007; CAMPAGNOLLO, et al. 2018). O Queijo Minas
Artesanal (QMA) produzido nas regides do Serro e Serra da Canastra, patrimonio imaterial de
Minas Gerais e do Brasil, possui Indicacdo Geogréafica e representa um produto de grande
importancia socioecondmica e cultural para as microrregides produtoras (FURTADO, 1980).

A partir da utilizacdo de leite cru e inéculo enddgeno chamado “pingo”, o QMA é
produzido e maturado baseando-se em técnicas antigas, ausentes ou limitadas em processos
industriais. Desta forma, vé-se a importancia da adequacdo as normas de fabricacdo higiénico-
sanitarias previstas nas atuais legislacdes. Por ser um alimento produzido de forma artesanal e
sem a aplicacdo de tratamentos térmicos, observa-se a possibilidade de veiculacdo de micro-
organismos patogénicos e toxinas (KUPIEC; REVELL, 1998; SANTOS, 2010).

Pouco se sabe sobre o perfil microbiolégico do QMA no que se refere aos fungos
filamentosos e leveduras que contribuem com o terroir das regides produtoras, sendo de
interesse de todos os envolvidos na cadeia de producdo conhecer os efeitos de tais micro-
organismos na maturagdo do queijo. Tal conhecimento poderia possibilitar melhorias em
todas as etapas de fabricacdo e capacitacdo dos produtores visando a melhoria da qualidade do
produto final, seguranca microbioldgica e, consequentemente, a ampliacdo do comércio.

Segundo Montel et al. (2014), a principal preocupacdo dos defensores de queijos
artesanais tradicionais é a preservacdo da diversidade microbiana nativa a fim de explorar
seus beneficios. A associacdo desta as praticas tradicionais de fabricacdo corroboraria a
manutencdo das caracteristicas sensoriais e baixo indice de patdgenos. Entretanto, tém-se
observado que as mudancas climéticas podem agir como fator decisivo na selecdo de micro-
organismos nativos devido a alteracdo de temperaturas étimas de desenvolvimento e, até
mesmo, favorecendo a producdo de metabélitos secundarios toxicos. E importante, pois, 0
estudo dessas alteragcdes e a preservacdo dos isolados em Colec¢des de Cultura de Micro-

organismos.
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Estudos realizados com QMA’s das microrregidoes do Serro e Serra da Canastra
caracterizaram a micobiota leveduriforme, presente neste produto, capaz de alterar suas
caracteristicas sensoriais por meio de enzimas lipoliticas e proteoliticas e fermentacdo da
lactose. Entretanto, ndo ha& ainda trabalhos que determinem a diversidade de fungos
filamentosos presentes nos Queijos Artesanais mineiros (BORELLI, et al. 2006; CARDOSO,
et al. 2015; ANDRADE, et al. 2017). Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas e a micobiota terroir (por meio de técnica independente e
dependente de cultivo) do Queijo Minas Artesanal, produzido na Serra da Canastra em

diferentes propriedades e no Serro em diferentes estagGes, com verdo imido e inverno seco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Queijos Artesanais

Queijo é o nome utilizado para um grupo de alimentos produzido & base de leite
fermentado, compreendendo uma significativa variedade de sabores e formatos no mundo
todo. Esta técnica rudimentar se desenvolveu com objetivo de conservar o leite (FOX, 1993).
De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Produtos Lacteos,
aprovado pela Portaria n® 146 de 7 de margo de 1996, entende-se por queijo o produto fresco
ou maturado obtido por separacdo parcial do soro do leite ou leite reconstituido (integral,
parcial ou totalmente desnatado), ou de soros lacteos, coagulados pela agéo fisica do coalho,
de enzimas especificas, de bactérias especificas, de acido organicos, isolados ou combinados,
todos de qualidade apta para uso alimentar, com ou sem agregacdo de substancias alimenticias
e/ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes (BRASIL, 1996).

O processamento do leite foi de grande importancia para os primeiros agricultores pre-
historicos, pois permitiu o consumo de alimentos mais nutritivos e digeriveis sem que
houvesse a necessidade de abate dos animais. Analises de gorduras lacteas em fragmentos de
vasos de ceramica perfurados (Figura 1) pertencentes aos povos agricultores que viveram na
regido da Europa Central ha cerca de 7.000 anos, direcionam para o que pode ser a evidéncia
mais antiga de fabricacdo de queijo no mundo (BOGUCKI, 1984; CURRY, 2013; SALQUE,
2013).

Figura 1 Fragmentos de vasos de ceramica provavelmente utilizados para fabricacdo de
queijos

Fonte: Salque (2013)
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Estima-se que existam mais de 1.000 variedades de queijo produzidas no mundo todo.
Dentre essas, 0s queijos artesanais podem ser definidos como de producgéo tradicional e
singular, limitados em processos mecanicos e em pequena escala. Hoje, tornou-se um
alimento de alta gastronomia, sensorialmente distinto, apresentando diversos formatos e
caracteristicas sensoriais. O consumidor ¢ influenciado pela imagem de ‘“artesanal” e
“caseiro” dos queijos, principalmente quando comparada a imagem séria dos queijos
industriais produzidos em massa (SANDINE; ELLIKER, 1970; FOX, 1993; KUPIEC;
REVELL, 1998).

2.2 Queijos artesanais de Minas Gerais

Minas Gerais é o estado que mais produz queijos artesanais no pais, sendo este
certamente um dos produtos mais antigos e importantes para a historia do Brasil. Concentrado
em pequenas regibes (Figura 2) como Serro, Canastra, Campo das Vertentes, Araxa, Cerrado,
Serra do Salitre e Triangulo Mineiro, o QMA é tradicionalmente produzido em pequenas
propriedades rurais por todo estado. Devido a variadas técnicas de fabricacdo desse produto,
cada queijo é singular em suas caracteristicas. Sua consisténcia pode ser caracterizada como
semi-dura, com alto teor de umidade, coloracdo amarelo-pélida, formato cilindrico, textura
homogenia e sabor levemente acido (NOGUEIRA; LUBACHEVSKY; RANKIN, 2005;
BOTELHO; MENDES; SENA, 2013; IMA, 2018).

Figura 2 Microrregides produtoras de Queijo Minas Artesanal no estado de Minas Gerais
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Fonte: Portal do Queijo (2017)
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Estudos indicam que a origem do QMA remonta as técnicas tipicas da Serra da
Estrela, em Portugal, trazidas ao Brasil no século XVI pelos colonos portugueses
(MENESES, 2006). Entretanto, segundo Netto (2011), a origem da técnica de producdo do
queijo em Minas veio do arquipélago de Acores por acorianos que se estabeleceram nas
cidades de Caeté e Medeiros no seculo XVIII. Estes ja conheciam a técnica de manejo do
gado leiteiro de producéo de queijo por influéncia dos holandeses que visitavam o arquipélago
naquele tempo (MORENO, 2013).

Tanto 0 QMA do Serro quanto o da Serra da Canastra possuem Indicacdo Geogréfica.
Esta é uma importante ferramenta utilizada na protecdo de produtos com caracteristicas
diferenciadas como 0 QMA. Seu registro destaca o produto no mercado agregando valor as
regides, gerando melhorias e garantindo a qualidade e identidade do produto, diferenciando-o
no mercado consumidor, em decorréncia de suas caracteristicas geograficas, historicas e
socioculturais (INPI, 2011).

2.2.1 Microrregiéo do Serro

A microrregido do Serro fica localizada no Vale do Jequitinhonha, regido da Serra do
Espinhaco e da Estrada Real, no estado de Minas Gerais. O clima da regido é classificado
como temperado Umido, com inverno seco e verdo quente, de acordo como a classificagao de
Kdppen e Geiger. A temperatura média anual é de 20,5 °C, variando entre 23.2 °C e 17,3 °C,
sendo agosto 0 més mais seco e dezembro, o més mais chuvoso (CLIMATE-DATA.ORG,
2018).

Caracterizada por ricas tradi¢cdes e valores culturais, a regido produz aproximadamente
3 mil toneladas de queijo anualmente, englobando os municipios de Alvorada de Minas,
Coluna, Concei¢cdo do Mato Dentro, Dom Joaquim, Materlandia, Paulistas, Rio Vermelho,
Sabindpolis, Santo Antbnio do Itambé, Serra Azul de Minas e Serro (NUNES; DE MELO,
2013; IEPHA, 2017) (Figura 3).



Figura 3 Mapa da microrregido do Serro - MG
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2.2.2 Microrregido da Serra da Canastra
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Localizada no sudoeste do Estado de Minas Gerais, a microrregido da Serra da

Canastra abriga o Parque Nacional da Serra da Canastra. O clima da regido é temperado

umido, com inverno seco e verao quente, de acordo como a classificacdo de Koppen e Geiger.
A temperatura média anual é de 20,6 °C, variando entre 23.2 °C e 16,8 °C, sendo agosto o

més mais seco e dezembro, 0 més mais chuvoso (CLIMATE-DATA.ORG, 2018).

Por meio da Portaria n°® 694 de 17 de novembro de 2004 (IMA, 2004), o Instituto

Mineiro de Agropecudria incluiu a microrregido da Canastra, composta pelos municipios de

Bambui, Medeiros, Piumhi, Sdo Roque de Minas, Tapirai, Vargem Bonita e Delfinopolis,

como produtora de QMA (Figura 4).

Figura 4 Mapa da microrregido da Serra da Canastra — MG
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2.3 Legislacao

O Brasil, nos ultimos anos presencia uma revolu¢do quanto as mudangas que vém
acontecendo em torno da legislacdo de queijos artesanais fabricados a partir de leite cru. O
estado de Minas Gerais toma frente no que se refere a regulamentacdo do Queijo Minas
Artesanal, servindo de exemplo para que pequenos produtores de outros estados se articulem
quanto as necessidades de certificacdo. (PINTO, 2008). Desde 2002, com a criagdo da Lei
Estadual n° 14.185 que disp0s sobre o processo de producdo do QMA, véarias melhorias foram
implantadas, como o estabelecimento de boas préaticas de fabricacdo, indicacdo geografica,
diminuicdo do tempo minimo de maturagdo a partir de estudos cientificos e registro e
regularizacdo dos produtores. No entanto, ainda sdo necessérias outras adequagdes na
legislacdo ja que esta ndo inclui os queijos mofados e nem permite a exportacdo do produto.

A Tabela 1 se refere a legislacdo que envolve 0 QMA.

Tabela 1 Legislacéo referente ao Queijo Minas Artesanal (continua)

Legislacao Data Assunto
Lei Estadual 31 de janeiro o 3
Dispde sobre o processo de producéo.
n°14.185 de 2002
) (altera Lei Estadual n° 14.185/2002) Institui as formas de registros de
Decreto n° 15 de abril ) ) ) ] ) ]
bens culturais de natureza imaterial ou intangivel que constituem
42.505 de 2002 o ) )
patrimdnio cultural de Minas Gerais.
) (Altera regulamento da Lei N° 14.185/2002) Autoriza a producéo de
Decreto N° 05 de junho B - ] o o o
queijos utilizando o leite cru, sem utilizag&o de técnicas industriais,
42.645 de 2002 ) ) N L
produzidos em microrregides tradicionais.
Portaria n° 14 de junho  Estabelece normas de defesa sanitaria para rebanhos fornecedores de
517 de 2002 leite para producéo de QMA.
Portaria n° 14 de junho Disp0e sobre requisitos basicos das instalagbes, materiais e
518 de 2002 equipamentos para a fabricagdo do QMA.
Portaria n° 3 de julho de Disp0e sobre as condicdes higiénico-sanitarias e boas praticas na
523 2002 manipulacdo e fabricacdo do QMA.
Decreto ] ) .
1°de agosto  (Altera regulamento da Lei N° 14.185/2002) Determina parametros
Estadual N°

44.864

de 2008

microbioldgicos para 0 QMA.
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(Altera Lei Estadual n° 14.185/2002) Trata de certificacdo

Lei Estadual 13 de janeiro ) ] ] .
diferenciada para os QMA’s produzidos conforme a tradicdo
n° 19.492 de 2011 o )
histdrica e cultural da regido.
Instrucdo 15 de
Normativan® dezembro de Estabelece critérios adicionais para elaboracdo de queijos artesanais.
57 2011
. 12 de N s .
Portaria n° Estabelece as normas higiénico-sanitarias e boas praticas de
dezembro de 3
818 producéo.
2006
) 18 de ] ]
Lei Estadual (Revoga Lei Estadual n® 14.185/2002) Dispe sobre a producéo e a
dezembro de L
n°® 20.549 comercializagdo do QMA.
2012
Portaria n° 30 de abril o 5
Estabelece diretrizes para a produgdo do QMA.
1305 de 2013
Instrugéo 3 )
] 7 de agosto (revogada Instrucdo Normativa n® 57/2011)
Normativa N° o i . 3 ]
20 de 2013 Defini novo periodo de maturacdo para queijos artesanais
Instrucéo 23 de iunh Estabelece normas nacionais especificas de inspecéo e a fiscalizacéo
. € Junho g . . N o
Normativa N° de 2015 sanitaria de produtos de origem animal, referente as agroindustrias de
e
16 pequeno porte.
Instrugéo 14 de Estabelece requisitos para avaliacdo relativos a estrutura fisica,
Normativa N°  fevereiro de dependéncias e equipamentos de estabelecimento agroindustrial de
5 2017 pequeno porte de produtos de origem animal.
Portaria N° 27 de julho (altera Portaria n® 1305/2013) Dispde sobre o periodo de maturagdo
1736 de 2017 do QMA.
y (altera Instrucdo Normativa n° 05/2017) Estabelece os requisitos
Instrugdo

Normativa N°
9

18 de janeiro
de 2018

técnicos relativos a estrutura fisica, as dependéncias e aos
equipamentos dos estabelecimentos agroindustriais de pequeno porte

de produtos de origem animal.

Fonte: MINAS GERAIS (2002a); IEPHA (2002); MINAS GERAIS (2002b); IMA (2002a); IMA
(2002b); IMA (2002c); IMA (2006); MINAS GERAIS (2008); MINAS GERAIS (2011); BRASIL
(2011); MINAS GERAIS (2012); BRASIL (2013); IMA (2013); BRASIL (2015); BRASIL (2017);

IMA (2017); BRASIL (2018).
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2.4 Processo de producdo e maturacao

O QMA ¢ fabricado a partir de leite cru, adquirido por meio da ordenha realizada na
mesma propriedade queijeira. O processo de fabricacdo difere pouco entre as microrregides.
Uma das diferencgas consiste no fato de que na regido do Serro, a prensagem da massa ocorre
sem auxilio de tecido. Todavia, as caracteristicas finais de cada queijo sdo particulares de
cada regido produtora (DAS DORES; FERREIRA, 2012).

Juntamente com o coalho e o sal, adiciona-se o “pingo” ao leite, que consiste em parte
do soro coletado apds a prensagem do queijo do dia anterior. Este indculo enddgeno, rico em
micro-organismos autoctones, contribui para a fermentacdo e maturacdo do produto
(NOBREGA, 2012). Na Figura 5, observa-se o fluxograma geral de producio do QMA.

Figura 5 Fluxograma de producdo do Queijo Minas Artesanal
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Fonte: Autora (2018) adaptado de Martins (2006)
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A etapa final do processo é a maturagdo, de grande importancia na sele¢cdo e melhoria
das caracteristicas do queijo. Ocorre apds o processo de fabricacdo e pode variar quanto ao
tempo, podendo chegar a dois anos, em func¢éo do tipo de queijo produzido. De acordo com o
artigo 1° da Portaria n® 1.736 de 27 de julho de 2017 (IMA, 2017), fica definido o periodo de
maturacdo do Queijo Minas Artesanal como minimo de 17 (dezessete) dias para a
microrregido do Serro e de 22 (vinte e dois) paras a microrregido da Serra da Canastra. A
maturacdo causa alteracGes quimicas e fisicas na massa do queijo, na textura e na
consisténcia, devido a acdo de enzimas e produz compostos que influenciardo no
aparecimento de sabores e aromas caracteristicos. (FOX; MCSWEENEY, 1998).

As alteragdes bioquimicas que ocorrem durante a maturacdo podem ser agrupadas em
eventos primarios (lipolise, protedlise, metabolismo da lactose residual, do lactato e citrato)
ou secundarios (metabolismo de acidos graxos e aminoacidos). A lipélise é catalisada por
lipases, provenientes principalmente da microbiota do leite, e por enzimas do agente
coagulante. A protedlise é o evento bioguimico mais complexo que ocorre durante a
maturacdo e € catalisada por enzimas como a plasmina e, também, por proteinases e
peptidases provenientes de bactérias do acido lactico e de outros micro-organismos que
crescem dentro ou sobre o queijo (McSWEENEY, 2004).

Queijos produzidos a partir de leite cru maturam mais rapidamente e adquirem sabores
mais ricos e intensos que os queijos de leite pasteurizado ou microfiltrado. Esta caracteristica
tem sido observada tanto em queijos cozidos de leite de vaca, como em queijos de cabra e
ovelha (ALONSO, et al. 2013). Esses queijos tém geralmente quantidades maiores de
compostos aromaticos (&cidos, aldeidos, alcoois, ésteres e compostos de enxofre), com
excecdo de algumas cetonas. Os efeitos da microbiota do leite cru na textura diferem de
acordo com a variedade de queijo e as condi¢bes de processamento (BEUVIER, et al. 2004).
Outros fatores que interferem diretamente nas caracteristicas sensoriais do queijo referem-se
as caracteristicas do leite que dependem do tipo de alimentacdo, raca e estado de salde do
animal (COULON, 2004).

2.4.1 Terroir

Terroir é uma palavra intraduzivel de origem francesa e esta relacionada ao territério e
ao ambiente peculiar de uma regido que ira expressar a qualidade, tipicidade e identidade de
um vinho ou produto (TONIETTO, 2007). Refere-se basicamente a um sistema de interagdes
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entre fatores biofisicos e humanos que foram construidos durante a histéria e sdo especificos
de uma area geografica limitada (MARTIN, et al. 2016). Segundo Paxson & Helmreich
(2014) ha um crescente interesse por parte dos produtores de queijos artesanais em um
microrganismo ou microbiota autéctone de sua queijaria como forma de reivindicar seu
terroir para se distinguir em um nicho de mercado cada vez mais competitivo. Contudo, uma
microbiota particular de um queijo ndo é a localizacdo geogréfica estritamente dimensionada
de uma propriedade ou regido. Condi¢cdes ambientais que geram comunidades microbianas
particulares podem se adaptar a um queijo e ndo a uma regido geogréafica. Endlogos franceses
ha muito argumentam que o lugar do terroir ndo é redutivel a geografia, mas emerge da
conjuncdo de condi¢cbes ambientais e praticas culturais realizadas em uma localidade
especifica ao longo de sucessivas geracfes humanas que pdem em pratica um modelo de
colaboracéo ecologica (DEMOSSIER, 2011; TEIL, 2012).

Supbe-se que queijos feitos e maturados nas mesmas regiGes geogréficas teriam
composigdo microbiana mais similar do que aqueles fabricados em locais mais distantes.
Porém, estudos que avaliaram um conjunto de dados para a Europa e os Estados Unidos
mostraram gque a composic¢do da comunidade ndo esta significativamente correlacionada com
a distancia geografica (WOLFE, et al. 2014).

De acordo com Clark & Kerr (2017), embora muitas Indicagdes Geogréaficas tenham
como premissa a propriedade intelectual baseada em processos artesanais e, provavelmente
ndo sejam afetadas por mudancas climaticas, outras sdo baseados no terroir, que é definido
também por qualidades geogréaficas especificas como solo, umidade, luz solar, entre outras
que estdo diretamente relacionadas as condigdes climaticas.

Segundo Martin, et al. (2016), a composicao boténica e a biodiversidade especifica das
pastagens de montanha, como observa-se no relevo tipico do estado de Minas Gerais, sdo
regidas por condi¢Bes geoclimaticas e praticas agrondmicas (adubacdo, densidade de
estocagem, manejo de pastoreio) e tém uma influéncia direta na composigdo do queijo. E
sabido que a qualidade do queijo de leite cru depende da composicao fisico-quimica do leite e
suas caracteristicas predizem o terroir de onde o leite é produzido. Micro-organismos
autoctones do leite e do ambiente da queijaria também sdo fatores importantes para a
qualidade do produto, pois sua atividade enzimatica contribui muito para as caracteristicas
sensoriais do queijo, tipicas do seu terroir. Portanto, a diversidade de aromas do queijo esta
diretamente ligada a diversidade da microbiota (CASALTA, et al. 2009; DONNELLY;
KEHLER, 2016).
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2.5 Diversidade desejavel de fungos filamentosos e leveduras em queijos artesanais

A microbiota do queijo é o principal fator que altera e intensifica o sabor, aroma,
textura e aparéncia do produto. A quantidade e a diversidade de micro-organismos presentes
no queijo dependem das condi¢Oes de fabricagdo e manipulagéo, da qualidade do leite, das
condigdes ambientais (temperatura e umidade) e da exposi¢do do queijo a micro-organismos
durante e apds a fabricacdo (BERESFORD, et al. 2001; OGIER, et al. 2002; TORKAR,;
TEGER, 2006; IRLINGER; MOUNIER, 2009).

O leite cru é rico em nutrientes e fornece as condigdes adequadas para o crescimento
de vérias espécies de micro-organismos. Sua ocorréncia € influenciada pelo estado de saude
do animal, tempo e criacdo de condicgdes fisiologicas favoraveis. Em queijos fabricados a
partir de leite cru, comumente encontra-se os fungos filamentos dos géneros Penicillium,
Geotrichum, Aspergillus, Mucor e Fusarium. Embora algumas espécies dos géneros
Penicillium e Mucor sejam essenciais na maturacdo de alguns tipos de queijo, devido a
capacidade de alterar sabor e aroma, somente Geotrichum candidum é reconhecidos como
fungo de leite. Morfologicamente, o G. candidum ¢ descrito como um “fungo do tipo
levedura” porque aparece microscopicamente com ambos o0s estigios: filamentoso e
unicelular (GUEGUEN; SCHMIDT, 1992; WOUTERS, 2002; CALLON, et al. 2007;
LAVOIE, et al. 2012; BUDAK, et al. 2016). A atuacgdo dos fungos filamentosos no processo
de maturacdo dos queijos é de fato importante. A degradacao dos constituintes do leite, como
proteinas e lipidios, devido a acdo de enzimas fungicas pode levar a melhoria da qualidade da
textura, do sabor e do valor nutricional do queijo (HYMERY, 2014).

As leveduras mais presentes em queijos sdo as pertencentes aos géneros Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum, Kluyveromyces, Kodamaea, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon, Yarrowia e Zygosaccharomyces. Embora sejam
encontrados varios géneros, a espécie mais comumente isolada de queijos ¢ Debaryomyces
hansenii (BUCHL; SEILER, 2011). Medina-Cdrdova et al. (2018) mostraram que D. hansenii
pode afetar a esporulacdo e o crescimento dos fungos filamentosos micotoxigénicos devido a
sua atividade de controle biol6gico além de ter potencial probidtico (SURANSKA, 2016).

Segundo Cardoso et al. (2015), a diversidade de espécies de leveduras encontradas
QMA da microrregido do Serro esta diretamente relacionada com o tempo de maturacéo e nao
com as estacdes do ano. Neste estudo, observou-se que as espécies de leveduras mais
encontradas foram D. hansenii, Kodamaea ohmeri e Kluyveromyces marxianus. Estas

leveduras podem representar boas culturas iniciais na producdo do Queijo Minas Artesanal
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devido ao potencial enzimatico das mesmas, que colabora para o consumo de lactato,
formacdo de metabdlitos alcalinos, fermentacdo da lactose, lipdlise, protedlise e a formacéo
de compostos aromaticos, entre outras atividades que sdo importantes para as caracteristicas
tipicas do queijo. Em outro estudo, Andrade et al. (2017) identificaram em amostras de QMA
da Serra da Canastra as leveduras Kluyveromyces lactis, Torulaspora delbrueckii e Candida
intermedia que mostraram-se importantes para agregar sabor e aroma ao queijo devido a

producdo de compostos aromaticos volateis.

2.5.1 Diversidade de fungos toxigénicos e suas micotoxinas

Fungos filamentosos toxigénicos (produtores de micotoxinas) estdo amplamente
distribuidos nas regides produtoras de alimentos, como cultivos de cereais e outras
commodities. Os principais géneros de fungos toxigénicos sdo Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (PITT, 2000).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios, ou seja, ndo tém papel no metabolismo e
crescimento dos fungos filamentosos. S&o potencialmente toxicas tanto para 0 homem quanto
para os animais devido ao potencial carcinogénico, teratogénico e mutagénico. E, embora
sejam prejudiciais, ndo induzem resposta imunoldgica imediata. (BULLERMAN;
SCHOEREDER; PARK, 1984; PITT, 2000; TORKAR; VENGUST, 2008).

Micotoxinas podem ser encontradas em produtos lacteos por dois motivos:
contaminacdo indireta, que ocorre quando as vacas leiteiras ingerem racGes contendo
micotoxinas ou contaminacdo direta, que ocorre devido ao crescimento intencional ou
acidental de fungos filamentosos. Em decorréncia disso, a presenca de uma micotoxina em
produtos lacteos ndo necessariamente esta relacionada com a presenca de um fungo
filamentoso contaminante. Ela pode representar um indicativo de que a toxina foi ingerida
juntamente com a alimentacdo animal. Por serem resistentes, podem permanecer no alimento
mesmo apds a elimina¢do do microrganismo. Uma determinada toxina pode ser produzida por
mais de uma espécie de fungo filamentoso, bem como um fungo filamentoso pode produzir
mais de uma micotoxina (MONTAGNA, et al. 2004; SENGUN, YAMAN; GONUL, 2008;
ABREU, 2011)

Durante a maturacdo pode haver o crescimento de fungos na superficie do queijo,
alterando sua aparéncia e sabor (LUND; FILTENBORG; FRISVAD, 1995). De acordo com

Northolt et al. (1980), com o desenvolvimento do fungo é possivel que haja o risco de
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producdo de micotoxinas. Ap6s analisarem queijos contaminados por Aspergillus versicolor,
observaram que nove das 39 amostras continham esterigmatocistina. Lund; Filtenborg &
Frisvad (1995) determinaram a micobiota da superficie de queijos semi-macios e perceberam
que todos os isolados de Penicillium commune produziram acido ciclopiazonico.

Para eliminar ou diminuir os niveis de micotoxinas presentes nos alimentos e ragdes,
ou até mesmo degrada-las ou torna-las menos toxicas, utilizam-se métodos fisicos, quimicos e
bioldgicos. Entretanto, a melhor maneira de evitar micotoxinas em produtos lacteos € evitar a
contaminacdo por fungos filamentosos, uma vez que existem limitacGes nos processos de
degradacéo ou desintoxicacdo (SENGUN, YAMAN; GONUL, 2008).

As micotoxinas mais comuns e estaveis no queijo sdo a citrinina, o penitrem A, a
roquefortina C, a esterigmatocistina e a aflatoxina. Por outro lado, a patulina, o &cido
penicilico e a toxina PR ndo persistem no queijo (SENGUN, YAMAN; GONUL, 2008).
Contudo, a principal micotoxina encontrada no leite é a aflatoxina. As Aflatoxinas sdo
micotoxinas produzidas pelas espécies Aspergillus flavus, A. bombycus, A. parasiticus, A.
nomius, A. ochraceoroseus, A. tamarrii, A. pseudotamarii, A. parvisclerotigenus, A. rambellii
e algumas espécies da Secdo Nidulantes do género Aspergillus (Emericella). Como
contaminante de produtos agricolas, sabe-se de quatro tipos de Aflatoxinas (B1, B2, G1, G2),
sendo as mais toxigénicas as B1 e G1. As denominacdes B e G sdo em funcdo das coloracdes
azul (blue) e verde (green) que aparecem quando expostas a luz ultravioleta (JAY, 2005;
FRISVAD; SKOUBOE; SAMSON, 2005; PRANDINI et al., 2009; ABREU, 2011).

A principal preocupacdo em relacdo a contaminacdo indireta com micotoxinas em
produtos lacteos estd associada ao metabolismo da Aflatoxina B1 por bovinos em lactacdo
apo6s ingestdo de racbes contaminadas, produzindo entdo a Aflatoxina M1 (Figura 6),
associada ao leite e ndo ao crescimento de fungos toxigénicos em produtos lacteos
(HYMERY, et al. 2014; BANJARA; SUHR; HALLEN-ADAMS, 2015).

Figura 6 Biotransformacdo da Aflatoxina B1 em Aflatoxina M1
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Fonte: Adaptado de Kensler, et al. (2003)
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Em 18 de fevereiro de 2011, de acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), foi estabelecido na RDC n® 7 que o limite maximo tolerado de
Aflatoxina M1 em queijos € de 250 ng/kg (BRASIL, 2011). Segundo Anfossi e colaboradores
(2012), o limite permitido de Aflatoxina M1 em queijos pela legislacdo vigente na Unido

Europeia é de 50 ng/kg.



30

REFERENCIAS

ABREU, A. N. I. Contagem microbiana e incidéncia de aflatoxina M1 em queijo ralado e
requeijao comercializado em diferentes cidades do estado de Minas Gerais. Dissertagdo
(mestrado em Ciéncia dos Alimentos), 68 p. — Universidade Federal de Lavras, Lavras. 2011.

ALONSO, R. et al. Proteolysis, lipolysis, volatile compounds and sensory characteristics of
Hispanico cheeses made using frozen curd from raw and pasteurized ewe milk. Journal of
dairy research, v. 80, n. 1, p. 51-57. 2013.

ANDRADE, R. P. et al. Yeasts from Canastra cheese production process: Isolation and
evaluation of their potential for cheese whey fermentation. Food research international, v.
91, p. 72-79, 2017.

ANFOSSI, L. et al. Occurrence of aflatoxin M 1 in Italian cheese: results of a survey
conducted in 2010 and correlation with manufacturing, production season, milking animals,
and maturation of cheese. Food Control, 25(1), 125-130. 2012.

BRASIL. Portaria n° 146, de 7 de marco de 1996. Aprovar os Regulamentos Técnicos de
Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos. Brasilia, 1996. Disponivel em:
<http://extranet.agricultura.gov.br/sislegisconsulta/consultarLegislacao.do?operacao=visualiz
ar&id=1218> Acesso em 03 de junho de 2018.

BRASIL. Resolucdo RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011. Disp6e sobre os limites
maximos tolerados (LMT) para micotoxinas em alimentos. Brasilia, 2011. Disponivel em:
<http://portal.anvisa.gov.br/documents/10181/2968262/RDC_07_2011 COMP.pdf/afe3f054-
bc99-4e27-85c¢4-780b92e2h966 > Acesso em 23 de maio de 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 57, de 15 de dez de 2011. Estabelece critérios adicionais
para elaboracdo de queijos artesanais. Brasilia, DF, 2011. Disponivel em:
<http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=abrelLegislacao
Federal&chave=50674&tipoLegis=A> Acesso em 29 de maio de 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 30, de 7 de ago de 2013. Define novo periodo de
maturacao dos queijos artesanais. Brasilia, DF, 2013. Disponivel em:
<http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=abreLegislacao
Federal&chave=50674&tipoLegis=A> Acesso em: 29 de maio de 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 16, de 23 de jun de 2015. Estabelece em todo o territorio
nacional as normas especificas de inspecdo e a fiscalizacdo sanitaria de produtos de origem
animal, referente as agroindustrias de pequeno porte. Brasilia, DF, 2015. Disponivel em:
<http://sistemasweb.agricultura.gov.br/sislegis/action/detalhaAto.do?method=abrelLegislacao
Federal&chave=50674&tipoLegis=A> Acesso em: 29 de maio de 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 5, de 14 de fev de 2017. Disp0e sobre requisitos para
avaliacdo de equivaléncia ao Sistema Unificado de Atencdo a Sanidade Agropecuaria
relativos a estrutura fisica, dependéncias e equipamentos de estabelecimento agroindustrial de
pequeno porte de produtos de origem animal. Brasilia, DF, 2017. Disponivel em: <



31

http://www.agricultura.gov.br/assuntos/inspecao/produtos-animal/sisbi-
1/legislacao/InstruoNormativa_05.2017.pdf> Acesso em: 29 de maio de 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 9, de 18 de jan de 2018. Estabelece os requisitos técnicos
relativos a estrutura fisica, as dependéncias e aos equipamentos dos estabelecimentos
agroindustriais de pequeno porte de produtos de origem animal. Brasilia, DF, 2018.
Disponivel em: < https://alimentusconsultoria.com.br/instrucao-normativa-9-janeiro-2018-
mapa/> Acesso em: 29 de maio de 2018.

BEUVIER, E. et al. Raw milk cheeses, Cheese: Chemistry, Physics & Microbiology, 3rd ed.,
vol. 1. Elsevier Ltd., London, pp. 319-345. 2004.

BOTELHO, B. G.; MENDES, B. A. P.; SENA, M. M. Implementacdo de um método robusto
para o controle fiscal de umidade em queijo minas artesanal. Abordagem metroldgica
multivariada. Quim Nova, v. 36, p. 1416-1422, 2013.

BUCHL, N. R.; SEILER, H. Yeast and molds: yeasts in milk and dairy products. In: John W.
Fuquay (Ed.), Encyclopedia of Dairy Sciences, Academic Press, San Diego, 2nd ed. pp. 744—
753. 2011.

BUDAK, S. O. et al. The diversity and evolution of microbiota in traditional Turkish Divle
Cave cheese during ripening. International Dairy Journal, v. 58, p. 50-53, 2016.

BULLERMAN, L. B.; SCHROEDER; L. L.; PARK, K. Y. Formation and control of
mycotoxins in food. Jornal of Food Protection, Des moines, v. 47, n. 8, p. 637-646, Aug.
1984.

BANJARA, N.; SUHR, M. J.; HALLEN-ADAMS, H. E. Diversity of yeast and mold species
from a variety of cheese types. Current microbiology, 70(6), 792-800. 2015.

BERESFORD, T. P. et al. Recent advances in cheeses microbiology. International Dairy
Journal, v. 11, p. 259-274, 2001.

BOGUCKI, P. I. Ceramic sieves of the Linear Pottery Culture and their economic
implications. Oxford Journal of Archaeology, v. 3, n. 1, p. 15-30, 1984.

BORELLI, B. M. et al. Yeast populations associated with the artisanal cheese produced in the
region of Serra da Canastra, Brazil. World Journal of Microbiology and Biotechnology, v.
22,n.11, p. 1115-1119, 2006.

BRANT, L. M. F.; FONSECA, L. M.; SILVA, M. C. C. Avaliacédo da qualidade
microbioldgica do queijo-de-minas artesanal do Serro-MG. Arquivo Brasileiro de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, v.59, n.6, p.1570-1574, 2007.

CALLON, C. et al. Stability of microbial communities in goat milk during a lactation year:
molecular approaches. Systematic and applied microbiology, v. 30, n. 7, p. 547-560, 2007.

CAMPAGNOLLDO, F. B. et al. Quantitative risk assessment of Listeria monocytogenes in
traditional Minas cheeses: the cases of artisanal semi-hard and fresh soft cheeses. Food
Control, 2018.



32

CARDOSO, V. et al. The influence of seasons and ripening time on yeast communities of a
traditional Brazilian cheese. Food Research International, v. 69, p. 331-340, 2015.

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, v. 133, n. 3, p. 243-251, 20009.

CLARK, L. F.; KERR, W. A. Climate change and terroir: The challenge of adapting
geographical indications. The Journal of World Intellectual Property, v. 20, n. 3-4, p. 88-
102, 2017.

CLIMATE-DATA,ORG, 2018. Dados climaticos para cidades mundiais. Disponivel em: <
https://pt.climate-data.org/> Acesso em: 03 de junho de 2018.

COULON, J. B. et al. Relationships between ruminant management and sensory
characteristics of cheeses: a review. Le Lait, v. 84, n. 3, p. 221-241, 2004.

CURRY, A. The milk revolution. Nature, v. 500, n. 7460, p. 20, 2013.

DAS DORES, M. T.; FERREIRA, C. L. de L. F. Queijo minas artesanal, tradicdo centenaria:
ameacas e desafios. Revista Brasileira de Agropecuaria Sustentavel (RBAS), v. 2, n. 2, p.
26-34, 2012.

DEMOSSIER, M. Beyond terroir: territorial construction, hegemonic
discourses, and French wine culture. Journal of the Royal Anthropological Institute, 17(4),
685-705. 2011.

DONNELLY, C.; KEHLER, M. The Oxford companion to cheese. Oxford University Press,
2016.

EMPRESA DE ASSISTENCIA TECNICA E EXTENSAO RURAL DO ESTADO DE
MINAS GERAIS. Mapa do queijo Minas artesanal. Disponivel em:
<http://www.emater.mg.gov.br> Acesso em: 22 de maio de 2018.

FOX, P. F. Cheese: an overview. In: Cheese: chemistry, physics and microbiology. Springer,
Boston, MA. 2nd ed., p. 1-36, 1993.

FOX, P. F.; MCSWEENEY, P. L. H. Chemistry and biochemistry of cheese and fermented
milks. Dairy chemistry and biochemistry. London: Blackie Academic & Professional, cap.
10, p. 403-418, 1998.

FRISVAD, J. C.; SKOUBOE, P.; SAMSON, R. A. Taxonomic comparison of three different
groups of aflatoxin producers and a new efficient producer of aflatoxin B1, sterigmatocystin
and 3-O-methylsterigmatocystin, Aspergillus rambellii sp. nov. Systematic and applied
microbiology, v. 28, n. 5, p. 442-453, 2005.

FURTADO, M. M. Queijo do Serro: tradi¢do na histéria do povo mineiro. Rev. Inst. Lat.
Céandido Tostes, v.35, p.33-36, 1980;



33

GUEGUEN M.; SCHMIDT,J. L. Les levures et Geotrichum candidum,. In Hermier J, Lenoir
J, Weber F (ed), Les Groupes Microbiens d'Intérét Laitier. CEPIL, Paris, France. p. 165—
219, 1992.

HYMERY, N. et al. Filamentous fungi and mycotoxins in cheese: a review. Comprehensive
Reviews in Food Science and Food Safety, v. 13, n. 4, p. 437-456, 2014.

INSTITUTO ESTADUAL DO PATRIMONIO HISTORICO E ARTISTICO DE MINAS
GERAIS. Decreto n. 42.505 de 15 de abr de 2002. Institui as formas de Registros de Bens
Culturais de Natureza Imaterial ou Intangivel que constituem patriménio cultural de Minas
Gerais. Belo Horizonte, MG, 2002. Disponivel em:
<https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.htmI?num=42505&an0=20
02&tipo=DEC> Acesso em: 29 de maio de 2018.

INSTITUTO ESTADUAL DO PATRIMONIO HISTORICO E ARTISTICO DE MINAS
GERAIS. O Modo de fazer o queijo artesanal da regido do Serro. Belo Horizonte, 2017.
Disponivel em: <http://www.iepha.mg.gov.br>. Acesso em: 28 de maio de 2018.

IRLINGER, F.; MOUNIER, J. Microbial interactions in cheese: implications for cheese
quality and safety. Curr Opin Biotechnol 20:142-148. 2009.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n® 517, de 14 de jun de 2002.
Estabelece normas de defesa sanitaria para rebanhos fornecedores de leite para producdo de
queijo minas artesanal. Belo Horizonte, 2002a. Disponivel em:
<http://www.ima.mg.gov.br/portarias/doc_details/209-portaria-no-517-de-14-de-junho-de-
2002> Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n° 518, de 14 de jun de 2002.
DispGe sobre requisitos basicos das instalacGes, materiais e equipamentos para a fabricacéo do
gueijo minas artesanal. Belo Horizonte, 2002b. Disponivel em:
<http://www.ima.mg.gov.br/portarias/doc_details/210-portaria-no-518-de-14-de-junho-de-
2002>. Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n° 523, de 3 de jul de 2002.
DispGe sobre as condi¢des higiénico-sanitarias e boas praticas na manipulacdo e fabricacdo do
gueijo minas artesanal. Belo Horizonte, 2002c. Disponivel em: <
http://www.ima.mg.gov.br/portarias/doc_details/212-portaria-no-523-de-3-de-julho-de-
2002r>. Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n® 694, de 17 de novembro de
2004. Identifica a microrregido da Canastra. Belo Horizonte, 2004. Disponivel em:
<http://www.ima.mg.gov.br>. Acesso em 28 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n° 818, de 12 de dez de 2006.
Baixa o regulamento técnico de producéo do queijo minas artesanal e da outras providéncias..
Belo Horizonte, 2006. Disponivel em: <http://www.ima.mg.gov.br/portarias/doc_details/338-
portaria-no-818-de-12-de-dezembro-de-2006>. Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n° 1.305, de 30 de abr de 2013.
Estabelece diretrizes para a producdo do Queijo Minas Artesanal. Belo Horizonte, 2013.



34

Disponivel em: <http://www.ima.mg.gov.br/portarias/doc_details/1159-portaria-1305>.
Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. Portaria n° 1.736, de 27 de jul de 2017.
Altera a Portaria n® 1305/2013, de 30 de abril de 2013, que dispde sobre o periodo de
maturacdo do Queijo Minas Artesanal. Belo Horizonte, 2017. Disponivel em: <
http://www.ima.mg.gov.br/material-curso-cfo-cfoc/doc_details/3521-portaria-no-1736>.
Acesso em 29 de maio de 2018.

INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA. O programa do Queijo Minas Artesanal.
Belo Horizonte. Disponivel em: <http://www.ima.mg.gov.br/queijo-minas-artesanal>. Acesso
em: 21 de maio de 2018.

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL. SEBRAE (SERVICO
BRASILEIRO DE APOIO AS MICRO E PEQUENAS EMPRESAS). Guia de
implementacao de indicacBes geograficas para produtos: orientaces para o
desenvolvimento de projetos para o reconhecimento de uma indicacdo geografica no INPI.
86p. Brasilia, 2011.

JAY, J. M. Microbiologia dos alimentos. Porto Alegre: Artmed, 712 p., 6 ed., 2005.

KENSLER, T. W. et al. Translational strategies for cancer prevention in liver. Nature
Reviews Cancer, v. 3, n. 5, p. 321, 2003.

KUPIEC, B.; REVELL, B. Speciality and artisanal cheeses today: the product and the
consumer. British Food Journal, Bradford, v. 100, n. 5, p. 236-243, 1998.

LAVOIE, K. et al. Characterization of the fungal microflora in raw milk and specialty cheeses
of the province of Quebec. Dairy science & technology, 92(5), 455-468, 2012.

LUND, F.; FILTENBORG, O.; FRISVAD, J. C. Associated mycoflora of cheese. Food
Microbiology, v. 12, p. 173-180, 1995.

MARTIN, B. et al. The contribution of mountain pastures to the link to terroir in dairy and
meat products. Options Mediterranéennes, A no. 116, 2016.

MARTINS, J. M. Caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante a maturagao
do queijo minas artesanal da regido do Serro. 146 p. Tese (Doutorado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos), Universidade Federal de Vigosa, Vigosa. 2006.

McSWEENEY, P. L. H. Biochemistry of cheese ripening. International Journal of Dairy
Technology, v. 57, n. 2-3, p. 127-144, 2004.

MEDINA-CORDOVA, N. et al. O uso potencial de Debaryomyces hansenii para o controle
bioldgico de fungos patogénicos em alimentos. Controle Biolgico, 2018.

MENESES, J. N. C. Queijo Artesanal de Minas. Patriménio Cultural do Brasil —
Dossié interpretativo. Instituto do Patrimonio Historico e Artistico Nacional — IPHAN.
V1. Belo Horizonte, maio de 2006.



35

MINAS GERAIS. Lei n. 14.185, de 31 de jan. de 2002. Dispde sobre o processo de
producdo do queijo Minas artesanal e da outras providencias. Belo Horizonte, MG, 2002a.
Disponivel em: <http://ns.ima.mg.gov.br/intranet/nova/gce/outros_documentos/42645.pdf>
Acesso em: 29 de maio de 2018.

MINAS GERAIS. Decreto n. 42.645 de 5 de jun. de 2002. Aprova regulamento da Lei n°
14.185, de 31 de janeiro de 2002 que dispde sobre o processo de producdo de Queijo Minas
Artesanal. Belo Horizonte, MG, 2012b. Disponivel em:
<https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=DEC&num=426
45&an0=2002> Acesso em: 29 de maio de 2018.

MINAS GERAIS. Decreto n. 44.864, de 01 de ago de 2008. Altera o regulamento da Lei N°
14.185, de 31 de janeiro de 2002, que dispde sobre o processo de producéo de Queijo Minas
Artesanal. Belo Horizonte, MG, 2008. Disponivel em:
<https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=DEC&num=448
64&an0=2008> Acesso em: 29 de maio de 2018.

MINAS GERAIS. Lei. 19.492 de 13 de jan. de 2011. Altera dispositivos da Lei n® 14.185, de
31 de janeiro de 2002 que dispde sobre o processo de producao de Queijo Minas Artesanal e
dé outras providéncias. Belo Horizonte, MG, 2011. Disponivel em:
<https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=LEI&num=1949
2&ano0=2011> Acesso em: 29 de maio de 2018.

MINAS GERAIS. Lei n°20.549 de 18 de dez de 2012. Dispde sobre a producéo e a
comercializacdo dos queijos artesanais de Minas Gerais. Belo, Horizonte, MG, 2012.
Disponivel em:
<https://www.almg.gov.br/consulte/legislacao/completa/completa.html?tipo=LE1&num=2054
9&comp=&an0=2012> Acesso em: 29 de maio de 2018.

MONTAGNA, M. T. et al. Investigation of fungal contamination in sheep and goat cheeses in
southern Italy. Mycopathologia, v. 158, n. 2, p. 245-249, 2004.

MONTEL, M. C. et al. Traditional cheeses: rich and diverse microbiota with associated
benefits. International journal of food microbiology, 177, 136-154. 2014.

MORENO, V. J. Caracterizacao fisica e fisico-quimica do queijo Minas artesanal da
microrregido Campo das Vertentes. 132 p. Dissertacdo (Mestrado profissional em Ciéncia e
Tecnologia do Leite e Derivados), Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora. 2013.

NETTO, M. M. A geografia do queijo minas artesanal. 2011. 420 p. Tese (Doutorado em
Geografia) — Universidade Estadual Paulista - Instituto de Geociéncias e
Ciéncias Exatas, Rio Claro — S&o Paulo, 2011

NOBREGA, J. E. Biodiversidade microbiana, descritores fisico-quimicos e sensoriais dos
queijos artesanais fabricados nas regides da Serra da Canastra e do Serro, Minas
Gerais. 128 p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos), Universidade
Federal de Vigosa, Vigosa, 2012.



36

NOGUEIRA, M. C. L.; LUBACHEVSKY, G.; RANKIN, S. A.; A study of the volatile
composition of Minas cheese. LWT-Food Science and Technology, v. 38, n. 5, p. 555-563,
2005.

NORTHOLT, M. D. et al. Fungal growth and the presence of sterigmatocystin in hard cheese.
J.Assoc. Off. Anal. Chem. vol. 63, p. 115-119, 1980.

NUNES, K. S.; DE MELLO, R. C. Um estudo de caso sobre a indica¢do geografica como
estratégia para comercializacdo do Queijo Minas Artesanal do Serro. Rev Eletr Admin Ciénc
Contébeis, v. 2, n. 1, p. 1-20, 2013.

OGIER, J. C. et al. Identification of the bacterial microflora in dairy products by temporal
temperature gradient gel electrophoresis. Appl Environ Microbiol 68:3691-3701. 2002.

PAXSON, H.; HELMREICH, S. The perils and promises of microbial abundance: Novel
natures and model ecosystems, from artisanal cheese to alien seas. Social Studies of Science,
v.44,n. 2, p. 165-193, 2014.

PINTO, M. S. Efeito da Microbiota Enddgena e da Nisina sobre Listeria sp. e
Staphylococcus aureus em queijo Minas artesanal do Serro. Tese (Doutorado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos), 71 p. Universidade Federal de Vigosa. Vigosa, 2008.

PITT, J. I. Toxigenic fungi and mycotoxins. British medical bulletin, v. 56, n. 1, p. 184-192.
2000.

PORTAL DO QUEIJO, 2017. Queijo Minas Artesanal: surpreenda-se em um roteiro
pelas regides produtoras. Disponivel em:
<http://portaldogueijo.com.br/noticias/2017/07/11/queijo-minas-artesanal-surpreenda-se-em-
um-roteiro-pelas-regioes-produtoras/> Acesso em: 20 de agosto de 2018.

PRANDINI, A. et al. On the occurrence of aflatoxin M1 in milk and dairy products. Food
and Chemical Toxicology, v. 47, n. 5, p. 984-991, 2009.

SALQUE, M. et al. Earliest evidence for cheese making in the sixth millennium BC in
northern Europe. Nature, v. 493, n. 7433, p. 522, 2013.

SANDINE, W.E.; ELLIKER, P.R. Microbially induced flavors and fermented foods. Flavor
in fermented dairy products. J. Agric. Food Chem., v. 18, p. 557-562. 1970.

SANTOS, A.S. Queijo minas artesanal da microrregido do Serro-MG: efeito da
sazonalidade sobre a microbiota do leite cru e comportamento microbioldgico durante a
maturacdo. 67p. Dissertacdo (Mestrado em Zootecnia) — Universidade dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, Diamantina, 2010.

SENGUN, I.; YAMAN, D. B.; GONUL, S. Mycotoxins and mould contamination in cheese:
a review. World Mycotoxin Journal, v. 1, n. 3, p. 291-298, 2008.

SURANSKA, H. et al. Characterisation of the yeast and mould biota in traditional white
pickled cheeses by culture-dependent and independent molecular techniques. Folia
microbiologica, v. 61, n. 6, p. 455-463. 2016.



37

TEIL, G. No such thing as terroir? Objectivities and the regimes of existence of objects.
Science, Technology, & Human Values, 37(5), 478-505. 2012.

TONIETTO, J. Afinal o que é terroir? Bom vivant. Flores da Cunha. v. 8, n. 98, p. 08, abr.
2007.

TORKAR, K. G.; TEGER S. G. The presence of some pathogen microorganisms, yeasts and
moulds in cheese samples produced at small dairy processing plants. Acta Agric Slov 88:37—
51. 2006.

TORKAR, K. G.; VENGUST, A. The presence of yeasts, moulds and aflatoxin M1 in raw
milk and cheese in Slovenia. Food Control, v. 19, n. 6, p. 570-577, 2008.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS. Biblioteca Universitaria. Manual de
normalizacéo e estrutura de trabalhos académicos: TCCs, monografias, dissertacdes e
teses. 2. ed. rev., atual. e ampl. Lavras, 2016. Disponivel em:
<http://repositorio.ufla.br/jspui/handle/1/11017>. Acesso em: 07 de maio de 2018.

WOLFE, B.E.; et al. Cheese rind communities provide tractable systems for in situ and in
vitro studies of microbial diversity. Cell, vol. 158, p. 422-33, 2014.

WOUTERS, J. T. M. et al. Microbes from raw milk for fermented dairy products.
International Dairy Journal, v. 12, n. 2-3, p. 91-109, 2002.



38

CAPITULO 2

Aspectos fisico-quimicos e diversidade de fungos em Queijo Minas Artesanal maturado

da microrregido do Serro

RESUMO

Minas Gerais é o principal estado produtor de queijos artesanais no Brasil. A fabricacdo deste
produto, geralmente dentro do contexto da agropecuaria familiar, € importante tanto pela
geragdo de renda quanto por sua conotagdo sociocultural. A partir da utilizagdo de leite cru e
inoculo endogeno chamado “pingo”, o Queijo Minas Artesanal é produzido e maturado
baseando-se ainda em técnicas antigas ausentes ou limitadas em processos industriais. Pouco
se sabe sobre o perfil microbiol6gico deste queijo no que compreende aos fungos
filamentosos e leveduras que contribuem para o terroir das regiGes produtoras, sendo de
interesse de todos os envolvidos na cadeia de producdo conhecer os efeitos de tais micro-
organismos nas caracteristicas do produto. Neste sentido, 0 objetivo deste estudo foi avaliar
no periodo do inverno e verdo a diversidade da micobiota terroir relacionada com o Queijo
Minas Artesanal produzido na microrregido do Serro bem como suas caracteristicas fisico-
quimicas. As amostras analisadas na regido do Serro mostraram-se distintas quanto a
diversidade de fungos e leveduras, sendo que a amostra maturada no periodo de verdo/Umido
apresentou diversidade, principalmente de fungos filamentosos tipicos de solo. Os principais
géneros de fungos filamentosos encontrados na amostra do verdo/Umido foram Paecilomyces,
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Microascus, Acremonium e espécies do complexo
Cladosporium cladosporioides, sendo que nenhuma das espécies potencialmente
micotoxigénicas apresentaram teste positivo para producdo de micotoxinas; em relacdo as
leveduras os géneros mais prevalentes foram Candida, Kodamaea, Torulaspora e
Trichosporon. Na amostra do inverno/seco destacou-se o fungo filamentoso Geotrichum
candidum e o0s géneros de leveduras Trichosporon, Debaryomyces, Torulaspora e
Kluyveromyces. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas, os valores de percentual de
umidade e cloreto de sédio ndo apresentaram diferenca estatistica entre as amostras. Ja o
percentual de gorduras foi maior na amostra maturada no inverno/seco e o pH na amostra do
verdo/Umido. A partir destes resultados foi possivel conhecer os fungos presentes na
superficie do queijo e observar que nas diferentes estacbes do ano existe uma varia¢do na
micobiota e suas caracteristicas.

Palavras-chave: queijos artesanais. leite cru. diversidade. micobiota terroir.
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1 INTRODUCAO

A regido do Serro, localizada no Vale do Jequitinhonha, regido da Serra do Espinhaco,
no estado de Minas Gerais, é caracterizada por ricas tradicGes e valores culturais (NUNES;
DE MELO, 2013). O Queijo Minas Artesanal (QMA) do Serro é um alimento tradicional
produzido na regido com leite de vaca cru com rica conotagdo social, cultural e econdmica
além de possuir Indicacdo Geogréafica reconhecida pelo Instituto Nacional de Protecdo
Industrial (INPI) (BORELLLI, et al. 2006). Ele apresenta variacbes em relacdo aos queijos
semi-duros devido ao sabor tipico, pronunciadamente acido (CARDOSO, et al. 2015). Por ser
um alimento produzido de forma artesanal e sem a aplicacdo de tratamentos térmicos,
observa-se a possibilidade de veiculacdo de micro-organismos patogénicos (MONTEL, et al.
2014).

A microbiota do leite cru é uma parte importante da microbiota dos queijos
tradicionais. Entretanto, poucos dados existem sobre a maneira pela qual a diversidade de
leveduras pode mudar devido a variacdes sazonais, por exemplo. Uma grande diversidade
microbiana, aliada a meétodos especificos de fabricacdo de queijos, como 0s métodos
tradicionais, é a chave para permitir que os queijos tradicionais desenvolvam suas
caracteristicas particulares, incluindo menor risco de micro-organismos patogénicos e
variacdo de caracteristicas sensoriais. (KUPIEC; REVELL, 1998; MONTEL, et al. 2014;
CARDOSO, et al. 2015).

Queijos maturados e com fungos podem ser encontrados em todo o mundo, sendo 0s
principais produtos em muitos paises. O processamento tradicional € caracterizado por
periodos de maturacdo sob condi¢des naturais ndo controladas, onde os fungos podem crescer
na superficie do queijo durante todo o processo de maturacdo. Os fungos que crescem nestes
queijos podem contribuir para o seu sabor por meio de atividades enzimaticas como lipolise e
protedlise e atividades oxidativas (DELGADO, et al. 2016).

Ainda sabe-se pouco sobre o perfil micolégico do QMA caracteristico do terroir da
regido produtora. E importante para todos os envolvidos na cadeia de producdo, desde o
produtor até o consumidor, conhecer a diversidade destes micro-organismos no produto. Tal
conhecimento poderia possibilitar melhorias em todas as etapas de fabricacdo e capacitagdo
dos produtores priorizando a qualidade, seguranca microbioldgica e, consequentemente, a
ampliacdo do comércio.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi determinar a diversidade da micobiota

terroir (fungos filamentosos e leveduras) que se desenvolve na superficie do Queijo Minas
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Artesanal produzido na microrregido do Serro, bem como das caracteristicas fisico-quimicas

do produto em diferentes condicGes de clima e umidade (verdo/imido e inverno/seco).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras foram coletadas em queijaria produtora certificada, localizada no
municipio do Serro, regido da Serra do Espinhaco, no estado de Minas Gerais, Brasil.

Foram coletadas seis amostras de QMA, maturados entre 45 e 60 dias (Figura 1),
sendo trés amostras do periodo de verdo chuvoso e quente (marco) e trés amostras com o
mesmo tempo de maturacdo do periodo de inverno seco e frio (julho) no ano de 2016 (Tabela
1).

As amostras foram embaladas (embalagem prépria), armazenadas em sacos estéreis e
transportadas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas do Departamento de Ciéncia

dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras, onde foram posteriormente analisadas.

Figura 1 Amostra de Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro

Fonte: Autora (2016)



Tabela 1 Amostras de Queijo Minas Artesanal coletadas na microrregido do Serro

Amostras . ~ . Tempo de
Local Periodo  Estagdo/Clima P ~
maturacgao

Coordenadas geogréficas

Latitude Longitude Altitude

Amostra 1 Si;rg_ marco 2016  Verdo/Umido  45-60 dias

18°38'19.7628" S 43°23'2.7384"W 812 m

Amostra 2 Si;rg_ julho 2016  Inverno/Seco  45-60 dias

18°38'19.7628" S 43°23'2.7384"W 812 m

Fonte: Autora (2018)

[47
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2.2 Avaliacao da micobiota por método dependente de cultivo

Foram realizados dois métodos para o isolamento de fungos filamentosos e leveduras
das amostras de QMA. O primeiro consistiu no repique direto da casca do queijo para meio de
cultura Agar Extrato de Malte (MA) (extrato de malte: 20 g; agar: 20 g; 4gua destilada: 1 L).
O segundo se deu pela técnica de diluicdo seriada. Para realiza¢do da técnica, utilizou-se 25 ¢
de casca de queijo triturada grosseiramente, obtidas de 4 pontos equidistantes da lateral (P1,
P2, P3 e P4), 1 ponto central da base e outro da superficie (P5 e P6), conforme a Figura 2. A
casca triturada foram adicionados 225 mL de agua peptonada com concentracdo de 0,1%. A
solucdo foi acondicionada em saco estéril e levada para agitagdo em Stomacker, onde foi
submetida a 490 golpes/2 minutos. Em seguida procedeu-se com a dilui¢do seriada e aliquotas
de 0,1 mL das dilui¢cbes foram espalhadas na superficie dos meios de cultura e incubadas em
BOD a 25 °C por 5 a 7 dias. Os meios de cultura utilizados foram Agar Dichloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC) (glicose: 10,0 g; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH,PO,: 1,0
g; MgS0,4.7H,0: 0,5 g; solucdo de rosa de bengala a 5%: 0,5 mL,; dicloran:1,0 mL; agua
destilada: 1 L; agar: 15,0 g; cloranfenicol: 1 mg) e Dichloran Glicerol Medium Base (DG18)
(dicloran: 1,0 mL; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH,PO4: 1,0 g; MgS0O,4.7H,0: 0,5 g;
glicerol: 220 g; &gar: 15,0g; cloranfenicol: 1 mg; 4gua destilada: 1 L).

Figura 2 Modelo esquematico de preparo da amostra para técnica de diluicdo seriada

P1
P5

P2 R

/ P3

Fonte: Autora (2018)

P6

Apos o periodo de incubagdo foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) e empregada a técnica de raiz quadrada para determinar o total de fungos
filamentosos e leveduras que seriam isolados. Em seguida, os isolados foram transferidos para

meio de purificagdo MA e incubados em BOD 25 °C por 7 dias (fungos filamentosos) e 28 °C
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por 48 horas (leveduras). Apos a obtencao das coldnias puras os isolados foram preservados e
iniciou-se o processo de identificagéo.

2.3 Preservacao dos isolados

Os fungos filamentosos identificados foram preservados em duplicata por dois
métodos distintos. Por meio de coleta dos esporos, com auxilio de papel filtro em tubos
Eppendorf, preservados a temperatura de —18 °C e, como método principal de preservacao, a
técnica de criopreservacao a -80 °C.

As leveduras identificadas foram armazenadas em duplicata em tubos Eppendorf,
preservados pela técnica de criopreservacdo a — 80 °C.

Primeiramente foram adicionados 0,5 mL de caldo YEPG em tubos Eppendorf. Em
seguida a levedura foi repicada com o auxilio de uma al¢a de platina no caldo nutriente e
incubada em BOD a 28 °C por 48 horas ou até turvacdo do meio. Posteriormente, forams
adicionado 0,5 mL de solucdo de glicerol a 40% e armazenada a -80 °C. Outro método
utilizado para preservacao das leveduras foi o repique direto para uma solucdo crioprotetora
de glicerol a 20%.

Os isolados apds a identificacdo serdo depositados na Colecdo de Cultura de Micro-
organismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal

de Lavras.

2.4 ldentificagéo de fungos filamentosos

O método de identificacdo utilizado depende do género de fungo filamentoso
encontrado, sendo utilizado para as espécies pertencentes ao género Aspergillus, o Manual de
Klich (2002), para o género Penicillium, o Manual de Pitt (2000) e para os demais géneros, 0
Manual de Samson et al. (2000). Os isolados de Aspergillus e Penicillium foram crescidos em
meios de cultura Agar Czapek Levedura (CYA) [K.HPO,4: 1,0 g; concentrado czapec: 10,0
mL; extrato de levedura: 5,0 g, agar: 15,0 g, dgua destilada: 1 L; (concentrado czapec:
NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0O,.7H,0: 5,0 g, FeSO,4.7H,0: 0,1 g, ZnS0O,4.7H,0: 0,1 g,
CuS04.5H,0: 0,05 g, agua destilada: 100 mL)] a 25 °C e 37 °C e Agar Extrato de Malte e
Levedura (MEA) (extrato de malte: 20,0 g, peptona bacterioldgica: 1,0 g, glicose: 30,0 g,

agar: 20,0 g, 4gua destilada: 1L) a 25 °C por um periodo de 7 dias retirou-se as caracteristicas
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macroscopicas e microscopicas das coldnias dos fungos. Para os demais géneros utilizou-se o

meio de cultura MEA a 25 °C por 7 dias para caracterizacdo morfoldgica.

2.5 Analises quimiotaxonémica de fungos filamentosos potencialmente toxigénicos

Os fungos filamentosos isolados, identificados como potencialmente produtores de
Ocratoxina A (OTA) e Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2), como as
espeécies pertencentes ao género Aspergillus das Sec¢des Nigri, Circundati e Flavi, bem como
os potencialmente produtores de Citrinina como as espécies do género Penicillium da Secéo
Citrina foram cultivados em meio de cultura Agar Coco (leite de coco: 400 mL; &gar: 15,0 g e
agua destilada: 400 mL) para verificacdo de producdo de micotoxinas. Apds incubacdo por 7 a
10 dias a 25 °C conforme descrito por Mohamed et al. (2013). Verificou-se a producédo de
micotoxinas em luz ultravioleta com A 366 nm em Cromatovisor CAMAG (UF-
BETRACHTER) Os isolados caracterizados como produtores foram avaliados pelo método
de cromatografia de camada delgada para confirmacdo da producdo e identificacdo da
micotoxina (Plug Agar).

Para realizacdo da técnica de Plug Agar, as espécies micotoxigénicas do género
Aspergillus pertencentes a Secdo Nigri foram inoculadas em meio Agar Czapek Levedura
(CYA) [K;HPOQO4: 1,0 g; concentrado czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g, agar: 15,0 g,
agua destilada: 1 L; (concentrado czapec: NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0O,.7H,0: 5,0 g,
FeSO,7H,0: 0,1 g, ZnSO,4.7H,0: 0,1 g, CuSO45H,0: 0,05 g, agua destilada: 100 mL)] por 7
dias a 25 °C. Ja as espécies pertencentes as Sec¢Bes Circumdati, Flavi e Citrina foram
inoculadas em meio Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES) (extrato de levedura: 20,0 g;
sacarose: 150 g; agar: 20,0 g; ZnSO,47H,0: 0,1 g; CuSO,45H,0: 0,05 g; 4gua destilada: 1 L),
também por 7 dias a 25 °C conforme Filtenborg & Frisvad (1980).

Utilizou-se uma solucdo padrdo de OTA, Aflatoxinas Bl, B2, G1, G2, Citrinina
(SIGMA-ALDRICH) e a placa de cromatografia de camada delgada (MERK-SILICA GEL
60, 20 x 20) com fase mdvel composta por tolueno acetato de etila e acido formico (TEF)
90% (60:30:10). Apos a eluicdo e secagem das placas em capela de fluxo laminar, a
verificagdo quanto a producdo de micotoxinas foi realizada em luz ultravioleta com A 366 nm
em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de
OTA, Citrinina, AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 apresentaram um fator de retencdo e um spot de

fluorescéncia semelhante ao dos padrdes utilizados.
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2.6 ldentificacéo das leveduras

As leveduras isoladas foram cultivadas em placas contendo o meio Yeast Extract
Peptone Glucose Agar (YEPG) (extrato de levedura 1%; peptona bacterioldgica 2%; glicose
2%, agar 1,5%) incubados a 28 °C por um periodo de 18 horas e identificadas por Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF). Em
sequida, aproximadamente 3 x 10’ células de cada morfotipo foram transferidas para
microtubos estéreis. Posteriormente, 3 uL de acido foérmico / acetonitrila (25:75) foram
adicionados a cada microtubo. Os microtubos entdo foram vortexados por 1 minuto e, em
sequida, 1 uL da suspenséo foi transferida para a placa MALDI flex target (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). Apds evaporagdo quase completa do liquido na placa, 1 puL de solugao
matriz foi adicionado e homogeneizado [solucdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-
cindmico (CHCA) em acetonitrila a 50%; acido trifluoroacético a 2,5%] (OLIVEIRA et al.
2015).

A cepa Escherichia coli K12, obtida da Micoteca da Universidade do Minho (MUM,
http://www.micoteca.deb.uminho.pt) foi utilizada para extracdo in situ de proteinas que, por
sua vez, foram usadas como padrdo para a calibracdo externa do MALDI-TOF MS. A cepa
de E. coli K12 foi cultivada em meio Agar Luria-Bertani (LB) (bactotriptona, 1,0 g; extrato de
bactoheyeast, 0,5 g; NaCl, 1,0 g; &gar, 15,0 g; agua destilada, 1 L) a 37 °C por 18 horas. Ap6s
incubagdo, aproximadamente 1 pg de material celular de uma Unica col6nia de E. coli K12 foi
transferido para a placa MALDI flex target e a solucdo matriz foi adicionada e
homogeneizada. Cada estirpe foi preparada em triplicata para avaliar reprodutibilidade. As
amostras foram entdo analisadas em um MALDI-TOF microflex LT spectrometer (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), usando o MALDI Biotyper 3.0 automatic system
(RESENDE, et al. 2018).

2.7 Avaliacao da micobiota por método independente de cultivo

Para realizacdo da anélise metagendmica, foram enviados 3 gramas de cada amostra de
QMA devidamente congeladas para a empresa responsavel pelo sequenciamento. Toda a
andlise foi realizada pelo Laboratorio GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro — RJ, Brasil).
Para manter a confiabilidade dos dados, o controle de qualidade (QC) foi realizado em cada
etapa do procedimento (Figura 3). Os topicos a seguir descrevem as etapas do protocolo

utilizado.
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Figura 3 Fluxograma da analise metagendmica

a Quantificagao, __~
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e de PCR amplificacéo dos dg S biblioteca
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nto (Hiseq)

Fonte: Autora (2018)

A. Extracdo do DNA genémico

Utilizou-se aproximadamente 500 mg das amostras para extracdo do DNA gendmico.
O DNA total do genoma das amostras foi extraido utilizando-se o método CTAB/SDS. A
concentracdo e a pureza do DNA foram monitoradas em géis de agarose a 1%. De acordo com

a concentracdo, o DNA foi diluido para 1 ng/uL utilizando agua estéril.

B. Geracdo de Amplicon

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal foi amplificada
utilizando primer especifico e barcodes para diferenciar as amostras. A regido ITS é a mais
utilizada para fungos, sendo a ITS2 utilizada nesta analise. Todas as reacdes de PCR foram
realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs).

C. Quantificacéo, qualificacao e amplificacdo dos produtos PCR

O mesmo volume de tampdo de carga 1X (contendo SYB green) foi misturado aos
produtos de PCR e corrido por eletroforese em gel de agarose a 2% para detec¢cdo. Amostras
com faixa principal brilhante entre 400-450 bp foram escolhidas para testes posteriores.

Os produtos de PCR foram misturados em proporcdes de mesma densidade. Em

seguida, foram purificados com o Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen Alemanha).

D. Preparacéo e sequenciamento da biblioteca

As bibliotecas foram geradas utilizando o kit NEBNext® Ultra™ DNA Library Pre
(IMlumina, USA) e os codigos de indice foram adicionados seguindo as recomendacdes do
fabricante. A qualidade da biblioteca foi avaliada no Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo
Scientific, USA) e sistema Agilent Bioanalyzer 2100 (Santa Clara, USA). Por fim, a
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biblioteca foi sequenciada em uma plataforma Illumina e paired-end reads de 250 pb foram

gerados.

E. Analise dos dados (bioinformatica)

As paired-end reads foram atribuidas a amostras com base no seu barcode que foi
retirado juntamente com a sequéncia do primer. Estas foram emparelhadas usando o software
FLASH 1.2.7, que mesclou os pares para identificar as sobreposicdes geradas a partir da
extremidade oposta do mesmo fragmento de DNA, a fim de reconstruir a regido ITS. Os
fragmentos pareados foram filtrados pelo software QIIME 1.7.0 para obtencéo dos fragmentos
de melhor qualidade. Em seguida, os fragmentos foram comparados ao banco de dados de
referéncia (Gold Database) utilizando-se o algoritmo UCHIME (UCHIME Algorithm) para
detectar sequéncias de quimera que foram posteriormente removidas.

A andlise das sequéncias foi realizada pelo software Uparse 7.0.1001. Sequéncias com
similaridade de 97% foram atribuidas as mesmas UTOs (Unidade Taxonémica Operacional),
cuja sequéncia representativa foi rastreada para anotacdo. Para cada sequéncia representativa
0 banco de dados UNITE foi usado com base no algoritmo BLAST para anotar as
informagdes taxondmicas.

A fim de determinar a relacdo filogenética de diferentes UTOs e a diferenca entre as
espécies dominantes em diferentes amostras/grupos, foi realizado o alinhamento de maultiplas
sequéncias usando o software MUSCLE 3.8.31.

As informagbes de abundancia das UTOs foram normalizadas usando um padréo de
namero de sequéncia correspondente a amostra com as menores sequéncias. As analises
subsequentes de a e B diversidade foram realizadas com base nesses dados normalizados de
saida. A analise de a diversidade avalia a complexidade da diversidade de espécies para uma
amostra. Ja a analise de B diversidade é utilizada para avaliar diferencas de amostras em

complexidade de espécies.

2.8 Analises fisico-quimicas

As amostras de QMA foram submetidas as analises fisico-quimica em trés repeticdes
para determinacdo dos teores de umidade, gorduras e cloreto de sodio além de pH. Todas as
analises foram realizadas no Laboratorio de Leite e Produtos Lacteos do Departamento de

Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras de acordo com os procedimentos
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da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006) e da Instrucdo Normativa N°
68, de 12 de dezembro de 2006, que define os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos,
para Controle de Leite e Produtos Lacteos. (BRASIL, 2006)

2.8.1 Umidade

A determinacédo do percentual de umidade se deu por secagem da amostra em estufa a
102 + 2 °C. Ap6s secagem, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente em
dessecador até obtencéo de massa constante.
2.8.2 Cloreto de Sodio

O teor de cloreto de sddio foi obtido por meio do método argentométrico de Mohr,
baseado na titulacdo do cloreto de sodio com nitrato de prata em presenca de cromato de
potassio como indicador.
2.8.3pH

Os valores de pH foram determinados por anélise em medidor de pH.
2.8.4 Gorduras

O percentual de lipideos foi obtido pelo método butirométrico, utilizando-se
butirdbmetro especial para queijo (método de Van Gulik), baseado na digestdo da matéria

organica pelo acido sulfdrico. Ap6s a separacdo da gordura por acdo do alcool isoamilico e

centrifugacdo, realizou-se a leitura em escala propria.

2.9 Andlise estatistica

Para avaliar a diferenga estatistica entre as amostras nas analises fisico-quimicas

realizadas, realizou-se uma andalise de variancia (ANOVA) com posterior teste de Tukey
utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS

3.1 Micobiota avaliada pelo método dependente de cultivo

3.1.1 Fungos filamentosos

Referente a amostra A1 de QMA maturado no periodo de verdo/Umido, identificou-se
57 isolados de fungos filamentosos e, referente a amostra A2, de QMA maturado no periodo
de inverno/seco, identificou-se 46 fungos filamentosos. As populacbes médias totais de
fungos filamentosos e leveduras na amostra Al foram 20,9 x 10° UFC/g no meio de cultura
DRBC e 37,5 x 10°> UFC/g no meio de cultura DG18. Para a amostra A2, as populacdes
médias totais foram 26,8 x 10° UFC/g no meio de cultura DRBC e 20 x 10° UFC/g no meio
de cultura DG18. As espeécies identificadas estdo dispostas no Grafico 1 de acordo com a

porcentagem de cada espécie presentes nas amostras.

Gréfico 1 Frequéncia de ocorréncia de espécies de fungos filamentosos presentes nas
amostras Al e A2 de Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro
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Fonte: Autora (2018)

Na Al foram identificados os fungos filamentosos Paecilomyces sp (8,77%),
Aspergillus niger Agregado (15,8%), A. oryzae (29,8%), A. ochraceus (7%), A. aculeatus
(10,5%), Aspergillus sp (10,5%), Penicillium sp (1,75%), Fusarium sp (3,5%), Geotrichum

candidum (7%) e espécies do complexo Cladosporium cladosporioides (5,2%). Esta amostra
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também apresentou maior populacdo média total. J& na A2 estiveram presentes Paecilomyces
sp (10,9%), Fusarium sp (2,1%), Geotrichum candidum (84,8%) e morfotipo 1 néo
identificado (2,1%). Nenhum dos isolados identificados como potencialmente toxigénicos,
produtores de Ocratoxina A como Aspergillus niger Agregado e A. ochraceus, foram

produtores de toxina.

3.1.2 Leveduras

Um total de 15 leveduras foram isoladas da amostra Al, referente ao QMA maturado
no periodo de verdo/Umido e 7 leveduras da A2 referente ao QMA maturado no periodo de
inverno/seco. As Figuras 4 e 5 mostram o dendograma realizado a partir do perfil proteico
obtido no MALDI-TOF de leveduras isoladas da amostra Al e da amostra A2

respectivamente.

Figura 4 Dendograma das leveduras isoladas da amostra Al de Queijo Minas Artesanal da
microrregiao do Serro
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Fonte: Autora (2018)
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Das 15 leveduras da amostra A1 de QMA maturado no periodo de verdo/umido, 80%
ndo foram identificadas. O restante dos isolados dividiu-se entre as espécies Candida
palmioleophila (13,33%) e Hyphopichia burtonii (6,66%).

Figura 5 Dendograma das leveduras isoladas da amostra A2 de Queijo Minas Artesanal da
microrregido do Serro
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Fonte: Autora (2018)

Todas as leveduras da amostra A2 de QMA maturado no periodo de inverno/seco
foram identificadas, sendo que ambas as espécies Candida intermedia e Kluyveromyces lactis

representaram 42,8%. Torulaspora delbrueckii representou 14,3% dos isolados avaliados.
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A Figura 6 mostra o dendograma das leveduras isoladas de ambas amostras (Al e A2)

de Queijo Minas Artesanal da microrregido do Serro, demostrando a diversidade de leveduras

da regido.

Figura 6 Dendograma das leveduras isoladas das amostras Al e A2 de Queijo Minas
Artesanal da microrregido do Serro

—

— Nao identificado

} Candida palmioleophila

— Nao identificado

Hyphopichia burtonii

[ 1

Candida intermedia

N&o identificado

Torulaspora delbrueckii

Kluyveromyces lactis

SN

L L L , ,

Distance level

Fonte: Autora (2018)

Através do dendograma, € possivel observar uma maior ocorréncia das espécies
Candida intermedia e Kluyveromyces lactis (13,6%), Candida palmioleophila (9%). Como

menos ocorrentes, observou-se Hyphopichia burtonii e Torulaspora delbrueckii (4,54%).
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3.2 Andlises fisico-quimicas

Na Tabela 2 observam-se as caracteristicas fisico-quimicas analisadas das Amostras 1
(Al) de QMA maturado no verdo/Umido e Amostra 2 (A2) de QMA maturado no

inverno/seco.

Tabela 2 Composicdo fisico-quimica das amostras Al e A2 de Queijo Minas Artesanal da
microrregiao do Serro

Aspectos fisico-quimicos

Amostra % Umidade % Gorduras % NaCl pH
Al 27,562+ 14a 38+0a 0,91+0,03b 5,53+0,01a
A2 29,653+ 0,96 a 400D 0,93+0,03b 5,48 + 0,005 b

*Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca estatistica significante a p<0,05.
Fonte: Autora (2018)

A avaliacdo do teor de umidade mostrou o menor valor na amostra Al (27,562%) e
maior na amostra A2 com 29,653% de umidade. Ambas as amostras foram estatisticamente
iguais (p>0,05) neste aspecto.

O teor de gorduras analisado mostrou que as amostras diferiram estatisticamente
(p<0,05). O menor valor (38%) foi encontrado na amostra A1l e maior valor na amostra A2
(40%). A partir destes valores (gorduras e umidade) foi possivel obter o percentual de
gorduras no extrato seco (GES): 52,4% para amostra Al e 56,8% para amostra A2.

Outro aspecto que ndo apresentou diferenca estatistica (p>0,05) entre as amostras
analisadas de QMA da microrregido do Serro foi o percentual de NaCl. Os valores variaram
de 0,91% (amostra Al) e 0,93% (amostras A2).

Para os valores de pH, as amostras Al e A2 foram estatisticamente diferentes (p<0,05)

mostrando valores de 5,53 e 5,48 respectivamente.
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3.3 Micobiota avaliada pelo método independente de cultivo

A partir do estudo metagendmico das amostras, um total de 256 UTOs, contendo 39
géneros e 42 espécies, foram observadas na amostra Al. Na amostra A2 encontrou-se 259
UTOs contendo 41 géneros e 46 espécies.

O Gréfico 2 mostra a abundancia relativa dos géneros de fungos filamentosos e
leveduras encontrados nas amostras Al (QMA maturado no verdo/iUmido) e A2 (QMA

maturado no inverno/seco) da microrregido do Serro.

Gréfico 2 Abundancia relativa de géneros encontrados nas amostras Al e A2 de Queijo
Minas Artesanal da microrregido do Serro
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Fonte: Autora (2018)

Os resultados revelam que na amostra Al, de QMA maturado no periodo de
verdo/Umido, houve uma maior prevaléncia de leveduras do género Candida, Kodamaea,
Torulaspora e Trichosporon e dos fungos filamentosos Fusarium, Microascus, Acremonium.
Outros géneros identificados em menor preveléncia foram Debaryomyces, Kluyveromyces,
Aspergillus, Gibellulopsis, Neosetophoma, Nectria, Cryptococcus, Exophiala, Mortierella,
Trichoderma, Minimedusa, Microdochium, Sarocladium, Gibberella, Dendryphion,
Operculomyces, Veronaea, Thelebolus, Rhizophlyctis, Metarhizium, Cladorrhinum,
Tetragoniomyces, Scutellinia, Mucor, Pseudogymnoascus, Tetracladium, Phaeonectriella,

Monographella, Saccharmyces, Alternaria, Cladosporium e Emericellopsis (ANEXO).



56

Na amostra A2, de QMA maturado no periodo de inverno/seco, houve uma maior
prevaléncia de leveduras do género Trichosporon, Debaryomyces, Torulaspora e
Kluyveromyces, seguidos dos géneros de fungos filamentosos Aspergillus, Fusarium e
Acremonium. Outros géneros identificados em menor preveléncia foram Atractiella,
Rhizopus, Septoriella, Mucor, Kazachstania, Gibellulopsis, Neosetophoma, Nectria,
Cryptococcus, Exophiala, Mortierella, Trichoderma, Minimedusa, Microdochium,
Sarocladium,  Gibberella, Dendryphion, Operculomyces, Veronaea, Thelebolus,
Rhizophlyctis, Metarhizium, Cladorrhinum, Tetragoniomyces, Scutellinia, Mucor,
Pseudogymnoascus, Tetracladium, Phaeonectriella, Monographella, Saccharmyces,
Alternaria, Cladosporium e Emericellopsis (ANEXO).

Na Figura 7 se observa a diversidade de espécies mais frequentes de fungos
filamentosos e leveduras, identificados pela analise metagenémica e presentes na amostra Al,

analisada de QMA maturado no periodo de verdo/imido da microrregido do Serro.
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Figura 7 Diversidade de espécies de fungos filamentosos e leveduras da amostra Al de Queijo
Minas Artesanal da microrregido do Serro
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Fonte: Autora (2018)

Candida catenulata e Kodamaea ohmeri foram as espécies mais frequentes na amostra

Al representando 59,41% e 36,85% respectivamente. Outras espécies identificadas nesta

amostra foram Gibellulopsis nigrescens, Microascus brevicaulis, Neosetophoma samarorum,

Exophiala salmonis, Aspergillus tamarii, A. westerdijkiae, Kluyveromyces lactis, Torulaspora

delbrueckii, Acremonium citrinum, A. rutilum, Sarocladium strictum, Fusarium redolens,

Cryptococcus aerius, Operculomyces laminatus e Mortierella enlongata, totalizando 3,73%.

Espécies muito pouco prevalentes também identificadas nesta amostra foram Fusarium

oxysporum, Fusarium solani, Candida etchelsii, Acremonium persicinum, Nectria

bactridioides,

Cryptococcus terricola, Mortierella exigua, Trichoderma piluliferum,

Minimedusa polyspora, Microdochium bolleyi, Gibberella intricans, Dendryphion nanum,
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Veronaea musae, Thelebolus ellipsoideus, Rhizophlyctis rosea, Metarhizium carneum,

Cladorrhinum  foecundissimun, Tetragoniomyces uliginosus,

Scutellinia  crucipila,

Pseudogymnoascus  pannorum, Tetracladium furcatum, Phaeonectriella lignicola,

Monographella nivalis, Trichosporon dulcitum e Saccharomyces cerevisiae (ANEXO).

Na Figura 8 se observa a diversidade de espécies mais

frequentes de fungos

filamentosos e leveduras, identificados pela analise metagendmica, presentes na amostra A2,

analisada de QMA maturado no periodo de inverno/seco da microrregiao do Serro.

Figura 8 Diversidade de espécies de fungos filamentosos e leveduras da amostra A2 de Queijo
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Fonte: Autora (2018)

0.222%,1.30%

Dentre as principais espécies presentes na amostra A2 observa-se Torulaspora

delbrueckii e Kluyveromyces lactis com 53,89% e 27,66% respectivamente. Outras espécies
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identificadas nesta amostra foram Kazachstania unispora, Gibellulopsis nigrescens,
Microascus brevicaulis, Neosetophoma samarorum, Exophiala salmonis, Aspergillus tamarii,
A. westerdijkiae, Acremonium citrinum, A. charticola, A. rutilum, Sarocladium strictum,
Fusarium redolens, Cryptococcus aerius, Operculomyces laminatus e Mortierella enlongata,
totalizando 18,45%. Espécies muito pouco prevalentes também identificadas nesta amostra
foram Septoriella oudemansii, Rhizopus arrhizus, Atractiella solani, Mucor hiemallis,
Candida parapsilopsis, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Candida etchelsii, Nectria
bactridioides, Cryptococcus terricola, Mortierella exigua, Trichoderma piluliferum,
Minimedusa polyspora, Microdochium bolleyi, Gibberella intricans, Dendryphion nanum,
Veronaea musae, Thelebolus ellipsoideus, Rhizophlyctis rosea, Metarhizium carneum,
Cladorrhinum  foecundissimun, Tetragoniomyces uliginosus, Scutellinia  crucipila,
Pseudogymnoascus  pannorum, Tetracladium furcatum, Phaeonectriella lignicola,

Monographella nivalis, Trichosporon dulcitum e Saccharomyces cerevisiae (ANEXO).
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4 DISCUSSAO

Por meio de técnicas de identificacdo dependentes de cultivo, foi possivel perceber
uma maior diversidade e populacdo média total de fungos filamentos presentes na amostra A1
de QMA maturado no periodo de verdo/umido, em relacdo a amostra A2 de QMA maturado
no periodo de inverno/seco. Com temperatura média da regido em torno dos 20 °C, a
maturacdo do queijo no ambiente das queijarias ocorre numa faixa favoravel de crescimento
para fungos filamentosos e leveduras (MONNET, et al. 2014). Nilsen et al. (2004), apos
analisar o crescimento de fungos em madeiras utilizadas em construcdes, perceberam que a
umidade relativa minima para crescimento dos fungos foi de 78% (z 2-3%). Considerando-se
a umidade relativa média da regido do Serro no periodo de verdo a 81,2% e no periodo de
inverno a 71,8%, percebe-se que isto poderia propiciar o aumento do crescimento de fungos
filamentosos no periodo do verdo (FIGUEIREDO, 2014). A temperatura média da regido nos
meses quentes e chuvosos, mais proxima de 25 °C, também favorece um maior crescimento
de fungos.

Outra técnica utilizada neste trabalho foi a analise metagendémica das amostras de
QMA. Esta analise tem sido amplamente utilizada para explorar amostras ambientais com o
objetivo de tracar um panorama da diversidade microbiana presente no ambiente, bem como
entender e ampliar o conhecimento destes ecossistemas. Avalia-se que a grande parte dos
micro-organismos presentes nestes ambientes ndo seja cultivavel, devido a diversos fatores,
impossibilitando a reproducdo do habitat em laboratorio. De fato, essa abordagem é
relativamente répida e oferece a perspectiva de detectar uma diversidade maior de espécies do
que a aplicacdo de métodos usando os meios de cultura classicos (MERING, et al. 2007,
SURANSKA, et al. 2016). A metagendmica utiliza 0o DNA presente na amostra, estando esse
viavel para o cultivo ou ndo, para comparacdo no banco de dados. Isso pode justificar a
diferenca entre os resultados encontrados nas analises realizadas para identificacdo dos micro-
organismos. Sendo assim, fica clara a importancia de uma associacdo de técnicas para o
estudo da diversidade, visto que o isolamento e a identificacdo a partir do método dependente
de cultivo permite a preservacédo dos isolados para estudos posteriores.

Segundo Rasime, et al. (2005) algumas das espécies como as pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Acremonium e do complexo Cladosporium
cladosporioides, como as encontradas na amostra Al e na amostra A2 (Fusarium sp e
Paecilomyces sp), sdo fungos filamentosos tipicos de solo comumente encontrados em queijos

maturados em ambientes como o de caverna. As estirpes de Geotrichum candidum
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(predominante da amostra A2) ndo s6 fazem parte da microbiota do leite cru, como também
sdo encontradas em ambientes diversos como o solo, ervas e silagem. G. candidum também
pode atuar inibindo o crescimento do fungo filamentoso Mucor sp, cujas hifas aéreas sdo
responsaveis pelo defeito de queijo poil de chat (pelo de gato), além de inibir a esporulacéo de
certas cepas do fungo filamentoso micotoxigénico Aspergillus flavus e espécies indesejaveis
de Penicillium, como P. commune e P. caseifulvum. A espécie Aspergillus tamarii também ja
foi isolada de queijo maturado (PHILIPPE, et al. 2012; MARCELLINO; BENSON, 2014).

Lavoie, et al. (2012) observaram que em queijos fabricados a partir de leite cru, na
provincia de Quebec, na Canada, comumente encontram-se 0s géneros Penicillium,
Geotrichum, Aspergillus, Mucor e Fusarium. Florez e colaboradores (2007) encontraram por
meio de técnicas morfologicas e moleculares em queijo Cabrales, um tradicional queijo azul
espanhol fabricado com leite cru, diferentes cepas de Penicillium sp e Geotrichum candidum.
El-Fadaly, et al. (2015) apds analisar amostras de queijo Romy, um tradicional queijo duro
artesanal egipcio fabricado a partir de leite de vaca ou leite misto de vaca e bufala,
identificaram morfologicamente as espécies Geotrichum candidum, Aspergillus ochraceus, A.
alliaceus, A. oryzae, A. niger, A. nidulans, Emericella nidulans, A. flavus, A. glaucus, A.
flavipes, Penicillium sp, Mucor sp e Rhizopus stolonifer.

Jodral, et al. (1993) avaliaram fungos filamentosos de leite cru da Espanha e
identificaram como mais frequentes os géneros Geotrichum (76,5%), Fusarium (45,3%) e
Aspergillus (31,2%). Vacheyrou et al. (2011) concluiram que a maioria das espécies de
fungos filamentosos encontradas no leite de vaca se origina de uma transferéncia do estabulo
para 0 campo de ordenha e depois para o leite. Os fungos filamentosos que ocorrem no leite
cru ou no ambiente da queijaria ndo sdo muito susceptiveis de persistir e/ou crescer no queijo
devido a composicdo bioquimica do queijo e ao efeito de obstaculo exercido pela microbiota
do queijo. Estes estudos corroboram os resultados encontrados neste trabalho e reforcam a
influéncia do ambiente na fabricagdo artesanal, visto que a maioria desses ndo sao micro-
organismos relacionados diretamente ao leite, vindo a aparecer no queijo durante o periodo de
maturacdo. O crescimento descontrolado de fungos na superficie de queijos deve ser visto
com atengdo, sendo importante a selecéo de estirpes ndo toxigénicas, que tragam beneficios e
garantam a seguranca microbiolégica do produto.

Entre as amostra Al e A2 houve uma diferenca na quantidade de leveduras isoladas,
visto que, na amostra A2 o microrganismo que prevaleceu foi G. candidum. Microrganismo
este que apresenta comportamento semelhante ao de levedura. Cardoso, et al. (2015), apds

avaliar amostras de QMA do Serro maturadas nos periodos secos e chuvosos, constatou que a
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diversidade de espécies de leveduras encontradas no QMA do Serro ndo é influenciada pelas
estacOes do ano, mas sim pela duracdo do periodo de maturacdo. Ap6s o décimo quinto dia de
maturacdo, as populacdes permaneceriam inalteradas. Considerando-se que as amostras
analisadas neste trabalho de ambas as estacdes tinham o mesmo tempo de maturacédo (45 a 60
dias), observou-se uma diferenca entre a diversidade e populacdo de leveduras encontradas,
estando estas mais diversificadas e populosas no queijo maturado no inverno. As temperaturas
mais baixas bem como a umidade relativa do ar podem dificultar o crescimento dos fungos
filamentosos no queijo.

De acordo com a avaliacdo de Cardoso, et al. (2015) as leveduras encontradas em
maior quantidade nas amostras de QMA do Serro foram Debaryomyces hansenii, Kodamaea
ohmeri e Kluyveromyces marxianus. Sendo que, somente no periodo chuvoso foram
encontradas as espécies Candida sp, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Galactomyces
candidum (=Geotrichum candidum) e Rhodotorula mucilaginosa; e somente no periodo seco
encontrou-se Candida atlantica, Candida intermedia, Candida phangngensis e Candida
silvae. Entretanto, no trabalho presente, G. candidum prevaleceu na amostra de QMA
maturado no periodo de inverno/seco. Outros isolados foram encontrados em ambas as
estacOes por Cardoso et al. (2015). Foram encontrados neste trabalho foram Kluyveromyces
lactis e Torulaspora delbrueckii, ambas mais prevalentes na amostra A2 de queijo maturado
no inverno/seco.

Nobrega, et al. (2008) apo6s analisarem a composicao leveduriforme do pingo utilizado
para producdo do QMA da Serra da Canastra no periodo das aguas e no periodo da seca,
identificaram D. hansenii, T. delbruekii e K. lactis e no periodo das &guas a espécie que se
distinguiu foi K. marxianus. As espécies encontradas neste trabalho diferiram tanto entre os
periodos quanto na frequéncia com que ocorreram. Uma importante levedura identificada
(prevalente na amostra A2) que pode contribuir com a qualidade do queijo é Kluyveromyces
lactis, pois apresenta propriedades probidticas e tecnoldgicas, podendo ser usadas como
culturas adjuntas para contribuir com as propriedades funcionais relacionadas a qualidade e a
salde dos produtos lacteos (FADDA, et al. 2017).

Borelli, et al. (2006) avaliaram a populagdo de leveduras em QMA da Serra da
Canastra e identificaram como mais prevalentes C. catenulata, D. hansenii e T. delbrueckii.
Dentre as leveduras identificadas na amostra Al, constatou-se que a espéecie C. catenulata
provavelmente desempenha um papel importante na microbiota natural deste queijo. Esta
espécie ja foi isolada de diferentes queijos produzidos em outros paises (CORSETTI; ROSSI

& GOBBETTI, 2001). D. hansenii, espécie pertencente ao género identificado
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Debaryomyces, presente na amostra A2, apresentou capacidade de adsor¢do de micotoxinas e
de inibicdo da biossintese de OTA por Aspergillus westerdijkiae, espécie que também foi
encontrada na amostra A2 (GIL-SERNA, et al. 2011).

Além de contribuir com a qualidade sensorial do queijo, algumas espécies de
leveduras detectadas podem contribuir com a seguranca por meio dos efeitos inibitorios
contra algumas espécies bacterianas patogénicas, como a levedura C. intermédia, identificada
neste trabalho e que apresenta acdo contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Younis,
et al. (2017). Outras importantes leveduras identificadas foram K. lactis, T. delbrueckii e
Candida intermedia, que mostraram-se importantes para agregar sabor e aroma ao queijo,
devido a producéo de compostos arométicos volateis (Andrade et al. (2017). Embora muitos
isolados selecionados ndo puderam ser identificados por limitacbes do banco de dados ou da
metodologia utilizada para identificacdo, duas leveduras diferentes das encontradas por
Cardoso et al. (2015) e Andrade et al. (2017) foram identificadas: Hyphopichia burtonii e
Candida palmioleophila.

Simoncini e colaboradores (2007), que caracterizaram a populacdo de leveduras
presentes em presuntos de Parma durante o periodo de maturacgdo, identificaram a levedura
Hyphopichia burtonii (3%). Esta levedura, geralmente encontrada em pées, cereais e
alimentos fermentados, apresentou atividade inibitéria contra a germinacdo de esporos dos
fungos filamentosos micotoxigénicos Penicillium verrucosum e Penicillium nordicum e a
producdo de ocratoxina A pelos mesmos (VIRGILI, et al. 2012). Em contrapartida, em estudo
realizado por Cuero, Smith, & Lacey (1987) para avaliar a producdo de Aflatoxinas por A.
flavus e seu crescimento em cultura dupla com cepas selvagens de H. burtonii sob condigdes
controladas, concluiu-se que a levedura estimulou tanto o crescimento do fungo filamentoso
quanto a producéo de toxina.

De acordo com Pfliegler, Pusztahelyi & Pécsi (2015), algumas leveduras podem atuar
como agentes de biocontrole, inibindo o crescimento de fungos filamentosos e, também séo
capazes de degradar toxinas para substdncias menos toxicas ou mesmo ndo toxicas.
Entretanto, as leveduras e suas enzimas importantes biotecnologicamente podem exibir
sensibilidade a certas micotoxinas, criando assim um problema consideravel para a industria.

Estes resultados mostram a importancia da exploracdo do potencial biotecnologico das
leveduras presentes no QMA, responsaveis pela agregacdo de caracteristicas sensoriais
desejaveis. A simbiose entre a microbiota € de grande importancia e precisa ser mais bem

investigada.
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Viljoen; Khoury & Hattingh, (2003) apés analisar frequéncia e a diversidade sazonal
das ocorréncias de leveduras em queijaria, constataram diferencas substanciais no nimero de
leveduras presentes durante a maturagdo dos queijos no inverno e no verdao. No inverno, as
leveduras tenderam a aumentar constantemente durante a maturagdo. Entretanto, contagens
semelhantes de leveduras foram obtidas de amostras ambientais durante o inverno e o verao.
Variagdes podem ocorrer devido a vérios fatores, como a concentragdo de sal na salmoura,
temperatura do ambiente ou padrbes de higiene durante a fabricacdo. Consequentemente, 0s
numeros de leveduras presentes podem variar entre queijarias e mesmo entre dias
consecutivos na mesma queijaria, justificando a variagdo da diversidade encontrada neste
trabalho.

O crescimento de fungos no queijo é determinado pela sua capacidade de crescer em
baixas concentracdes de oxigénio, baixo pH e baixa atividade de agua (Aw). Estes micro-
organismos sdo também em sua maioria resistentes a acdo conservante dos &cidos graxos
livres e possuem atividade lipolitica que lhes permite causar alteracdo no queijo (CHEONG,
et al. 2014).

De acordo com a Portaria n® 146, de 7 de marc¢o de 1996, que aprova 0s Regulamentos
Técnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos L&cteos (BRASIL, 1996), as amostras
analisadas séo classificadas como queijos de baixa umidade (até 35,9%) ou queijos de massa
dura. Segundo o regulamento da Lei 14.185/2002 que trata do QMA, este deve apresentar
umidade de no maximo 45,9% (média umidade) (MINAS GERAIS, 2002). Portanto, ambas
as amostras analisadas apresentaram parametros de percentual de umidade dentro do previsto
em legislacdo. O percentual de umidade mais baixo pode ser explicado pelo maior tempo de
maturacdo empregado na producdo das amostras objeto de estudo, visto que a legislacéo atual
estabelece tempo minimo de maturacéo de 17 dias para a microrregido do Serro e, as amostras
foram produzidas como tempo de maturacao entre 45 e 60 dias.

Wolfe, et al. (2014) correlacionaram a microbiota e a umidade na casca de queijos
maturados e observaram que o crescimento de Geotrichum candidum esteve positivamente
relacionado com a umidade do queijo, diferentemente dos géneros Scopulariopsis e
Aspergillus.

Segundo Figueiredo (2015), em épocas mais quentes e chuvosas, caracteristicas da
regido do Serro, ha um aumento da concentracdo de micro-organismos no leite cru, devido a
solubilizacdo da matéria-orgénica e da proliferacdo ambiental favorecida pelas temperaturas
elevadas, o que gera maior risco de contaminagdo cruzada e, consequentemente, maior

alteracdo na acidez, percentual de umidade e gordura do queijo. Durante a maturagéo,
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leveduras e fungos filamentosos presentes no queijo metabolizam o &cido latico e produzem
NH3;, aumentando assim o pH da superficie (de 4,8 a 5,2 para 6 a 8,2) (MONTEL, et al. 2014).
Neste trabalho, as variacGes dos componentes fisico-quimicos do leite entre as amostras foram
observadas nos parametros de percentual de gorduras e pH, o que pode justificar a diferenca
na diversidade de micro-organismos. O restante ndo diferiu estatisticamente.

Kure & Skaar (2000) encontraram em duas variedades de queijos noruegueses semi-
duros (Jarlsberg e Norvegia) os géneros de fungos filamentosos Penicillium, Alternaria,
Aureobasidium, Cladosporium, Epicoccum, Geotrichum, Mucor, Phoma e Ulocladium. O pH
dos queijos analisados variou entre 5,4 e 5,7 e 0 teor de gorduras esteve entre 16% e 27%. O
pH ideal para o crescimento do G. candidum é de cerca de 5,5, mas eles podem crescer em
valores de pH de 3,5 a 9,0 (ARTEAU; LABRIE; ROY, 2010). Quanto ao percentual de
gorduras, as amostras Al e A2 sdo classificadas como queijos gordos (45 a 59,9% de
gorduras no extrato seco) de acordo com a Portaria n® 146/1996 (BRASIL, 1996) e
apresentaram percentuais de gorduras de 38% e 40%, respectivamente. Segundo Costa Junior
et al. (2009), a sazonalidade tem pouca influéncia no teor de gordura do queijo, considerando-
se 0 extrato seco. Os valores de pH encontrados mostram-se dentro da faixa de crescimento de
fungos. Entretanto, as espécies encontradas em ambas as amostras (Al e A2) mostraram-se
susceptiveis ao crescimento em queijos com percentual de gorduras bem maiores do que o
relatado por Kure & Skaar (2000).

O processo de salga do queijo é feito tanto para adequacdo de sabor e umidade,
guanto para inibir o crescimento de patdgenos. A maioria dos fungos capazes de crescer em
queijo séo tolerantes ao sal (NaCl) e podem crescer em condi¢Oes relativamente baixas de Aw.
Os percentuais de NaCl de ambas as amostras Al e A2 foram semelhantes (0,91 e 0,93%). G.
candidum (mais prevalente na amostra A2) é sensivel ao sal. O crescimento € inibido em 1 a
2% de NaCl e nenhum crescimento é observado em 5%, entretanto a 1% o crescimento é
melhor que sem nenhuma adigcdo de sal. Queijos moles como Camembert e Brie tém 1,5 a
2,0% de NaCl. Algumas espécies de Penicillium podem tolerar concentra¢fes de 5% de NaCl
(MARCELLINO, et al. 2001; HYMERY, et al. 2014).

De acordo com Montel, et al. (2014) a dindmica das interacbes microbianas,
especialmente complexas em queijos tradicionais devido a diversidade da composicdo da
microbiota, estd longe de ser elucidada. O ecossistema microbiano determina e, a0 mesmo
tempo, é determinado por fatores intrinsecos ao queijo (disponibilidade de substratos e

cofatores, presenca de compostos inibidores/ativadores, pH e potencial redox) e fatores
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extrinsecos (disponibilidade de oxigénio, temperatura, umidade relativa). Os processos de

fabricacdo e maturagéo envolvidos impulsionam toda a dinamica dos ecossistemas do queijo.
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho foi o primeiro a caracterizar a micobiota terroir desta regido e
possibilitou o conhecimento da diversidade de fungos filamentosos e leveduras da
microrregido do Serro, bem como suas caracteristicas fisico-quimicas em duas estacfes bem
distintas do ano. As espécies identificadas diferiram entre as estacdes. Os principais géneros
de fungos filamentosos encontrados na amostra do verdo/Umido foram Paecilomyces,
Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Microascus, Acremonium e espécies do complexo
Cladosporium cladosporioides, sendo que nenhuma das espécies potencialmente
micotoxigénicas apresentaram teste positivo para producdo de micotoxinas. Com relacdo as
leveduras, os géneros mais prevalentes foram Candida, Kodamaea, Torulaspora e
Trichosporon. Na amostra do inverno/seco, destacou-se o fungo filamentoso Geotrichum e os
géneros de leveduras Trichosporon, Debaryomyces, Torulaspora e Kluyveromyces. Para as
analises fisico-quimicas houve diferenca no pH e teor de gordura.

O uso de duas técnicas diferentes de avaliacdo das espécies mostrou-se importante,
contribuindo para um maior conhecimento e, ainda, permitiu identificar os fungos e leveduras

que interferem na qualidade e caracteristicas sensoriais do produto.
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CAPITULO 3

Aspectos fisico-quimicos e diversidade de fungos em Queijo Minas Artesanal maturado

da microrregido da Serra da Canastra

RESUMO

Minas Gerais é a principal regido produtora de queijos do Brasil. O Queijo Minas Artesanal
(QMA) da Serra da Canastra € um alimento tradicional produzido nesta regido a partir de leite
de vaca cru combinando-se as caracteristicas geogréaficas e o modo de fazer tipico da regiéo.
Foi fabricado de maneira rudimentar por mais de 200 anos na regido, tendo, portanto, um
grande valor social, cultural e econdmico. A acdo dos fungos filamentosos e leveduras no
processo de maturacdo dos queijos tem grande importancia. A degradacdo dos constituintes
do leite, como proteinas e lipidios, devido a acdo de enzimas fungicas pode levar a melhoria
da qualidade da textura, do sabor e aroma. Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi
determinar a diversidade da micobiota terroir (fungos filamentosos e leveduras) relacionada
com o processo de maturacdo do Queijo Minas Artesanal produzido na microrregido da Serra
da Canastra, bem como correlacionar as espécies identificadas com as caracteristicas fisico-
quimicas do produto. Foram coletadas amostras de quatro produtores diferentes nas cidades
de S&o Roque de Minas e Piumhi - MG. Das amostras analisadas a amostra A2, apresentou
maior diversidade de leveduras e a amostra A3, maior diversidade de fungos filamentosos
além de maior diversidade micolégica. Somente a amostra A3 apresentou 8 isolados da
espécie A. ochraceus de um total de 12 isolados com teste positivo para producdo de
Ocratoxina A. A amostra A1 mostrou maior ocorréncia dos fungos filamentosos Aspergillus
sp, Geotrichum candidum, Fusarium sp e Paecilomyces sp e da levedura Candida catenulata.
A amostra A4, apresentou maior ocorréncia dos fungos filamentosos Alternaria sp,
Penicillium sp, Trichothecium roseum, Aspergillus ochraceus, A. oryzae, espécies do
complexo Cladosporium cladosporioides e morfotipo ndo identificado. Os géneros de maior
prevaléncia entre os fungos filamentosos foram Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium,
Geotrichum, Microascus e Acremonium; para leveduras os géneros de maior destaque foram
Torulaspora, Debaryomyces, Kodamaea, Geotrichum, Trichosporon e Candida. Para os
aspectos fisico-quimicos, houve diferenca estatistica entre as amostras como excecdo do
percentual de cloreto de sodio. As espécies identificadas permitiram conhecer mais sobre a as
comunidades microbianas. Foi possivel identificar os micro-organismos responsaveis pela
qualidade e caracteristicas sensoriais do produto, observando que houve diferenca entre as
propriedades.

Palavras-chave: queijos artesanais. leite cru. diversidade. micobiota terroir.
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1 INTRODUCAO

Minas Gerais € reconhecida como a principal regido produtora de queijos do Brasil
(GOMES, et al. 2011). O Queijo Minas Artesanal (QMA) da Serra da Canastra é um alimento
tradicional produzido nesta regido a partir de leite de vaca cru combinando-se de maneira
singular as caracteristicas geograficas e 0 modo de fazer tipico da regido (SILVA, et al. 2013).
Foi fabricado de maneira rudimentar e tradicional por mais de 200 anos tendo, portanto, um
grande valor social, cultural e econémico (BORELLLI, et al. 2006).

Juntamente com o coalho e o sal, adiciona-se um fermento natural (pingo) ao leite cru,
que consiste em parte do soro coletado apds a prensagem do queijo do dia anterior. Este
inéculo enddgeno, rico em micro-organismos autdctones contribui para a fermentacdo e
maturacdo do produto (NOBREGA, 2012).

A maturagdo é um processo importante para melhoria das caracteristicas sensoriais
modificando a textura, aroma e sabor do queijo (FOX; McSWEENEY, 1998). Queijos
produzidos a partir de leite cru adquirem sabores mais ricos e intensos do que os queijos de
leite pasteurizado devido aos efeitos da microbiota vinda do leite. Estas alterac6es diferem de
a variedade de queijo e as condigdes de processamento (BEUVIER, et al. 2004; ALONSO, et
al. 2013).

Ecossistemas microbianos também estdo inseridos no ambiente de producdo. Sua
presenca é influenciada por fatores extrinsecos e intrinsecos e podem se originar de diversas
fontes ambientais e humanas. Bokulich & Mills (2013) mostraram que o desenvolvimento de
comunidades microbianas em queijarias depende do substrato e condigbes ambientais
disponiveis e estas contribuem para caracteristicas sensoriais especificas de queijos que sao
fabriacados sem a utilizacdo de culturas iniciadoras (DOYLE; O'TOOLE; COTTER, 2017).

A atuacdo dos fungos filamentosos e leveduras no processo de maturacdo dos queijos
é de fato importante. A degradacdo dos constituintes do leite, como proteinas e lipidios,
devido a acdo de enzimas fungicas pode levar a melhoria da qualidade da textura, do sabor e
do valor nutricional do queijo (HYMERY, 2014; CARDOSO, et al. 2015).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi determinar a diversidade da micobiota
terroir (fungos filamentosos e leveduras) relacionada com o processo de maturacdo do Queijo
Minas Artesanal produzido na microrregido da Serra da Canastra, bem como correlacionar as

espécies identificadas com as caracteristicas fisico-quimicas do produto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras foram coletadas em queijarias produtoras certificadas, localizadas nos
municipios de Sdo Roque de Minas e Piumhi, regido da Serra da Canastra, no estado de Minas
Gerais, Brasil.

Foram coletadas doze amostras, sendo trés de cada produtor, de QMA maturados entre
45 e 60 dias (Figura 1) no periodo de verdo chuvoso e quente (margo) no ano de 2017 (Tabela
1).

As amostras foram embaladas (embalagem prépria), armazenadas em sacos estéreis e
transportadas para o Laboratério de Micologia e Micotoxinas, do Departamento de Ciéncia

dos Alimentos, da Universidade Federal de Lavras, onde foram posteriormente analisadas.

Figura 1 Amostra de Queijo Minas Artesanal da microrregido da Serra da Canastra

Fonte: Autora (2017)



Tabela 1 Amostras de Queijo Minas Artesanal coletadas na microrregido da Serra da Canastra

Coordenadas geograficas

Amostra Local Periodo Estacdo/Clima Teinpo d~e
maturacao Latitude Longitude Altitude
S&o Roque
Amostral de Minas— marco 2017 Verdo/Umido  45-60 dias 20°13'49" S 46° 23' 04" W 854 m
MG
S&o Roque
Amostra2 @€ I\I<I/II(nBaS ~ marco 2017 Verdo/Umido 45-60dias  20°12'30" S 46°21'35"W 860 m
Séo Roque
Amostra3 de Minas— marco 2017 Verdo/Umido  45-60 dias 20°11'08" S 46° 21' 43" W 766 m
MG
Piumhi — . . o .
Amostra 4 MG margo 2017 Verdo/Umido  45-60 dias 20°22'31"S 45° 58' 39" W 769 m

Fonte: Autora (2018)

SL
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2.2 Avaliacao da micobiota por método dependente de cultivo

Foram realizados dois métodos para o isolamento de fungos filamentosos e leveduras
das amostras de QMA. O primeiro consistiu no repique direto da casca do queijo para meio de
cultura Agar Extrato de Malte (MA) (extrato de malte: 20 g; agar: 20 g; 4gua destilada: 1 L).
O segundo se deu pela técnica de dilui¢do seriada. Para realizacdo da técnica utilizou-se 25 ¢
de casca de queijo triturada grosseiramente, obtidas de 4 pontos equidistantes da lateral (P1,
P2, P3 e P4), 1 ponto central da base e outro da superficie (P5 e P6) conforme a Figura 2. A
casca triturada foi adicionada a 225 mL de &gua peptonada com concentragdo de 0,1%. A
solucdo foi acondicionada em saco estéril e levada para agitacdo em Stomacker, onde foi
submetida a 490 golpes/2 minutos. Em seguida procedeu-se com a dilui¢do seriada e aliquotas
de 0,1 mL das dilui¢cbes foram espalhadas na superficie dos meios de cultura e incubadas em
BOD a 25 °C por 5 a 7 dias. Os meios de cultura utilizados foram Agar Dichloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC) (glicose: 10,0 g; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH,PO,: 1,0
0; MgS0,4.7H,0: 0,5 g; solucdo de rosa de bengala a 5%: 0,5 mL; dicloran: 1,0 mL; agua
destilada: 1 L; agar: 15,0 g; cloranfenicol: 1 mg) e Dichloran Glicerol Medium Base (DG18)
(dicloran: 1,0 mL; peptona bacterioldgica: 5,0 g; KH,PO4: 1,0 g; MgS0O,4.7H,0: 0,5 g;
glicerol: 220 g; &gar: 15,0g; cloranfenicol: 1 mg; 4gua destilada: 1 L).

Figura 2 Modelo esquematico de preparo da amostra para técnica de dilui¢do seriada

P1
P5

P2 R

/ P3

P6
Fonte: Autora (2018)

Apos o periodo de incubacdo foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colbnias (UFC) e empregada a técnica de raiz quadrada para determinar o total de fungos
filamentosos e leveduras que seriam isolados. Em seguida, os isolados foram transferidos para

meio de purificagdo MA e incubados em BOD 25 °C por 7 dias (fungos filamentosos) e 28 °C
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por 48 horas (leveduras). Apos a obtencao das coldnias puras os isolados foram preservados e
iniciou-se o processo de identificagéo.

2.3 Preservacao dos isolados

Os fungos filamentosos identificados foram preservados em duplicata por dois
métodos distintos. Por meio de coleta dos esporos com auxilio de papel filtro em tubos
Eppendorf, preservados a temperatura de —18 °C e, como método principal de preservacao, a
técnica de criopreservacao a -80 °C.

As leveduras identificadas foram armazenadas em duplicata em tubos Eppendorf,
preservados pela técnica de criopreservacdo a — 80 °C.

Primeiramente foram adicionados 0,5 mL de caldo YEPG em tubos Eppendorf. Em
seguida a levedura foi repicada com o auxilio de uma alca de platina no caldo nutriente e
incubada em BOD a 28 °C por 48 horas ou até turvacdo do meio. Posteriormente foi
adicionado 0,5 mL de solucdo de glicerol a 40% e armazenada a -80 °C. Outro método
utilizado para preservacdo para preservacdo das leveduras foi o repique direto para uma
solucéo crioprotetora de glicerol a 20%.

Os isolados apds a identificacdo serdo depositados na Colecdo de Cultura de Micro-
organismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade Federal

de Lavras.

2.4 ldentificacéo de fungos filamentosos

O método de identificacdo utilizado depende do género de fungo filamentoso
encontrado, sendo utilizado para as espécies pertencentes ao género Aspergillus, o Manual de
Klich (2002), para o género Penicillium, o Manual de Pitt (2000) e para os demais géneros, o
Manual de Samson et al. (2000). Os isolados de Aspergillus e Penicillium foram crescidos em
meios de cultura Agar Czapek Levedura (CYA) [K,HPO,4: 1,0 g; concentrado czapec: 10,0
mL; extrato de levedura: 5,0 g, agar: 15,0 g, d4gua destilada: 1 L; (concentrado czapec:
NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0,.7H,0: 5,0 g, FeSO,4.7H,0: 0,1 g, ZnSO,4.7H,0: 0,1 g,
CuS04.5H,0: 0,05 g, agua destilada: 100 mL)] a 25 °C e 37 °C e Agar Extrato de Malte e
Levedura (MEA) (extrato de malte: 20,0 g, peptona bacterioldgica: 1,0 g, glicose: 30,0 g,

agar: 20,0 g, 4gua destilada: 1L) a 25 °C por um periodo de 7 dias retirou-se as caracteristicas
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macroscopicas e microscopicas das coldnias dos fungos. Para os demais géneros utilizou-se o

meio de cultura MEA a 25 °C por 7 dias para caracterizacdo morfoldgica.

2.5 Analises quimiotaxonémica de fungos filamentosos potencialmente toxigénicos

Os fungos filamentosos isolados identificados como potencialmente produtores de
Ocratoxina A (OTA) e Aflatoxinas Bl, B2, G1 e G2 (AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2) como as
espécies pertencentes ao género Aspergillus das Secdes Nigri, Circundati e Flavi, bem os
potencialmente produtores de Citrinina como as espécies do género Penicillium da Secéo
Citrina foram cultivados em meio de cultura Agar Coco (leite de coco: 400 mL; &gar: 15,0 g e
agua destilada: 400 mL) para verificacdo de producdo de micotoxinas. Apds incubacdo por 7 a
10 dias a 25 °C conforme descrito por Mohamed et al. (2013). Verificou-se a producédo de
micotoxinas em luz ultravioleta com A 366 nm em Cromatovisor CAMAG (UF-
BETRACHTER). Os isolados caracterizados como produtores foram avaliados pelo método
de cromatografia de camada delgada para confirmacdo da producdo e identificacdo da
micotoxina (Plug Agar).

Para realizacdo da técnica de Plug Agar, as espécies micotoxigénicas do género
Aspergillus pertencentes a Secdo Nigri foram inoculadas em meio Agar Czapek Levedura
(CYA) [K;HPOQO,: 1,0 g; concentrado czapec: 10,0 mL; extrato de levedura: 5,0 g, agar: 15,0 g,
agua destilada: 1 L; (concentrado czapec: NaNOs: 30,0 g, KCI: 5,0 g, MgS0O,.7H,0: 5,0 g,
FeSO,7H,0: 0,1 g, ZnSO,4.7H,0: 0,1 g, CuS0O45H,0: 0,05 g, agua destilada: 100 mL)] por 7
dias a 25 °C. Ja as espécies pertencentes as Sec¢Bes Circumdati, Flavi e Citrina foram
inoculadas em meio Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES) (extrato de levedura: 20,0 g;
sacarose: 150 g; agar: 20,0 g; ZnSO,47H,0: 0,1 g; CuSO,45H,0: 0,05 g; 4gua destilada: 1 L),
também por 7 dias a 25 °C conforme Filtenborg & Frisvad (1980).

Utilizou-se uma solucdo padrdo de OTA e Aflatoxinas B1, B2, G1, G2 e Citrinina
(SIGMA-ALDRICH), e a placa de cromatografia de camada delgada (MERK-SILICA GEL
60, 20 x 20) com fase mdvel composta por tolueno acetato de etila e acido formico (TEF)
90% (60:30:10). Apoés a eluicdo, e secagem das placas em capela de fluxo laminar, a
verificagdo quanto a producdo de micotoxinas foi realizada em luz ultravioleta com A 366 nm
em Cromatovisor CAMAG (UF-BETRACHTER). Os isolados considerados produtores de
OTA, Citrinina, AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2 apresentaram um fator de retencdo e um spot de

fluorescéncia semelhante ao dos padrdes utilizados.
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2.6 ldentificacéo das leveduras

As leveduras isoladas foram cultivadas em placas contendo o meio Yeast Extract
Peptone Glucose Agar (YEPG) (extrato de levedura 1%; peptona bacterioldgica 2%; glicose
2%, agar 1,5%) incubados a 28 °C por um periodo de 18 horas e identificadas por Matrix
Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF). Em
sequida, aproximadamente 3 x 10’ células de cada morfotipo foram transferido para
microtubos estéreis. Posteriormente, 3 uL de acido foérmico / acetonitrila (25:75) foram
adicionados em cada microtubo. Os microtubos entdo foram vortexados por 1 minuto e, em
sequida, 1 uL da suspenséo foi transferida para a placa MALDI flex target (Bruker Daltonics,
Bremen, Alemanha). Apds evaporagdo quase completa do liquido na placa, 1 puL de solugao
matriz foram adicionados e homogeneizado [solucdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-
cindmico (CHCA) em acetonitrila a 50%; acido trifluoroacético a 2,5%] (OLIVEIRA et al.
2015).

A cepa Escherichia coli K12 obtida da Micoteca da Universidade do Minho (MUM,
http://www.micoteca.deb.uminho.pt) foi utilizada para extracdo in situ de proteinas que, por
sua vez, foram usadas como padrdo para a calibracdo externa do MALDI-TOF MS. A cepa
de E. coli K12 foi cultivada em meio Agar Luria-Bertani (LB) (bactotriptona, 1,0 g; extrato de
bactoheyeast, 0,5 g; NaCl, 1,0 g; &gar, 15,0 g; agua destilada, 1 L) a 37 °C por 18 horas. Ap6s
incubagdo, aproximadamente 1 pg de material celular de uma Unica col6nia de E. coli K12 foi
transferido para a placa MALDI flex target e a solucdo matriz foi adicionada e
homogeneizada. Cada estirpe foi preparada em triplicata para avaliar reprodutibilidade. As
amostras foram entdo analisadas em um MALDI-TOF microflex LT spectrometer (Bruker
Daltonics, Bremen, Alemanha), usando o MALDI Biotyper 3.0 automatic system (RESENDE
et al. 2018).

2.7 Avaliacao da micobiota por método independente de cultivo

Para realizacdo da analise metagenémica foram enviados 3 gramas de cada amostra de
QMA devidamente congeladas para a empresa responsavel pelo sequenciamento. Toda a
andlise foi realizada pelo Laboratorio GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro — RJ, Brasil).
Para manter a confiabilidade dos dados, o controle de qualidade (QC) foi realizado em cada
etapa do procedimento (Figura 3). Os tdpicos abaixo descrevem as etapas do protocolo

seguido.
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Figura 3 Fluxograma da analise metagendmica

Quantificagdo, Purificaca
Aplificacdo qualificacdo e pcacao Preparo da Sequenciame
de PCR amplificagao dos dozglg)(c:igtos biblioteca nto (Hiseq)
produtos PCR

Extracéo do
DNA
gendmico

Fonte: Autora (2018)

A. Extracdo do DNA gendémico

Utilizou-se aproximadamente 500 mg das amostras para extracdo do DNA gendmico.
O DNA total do genoma das amostras foi extraido utilizando-se o método CTAB/SDS. A
concentracdo e a pureza do DNA foram monitoradas em géis de agarose a 1%. De acordo com

a concentracdo, o DNA foi diluido para 1 ng/uL utilizando &gua estéril.

B. Geracdo de Amplicon

A regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA ribossomal foi amplificada
utilizando primer especifico e barcodes para diferenciar as amostras. A regido ITS é a mais
usada para fungos sendo a ITS2 utilizada nesta analise. Todas as reacdes de PCR foram

realizadas com Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs).

C. Quantificacéo, qualificacdo e amplificacdo dos produtos PCR

O mesmo volume de tampdo de carga 1X (contendo SYB green) foi misturado aos
produtos de PCR e corrido por eletroforese em gel de agarose a 2% para deteccdo. Amostras
com faixa principal brilhante entre 400-450 bp foram escolhidas para testes posteriores.

Os produtos de PCR foram misturados em proporcdes de mesma densidade. Em
seguida, foram purificados com o Kit Qiagen Gel Extraction (Qiagen,

Alemanha).
D. Preparacéo e sequenciamento da biblioteca
As bibliotecas foram geradas utilizando o kit NEBNext® Ultra™ DNA Library Pre

(IMlumina, USA) e os codigos de indice foram adicionados seguindo as recomendacdes do

fabricante. A qualidade da biblioteca foi avaliada no Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo
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Scientific, USA) e sistema Agilent Bioanalyzer 2100 (Santa Clara, USA). Por fim, a
biblioteca foi sequenciada em uma plataforma Illumina e paired-end reads de 250 pb foram

gerados.

E. Analise dos dados (bioinformatica)

As paired-end reads foram atribuidas a amostras com base no seu barcode que foi
retirado juntamente com a sequéncia do primer. Estas foram emparelhadas usando o software
FLASH 1.2.7 que mesclou os pares para identificar as sobreposi¢cdes geradas a partir da
extremidade oposta do mesmo fragmento de DNA a fim de reconstruir a regido ITS. Os
fragmentos pareados foram filtrados pelo software QIIME 1.7.0 para obtencdo dos fragmentos
de melhor qualidade. Em seguida os fragmentos foram comparados ao banco de dados de
referéncia (Gold Database) utilizando-se o algoritmo UCHIME (UCHIME Algorithm) para
detectar sequéncias de quimera que foram posteriormente removidas.

A analise das sequéncias foi realizada pelo software Uparse 7.0.1001. Sequéncias com
similaridade de 97% foram atribuidas as mesmas UTOs (Unidade Taxondmica Operacional)
cuja sequéncia representativa foi rastreada para anotacdo. Para cada sequéncia representativa
0 banco de dados UNITE foi usado com base no algoritmo BLAST para anotar as
informagdes taxondmicas.

A fim de determinar a relacdo filogenética de diferentes UTOs e a diferenca entre as
espécies dominantes em diferentes amostras/grupos, foi realizado o alinhamento de maultiplas
sequéncias usando o software MUSCLE 3.8.31.

As informagbes de abundancia das UTOs foram normalizadas usando um padréo de
nimero de sequéncia correspondente a amostra com as menores sequéncias. As analises
subsequentes de a e B diversidade foram realizadas com base nesses dados normalizados de
saida. A analise de a diversidade avalia a complexidade da diversidade de espécies para uma
amostra. Ja a analise de P diversidade ¢ utilizada para avaliar diferencas de amostras em

complexidade de espécies.
2.8 Analises fisico-quimicas
As amostras de QMA foram submetidas as analises fisico-quimicas em trés repeticdes

para determinacdo dos teores de umidade, gorduras e cloreto de sodio além de pH. Todas as

analises foram realizadas no Laboratorio de Leite e Produtos Lacteos do Departamento de
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Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras de acordo com os procedimentos
da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2006) e da Instrucdo Normativa N°
68, de 12 de dezembro de 2006, que define os Métodos Analiticos Oficiais Fisico-Quimicos,
para Controle de Leite e Produtos Lacteos (BRASIL, 2006).

2.8.1 Umidade
A determinacédo do percentual de umidade se deu por secagem da amostra em estufa a

102 + 2 °C. Apos secagem as amostras foram mantidas a temperatura ambiente em dessecador
até obtencao de massa constante.

2.8.2 Cloreto de Sédio

O teor de cloreto de sddio foi obtido por meio do método argentométrico de Mohr,
baseado na titulacdo do cloreto de s6dio com nitrato de prata em presenca de cromato de

potassio, como indicador.

2.8.3 pH

Os valores de pH foram determinados por analise em medidor de pH.

2.8.4 Gorduras

O percentual de lipideos foi obtido pelo método butirométrico, utilizando-se
butirdbmetro especial para queijo (método de Van Gulik), baseado na digestdo da matéria
organica pelo acido sulfdrico. Apo6s a separacdo da gordura por acdo do alcool isoamilico e

centrifugacdo, realizou-se a leitura em escala propria.

2.9 Andlises estatisticas

A andlise estatistica da diversidade de fungos filamentosos e leveduras em Queijo
Minas Artesanal e sua incidéncia de acordo com as caracteristicas fisico-quimicas foi
realizada por meio da Analise de Componente Principal (PCA), utilizando o software
SensoMaker (PINHEIRO; NUNES; VIETORIS, 2013). Para avaliar a diferenca estatistica
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entre as andlises fisico-quimicas realizadas, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA)
com posterior teste de Tukey utilizando o software Sisvar 5.6 (FERREIRA, 2014).
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3 RESULTADOS

3.1 Micobiota avaliada pelo método dependente de cultivo

3.1.1 Fungos filamentosos

Da amostra Al, obteve-se populacBes médias totais de 3,4 x 10’ UFC/g no meio
DRBC e 11,3 x 10" UFC/g no meio DG18 e identificou-se 36 isolados de fungos
filamentosos. Da amostra A3, identificou-se 77 isolados e as popula¢fes médias totais foram
de 6 x 10° UFC/g no meio DRBC e 4,4 x 10° UFC/g. Da amostra A4, identificou-se 32
isolados e as populacdes médias totais foram 2,1 x 10° UFC/g (DRBC) e 1,7 x 10" UFClg
(DG18). As espécies identificadas entdo dispostas no Gréafico 1 de acordo com a porcentagem

de isolados de cada espécie.

Gréafico 1 Frequéncia de ocorréncia de espécies de fungos filamentosos presentes nas
amostras Al, A2, A3 e A4 de Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra

100%

| .

90% Byssochlamys sp

. H Trichothecium roseum
80% H Alternaria sp
70% Morfotipo 1
60% M C. cladosporioides (complexo)
50% B G. candidum
40% B Fusarium sp

o H Penicillium sp
30% W Aspergillus sp
20% m A. ochraceus
10% H A. oryzae

0% , , , B Paecilomyces sp
Al A2 A3 A4

Fonte: Autora (2018)

Na amostra Al foram identificados os fungos filamentosos Paecilomyces sp (8,69%),
Aspergillus sp (6,52%), Aspergillus oryzae (2,17%), Fusarium sp (39,13%), Geotrichum
candidum (39,13%), Alternaria sp (2,17%) e morfotipo 1 nédo identificado (2,17%). Na A3
estiveram presentes Paecilomyces sp (2,94%), Aspergillus sp (8,82%), Penicillium sp (5,88%)
Fusarium sp (70,58%), Byssochlamys sp (2,94%) e morfotipo 1 nédo identificado (2,94%). Na
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amostra A4 as espécies presentes foram A. oryzae (32,5%), A. ochraceus (15,6%), Penicillium
sp (13%), Fusarium sp (26%) G. candidum (2,6%), Alternaria sp (1,3%), Trichothecium
roseum (2,6%), espécies do complexo Cladosporium cladosporioides (3,9%) e morfotipo 1
ndo identificado (2,6%). A amostra A2 ndo apresentou contaminacdo por fungos
filamentosos.

Somente a amostra A3 apresentou 8 isolados da espécie A. ochraceus de um total de
12 isolados com teste positivo para producdo de OTA. Os demais fungos filamentosos
testados ndo apresentaram producdo de metabolitos secundarios compativeis com as

micotoxinas Ocratoxina A, Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2 e Citrinina.

3.1.2 Leveduras

Identificou-se 24 leveduras da amostra Al de Queijo Minas Artesanal da microrregido
da Serra da Canastra. Da amostra A2 foram identificadas 49 leveduras e suas populacdes
médias totais foram de 2 x 10° UFC/g no meio de cultura DRBC e 3,8 x 10" UFC/g no meio
DG18. e das amostras A3 e A4 identificou-se 8 e 3 isolados de leveduras respectivamente.
Nas Figuras 4, 5, 6 e 7 a seguir observa-se o dendograma das leveduras isoladas das amostras
Al, A2, A3 e A4, respectivamente, de Queijo Minas Artesanal da microrregido da Serra da
Canastra.
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Figura 4 Dendograma das leveduras isoladas da amostra Al de Queijo Minas Artesanal da
Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)

Das 14 leveduras selecionadas da amostra Al para identificacdo 21,42% foram
identificadas como Trichosporon coremiiforme, 57,16% como Candida catenulata e outros

33,33% de morfotipo que ndo puderam ser identificados.
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Figura 5 Dendograma das leveduras isoladas da amostra A2 de Queijo Minas Artesanal da
Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)

Cerca de 81,6% das 49 leveduras selecionadas pertencentes a amostra A2 foram
identificadas como Trichosporon coremiiforme, seguidas por Trichosporon japonicum (6,1%)

e Candida catenulata (2%). 10% dos isolados ndo foram identificados.
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Figura 6 Dendograma das leveduras isoladas da amostra A3 de Queijo Minas Artesanal da

Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)

A espécie Candida catenulata representou 16,66% das 6 leveduras analisadas da

amostra A3. O restante ndo pode ser identificado (83,33%).
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Figura 7 Dendograma das leveduras isoladas da amostra A4 de Queijo Minas Artesanal da
Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)

A amostra 4 foi a que menos apresentou diversidade de leveduras tendo somente 3
isolados selecionados para a identificacdo. Deste total, 2 leveduras foram identificadas como
Trichosporon japonicum (66,6%) e o isolado restante ndo foi identificado (33,3%).

A Figura 8 a seguir mostra o dendograma das leveduras isoladas de das quatro
amostras (Al, A2, A3 e A4) de Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra. Com este

agrupamento foi possivel dimensionar a diversidade de leveduras da regido e ndo somente das

amostras.
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Figura 8 Dendograma das leveduras isoladas das amostras Al, A2, A3 e A4 de Queijo Minas
Artesanal da Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)

Apds agrupamento do perfil proteico das 72 leveduras isoladas de QMA selecionadas
para identificagdo foi possivel perceber uma prevaléncia da espécie Trichosporon
coremiiforme (72,24%). Trichosporon japonicum representou 5,55%, seguido de Candida

catenulata (4,16%). 18,05% dos isolados ndo foram identificados.
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3.2 Andlises fisico-quimicas

Na Tabela 2, observa-se as caracteristicas fisico-quimicas das amostras Al, amostra
A2, amostra A3 e amostra A4 de QMA analisadas:

Tabela 2 Composicao fisico-quimica das amostras Al, A2, A3 e A4 de Queijo Minas
Artesanal da microrregido da Serra da Canastra

Aspectos fisico-quimicos

Amost
mostra % Umidade % Gorduras % NaCl pH
Al 28,211+0,24a 32+0a 0,93+0,08a 5,52+0,04 a
A2 18,24+ 0,67 b 290D 0,98+0,08a 5,29 + 0,005 b
A3 21,136 £ 0,24 ¢ 205+0c 0,93+0,03a 553+0,01a
A4 22,749+ 3,23 ¢ 40+0d 0,87+0,13a 533+0,02b

*Letras diferentes na mesma coluna mostram diferenca estatistica significante a p<0,05.
Fonte: Autora (2018)

A avaliacdo do percentual de umidade mostrou o menor valor na amostra A2
(18,24%), seguido das amostras A3 e A4 com 21,136% e 22,749% respectivamente que nao
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05). O maior percentual é referente a amostra A1 com
28,211% de umidade.

O teor de gorduras analisado mostrou que todas as amostras diferiram estatisticamente
estre si (p<0,05). O menor valor (20,5%) foi encontrado na amostra A3, seguido da amostra
A2 com 29%, amostra A1 com 32% e por fim, amostra A4 com maior valor (40%). A partir
destes valores (gorduras e umidade) foi possivel obter o percentual de gorduras no extrato
seco (GES): 44,4% para amostra Al; 35,4% para amostra A2; 25,9% e para a amostra A3 e
51,7% para a amostra A4.

O Unico aspecto que ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) foi o percentual
de cloreto de sodio (NaCl). Os valores variaram de 0,87% (amostra A4), 0,93% (amostras Al
e A3) e 0,98% (amostra A2).

Para os valores de pH, as amostras Al e A3 foram estatisticamente semelhantes
(p>0,05) mostrando valores de 5,52 e 5,53 respectivamente. Houve também semelhanca

estatistica (p>0,05) entre as amostras A2, com valor de pH 5,29 e amostra A4, com pH 5,33.
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As amostras foram submetidas a analise de componentes principais (PCA) (Figura 9).

Figura 9 Analise de Componentes Principais (PCA) da diversidade micologica e sua

correlacdo com as caracteristicas fisico-quimicas das amostras Al, A2, A3 e A4 de
Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra

PC2 (36.57%)
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Fonte: Autora (2018)

Percebe-se que a amostra A4 diferiu estatisticamente das demais.

Na amostra Al observa-se uma maior ocorréncia dos fungos filamentosos Aspergillus

sp, Geotrichum candidum, Fusarium sp e Paecilomyces sp e da levedura Candida catenulata.

Os aspectos fisico-quimicos que estiveram correlacionados com esta amostra foram pH e

umidade.

Para a amostra A2 houve uma maior ocorréncia das leveduras Trichosporon

japonicum e T. coremiiforme. Ndo houve maior ocorréncia de fungos filamentosos, pois esta

amostra ndo apresentou contaminagdo dos mesmos. Quanto as caracteristicas fisico-quimicas,

o percentual de NaCl mostrou-se correlacionado tanto com a amostra A2 quanto com a

amostra A3. Nesta Ultima, apenas o fungo filamentoso Byssochlamys sp apresentou maior

correlacéo.
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A amostra A4, mais distinta estatisticamente estre elas, percebeu-se como aspecto
fisico-quimico de mais destaque o teor de gorduras. Houve uma maior ocorréncia dos fungos
Alternaria sp, Penicillium sp, Trichothecium roseum, Aspergillus ochraceus, Aspergillus
oryzae, espécies do complexo Cladosporium cladosporioides e morfotipo nédo identificado Sp.
N&o houve maior correlacdo estatistica desta amostra com as espécies de leveduras
identificadas.

3.4 Micobiota avaliada pelo método independente de cultivo

A partir do estudo metagenémico das amostras um total de 229 OTU’s, contendo 35
géneros e 36 espécies foram observadas na amostra Al. Na amostra A2 encontrou-se 217
OTU’s contendo 33 géneros e 33 espécies. Na amostra A3 encontrou-se 252 OTU’s
contendo 39 géneros e 42 espécies. Por fim, na amostra A4 encontrou-se 189 OTU’s contendo
24 géneros e 25 espécies.

O Grafico 2 mostra a abundancia relativa dos géneros de fungos filamentosos e
leveduras encontrados nas amostras Al, A2, A3 e A4 de Queijo Minas Artesanal da

microrregido da Serra da Canastra.

Gréafico 2 Abundancia relativa de géneros encontrados nas amostras Al, A2, A3 e A4 de
Queijo Minas Artesanal da microrregido da Serra da Canastra
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Fonte: Autora (2018)
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Na amostra Al observa-se uma prevaléncia dos géneros de fungos filamentosos
Fusarium, Microascus e Acremonium e dos géneros de leveduras Torulaspora e
Debaryomyces. Os géneros menos prevalentes foram Kluyveromyces, Aspergillus, Atractiella,
Mucor, Gibellulopsis, Neosetophoma, Cryptococcus, Exophiala, Mortierella, Trichoderma,
Minimedusa, Sarocladium, Gibberella, Dendryphion, Operculomyces, Veronaea, Thelebolus,
Rhizophlyctis, Metarhizium, Cladorrhinum, Tetragoniomyces, Scutellinia, Mucor,
Pseudogymnoascus, Tetracladium, Phaeonectriella, Monographella, Cladosporium, Candida,
e Emericellopsis (ANEXO).

Os géneros mais prevalentes na amostra A2 referem-se as leveduras do género
Trichosporon, Kluyveromyces e Torulaspora seguidos do género de fungos filamentosos
Fusarium. Em menor prevaléncia observam-se 0s géneros Alternaria, Cladosporium,
Emericellopsis, Atractiella, Tetracladium, Monographella, Scutellinia, Pseudogymnoascus,
Metarhizium, Cladorrhinum, Tetragoniomyces, Trichoderma, Minimedusa, Microdochium,
Sarocladium, Gibberella, Dendryphion, Operculomyces, Veronaea, Nectria, Exophiala,
Gibellulopsis, Neosetophoma, Aspergillus, Microascus, Debaryomyces, Cryptococcus,
Acremonium e Candida (ANEXO).

Para a amostra A3 nota-se uma maior diversidade micoldgica em relagdo as outras
amostras. Os géneros de leveduras Kodamaea, Candida e Torulaspora estiveram mais
prevalentes seguidos dos géneros de fungos filamentosos Fusarium, Aspergillus e
Acremonium. Em menor prevaléncia observam-se 0s géneros Penicillium, Mucor,
Trichosporon, Alternaria, Cladosporium, Emericellopsis, Septoriella, Saccharmyces,
Phaeonectriella, = Monographella,  Tetracladium,  Pseudogymnoascus,  Scutellinia,
Rhizophlyctis, Metarhizium, Cladorrhinum, Tetragoniomyces, Cryptococcus, Exophiala,
Mortierella, Trichoderma, Minimedusa, Microdochium, Sarocladium, Gibberella,
Dendryphion, Operculomyces, Veronaea, Gibellulopsis, Neosetophoma, Microascus,
Kluyveromyces, Debaryomyces (ANEXO).

Por fim, na amostra A4 prevaleceram 0s géneros de fungos filamentosos Fusarium e
Acremonium, seguidos do género de levedura Debaryomyces. Em menor prevaléncia
observam-se 0s géneros Kluyveromyces, Candida, Torulaspora, Atractiella, Gibellulopsis,
Neosetophoma, Nectria, Cryptococcus, Exophiala, Mortierella, Trichoderma, Minimedusa,
Microdochium, Sarocladium, Gibberella, Scutellinia, Pseudogymnoascus, Monographella,

Trichosporon, Cladosporium e Emericellopsis (ANEXO).
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Na Figura 10 se observa a diversidade de espécies de fungos filamentosos e leveduras,

identificados pela anélise metagendmica, presentes nas quatro amostras analisadas de Queijo

Minas Artesanal da microrregido da Serra da Canastra.

Figura 10 Diversidade de espécies de fungos filamentosos e leveduras de Queijo Minas
Artesanal da microrregido da Serra da Canastra
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Dentre as principais espécies presentes nas amostras de Queijo Minas Artesanal da

Serra da Canastra observam-se Kodamaea ohmeri, Acremonium citrinum e Candida

catenulata com 42,02%, 23,05% e 23,96% respectivamente. Outras espécies identificadas

nestas amostras foram Gibellulopsis nigrescens,

Microascus brevicaulis,

Nectria

bactridioides Neosetophoma samarorum, Exophiala salmonis, Aspergillus tamarii, A.

westerdijkiae, A. charticola, A.

rutilum, Sarocladium strictum, Fusarium

redolens,

Cryptococcus aerius, Operculomyces laminatus e Mortierella enlongata, Torulaspora
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delbrueckii e Kluyveromyces lactis totalizando 10,97%. Espécies muito pouco prevalentes
também identificadas nesta amostra foram Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Candida
parapsilopsis, Candida etchelsii, Acremonium persicinum, Cryptococcus terricola,
Mortierella exigua, Trichoderma piluliferum, Minimedusa polyspora, Microdochium bolleyi,
Gibberella intricans, Dendryphion nanum, Veronaea musae, Thelebolus ellipsoideus,
Rhizophlyctis rosea, Metarhizium carneum, Cladorrhinum foecundissimun, Tetragoniomyces
uliginosus, Scutellinia crucipila, Mucor hiemalis, Pseudogymnoascus pannorum,
Tetracladium furcatum, Phaeonectriella lignicola, Monographella nivalis, Trichosporon

dulcitum, Atractiella solani, Septoriella oudemansii, e Saccharomyces cerevisiae (ANEXO).
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4 DISCUSSAO

Por meio de técnicas morfoldgicas de identificacdo foi possivel perceber uma maior
diversidade de fungos filamentos presentes na amostra A4 e maiores populacGes médias totais
na amostra A3 do que nas demais amostras de QMA da microrregido da Serra da Canastra.
Com temperatura média da regido em torno dos 20 °C, a maturagdo do queijo no ambiente das
queijarias ocorre numa faixa favoravel de crescimento para fungos filamentosos e leveduras
(MONNET, et al. 2014).

Outra técnica utilizada neste trabalho foi a andlise metagendémica das amostras de
QMA. Esta andlise tem sido amplamente utilizada para explorar amostras ambientais com
objetivo tracar um panorama da diversidade microbiana presente no ambiente bem como
entender e ampliar o conhecimento destes ecossistemas. Avalia-se que a grande parte dos
micro-organismos presentes nestes ambientes ndo sejam cultivaveis, devido a diversos fatores
impossibilitando a reproducdo do habitat em laboratério. De fato, essa abordagem é
relativamente rapida e oferece a perspectiva de detectar uma diversidade maior de espécies do
que a aplicacdo de métodos usando os meios de cultura classicos (MERING, et al. 2007;
SURANSKA, et al. 2016). A metagendmica utiliza 0 DNA presente na amostra, estando esse
viavel para o cultivo ou ndo, para comparacdo no banco de dados. Isso pode justificar a
diferenca entre os resultados encontrados nas analises realizadas para identificacdo dos micro-
organismos. Sendo assim, fica clara a importancia de uma associacdo de técnicas para 0
estudo da diversidade, visto que a o isolamento e a identificacdo a partir do método
dependente de cultivo permite a preservacao dos isolados para estudos posteriores.

Segundo Rasime, et al. (2005) algumas das espécies como as pertencentes aos géneros
Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Paecilomyces sp, Alternaria, Acremonium e do complexo
Cladosporium cladosporioides, como as encontradas nas amostras analisadas sdo fungos
filamentosos tipicos de solo comumente encontrados em queijos maturados em ambientes
como o de caverna. As estirpes de Geotrichum candidum (mais prevalente na amostra Al),
fungo caracteristico de produtos lacteos, ndo sé fazem parte da microbiota do leite cru como
também sdo encontradas em ambientes diversos como o solo, ervas e silagem. G. candidum
também pode atuar inibindo o crescimento do fungo filamentoso Mucor sp, cujas hifas aéreas
sdo responsaveis pelo defeito de queijo poil de chat (pelo de gato) além de inibir a
esporulacdo de certas cepas do fungo filamentoso micotoxigénico Aspergillus flavus e
espécies indesejaveis de Penicillium, como P. commune e P. caseifulvum (MARCELLINO;

BENSON, 2014). Outras espécies identificadas no presente trabalho como Trichothecium
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roseum, fungo filamentoso saprdfito e fitopatogénico e Byssochlamys sp também sdo fungos
filamentosos mais comumente encontrados em solo (SAMSON, et al. 2010; MARCELLINO;
BENSON, 2014). A espécie Aspergillus tamarii, identificada neste trabalho, também ja foi
isolada de queijo maturado (PHILIPPE, et al. 2012; MARCELLINO; BENSON, 2014).

Lavoie, et al. (2012) observaram que em queijos fabricados a partir de leite cru
comumente encontram-se 0s géneros Penicillium, Geotrichum, Aspergillus, Mucor e
Fusarium. Florez e colaboradores (2007) encontraram em queijo Cabrales, um tradicional
queijo azul espanhol fabricado com leite cru, através de técnicas morfolégicas e moleculares,
diferentes cepas de Penicillium sp e Geotrichum candidum. El-Fadaly, et al. (2015) apos
analisar amostras de queijo Romy, um tradicional queijo duro artesanal egipcio fabricado a
partir de leite de vaca ou LEITE misto de vaca e bufala, identificaram morfologicamente as
espécies Geotrichum candidum, Aspergillus ochraceus, A. alliaceus, A. oryzae, A. niger, A.
nidulans, Emericella nidulans, A. flavus, A. glaucus, A. flavipes, Penicillium sp, Mucor sp e
Rhizopus stolonifer.

Jodral, et al. (1993) avaliaram fungos filamentosos de leite cru e identificaram como
mais frequentes os géneros Geotrichum (76,5%), Fusarium (45,3%) e Aspergillus (31,2%).
Vacheyrou et al. (2011) concluiram que a maioria das espécies de fungos filamentosos
encontradas no leite de vaca se origina de uma transferéncia do estabulo para o campo de
ordenha e depois para o leite. Os fungos filamentosos que ocorrem no leite cru ou no
ambiente da queijaria ndo sdo muito susceptiveis de persistir e/ou crescer no queijo devido a
composicao bioquimica do queijo e ao efeito de obstaculo exercido pela microbiota do queijo.
Estes estudos corroboram com os resultados encontrados neste trabalho e reforga a influéncia
do ambiente na fabricacdo artesanal visto que, a maioria desses ndo sdo micro-organismos
relacionados diretamente ao leite, vindo aparecer no queijo durante o periodo de maturagédo. O
crescimento descontrolado de fungos na superficie de queijos deve ser visto com atencéo,
sendo importante a selecdo de estirpes ndo toxigénicas, que tragam beneficios e garantam a
seguranca microbioldgica do produto.

Na amostra A3, 8 isolados da espécie A. ochraceus de um total de 12 isolados
apresentou teste positivo para producdo de Ocratoxina A. No entanto, o crescimento de
fungos micotoxigénicos na superficie do queijo ndo implica automaticamente que as
micotoxinas estejam presentes no produto (HYMERY, et al. 2014). P. camemberti e P.
roqueforti, amplamente utilizados para maturacdo de queijos tipicos de vérios paises sdo

espécies conhecidas por sua potencial producdo de micotoxinas. No entanto, devido as
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praticas de producéo e condi¢cGes de armazenamento, apenas concentragfes baixas a muito
baixas foram observadas (BULLERMAN, 1981; TEUBER; ENGEL, 1983).

Os principais fatores abioticos responsaveis por modular a producdo de micotoxinas
no queijo podem ser divididos em fatores ambientais e de manufatura como temperatura,
umidade relativa, tempo de maturacdo e de armazenamento utilizados durante a fabricagdo do
queijo, bem como aspectos fisico-quimicos do proprio queijo como composicao quimica, pH,
atividade de agua (Aw) e potencial redox. Além disso, podem ocorrer variacbes no fim da
maturacdo na camada superficial do queijo, como no pH (7,0 para 5,6), no percentual de NaCl
(2% para 0,6%) e Aw (0,98 para 0,95) (HYMERY, et al. 2014).

N&o houve grande diferenca de diversidade de leveduras entre as amostra de QMA da
Serra da Canastra analisadas. Trichosporon coremiiforme representou mais da metade das
leveduras identificadas, seguida de Trichosporon japonicum e Candida catenulata. A
ocorréncia de um numero limitado de espécies confirma que o ecossistema do queijo é
caracterizado por composicao e condi¢cdes ambientais especificas, que promove a selecdo de
uma microbiota bem definida (JAKOBSEN; NARVHUS, 1996).

Cardoso, et al. (2015), apo6s avaliar amostras de QMA da microrregido do Serro
constatou que as leveduras encontradas em maior quantidade foram Debaryomyces hansenii,
Kodamaea ohmeri e Kluyveromyces marxianus. Em outro estudo, Andrade et al. (2017)
identificaram em amostras de QMA da Serra da Canastra as leveduras Kluyveromyces lactis,
Torulaspora delbrueckii e Candida intermedia, que mostraram-se importantes para agregar
sabor e aroma ao queijo devido a producdo de compostos aromaticos volateis. Borelli, et al.
(2006) avaliaram a populacdo de leveduras em QMA da Serra da Canastra e identificaram
como mais prevalentes C. catenulata, D. hansenii e T. delbrueckii. Debaryomyces hansenii,
Torulaspora delbruekii, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus foram espécies
identificadas por Nobrega, et al (2008) ap0ds analisar leveduras presentes no pingo utilizado
para fabricacdo de QMA da Serra da Canastra. Portanto, os resultados apresentados neste
trabalho corroboram com os resultados de estudos semelhantes.

Dentre as leveduras identificadas a espécie C. catenulata provavelmente desempenha
um papel importante na microbiota natural deste queijo. Esta espécie ja foi isolada de
diferentes queijos produzidos em outros paises (CORSETTI; ROSSI; GOBBETTI, 2001).
Debaryomyces hansenii, espécie pertencente ao género identificado nas amostras Al e A4
Debaryomyces mostrou capacidade de adsor¢do de micotoxinas e de inibicdo da biossintese
de OTA por Aspergillus westerdijkiae, espécie identificada neste trabalho (GIL-SERNA, et al.
2011).
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SupBe-se que queijos feitos e maturados nas mesmas regiGes geogréficas teriam
composicdo microbiana mais similar do que aqueles fabricados em locais mais distantes. No
entanto, estudos que avaliaram um conjunto de dados para a Europa e os Estados Unidos
mostraram que a composic¢do da comunidade ndo esta significativamente correlacionada com
a distancia geografica, justificando entdo as diferencas de resultados entre estudos de
diversidade (WOLFE, et al. 2014).

Embora muitos isolados selecionados ndo puderam ser identificados por limitagdes do
banco de dados ou da metodologia utilizada para identificacdo, duas levedura diferentes das
encontradas por Borelli et al. (2006), Cardoso et al. (2015) e Andrade et al. (2017) foram
identificadas: Trichosporon coremiiforme e T. japonicum, ambas ja isoladas de solo e/ou
excremento de passaros e que requerem atencdo devido a probabilidade de patogenicidade em
humanos (MIDDELHOVEN, et al. 2003).

Estes resultados mostram a importancia da exploracdo do potencial biotecnolédgico das
leveduras presentes no QMA responsaveis pela agregacdo de caracteristicas sensoriais
desejaveis, bem como de selecionar as indesejaveis e possivelmente patogénicas. A simbiose
entre a microbiota é de grande importancia e precisa ser mais bem investigada.

De acordo com a Portaria n® 146, de 7 de marc¢o de 1996, que aprova os Regulamentos
Técnicos de Identidade e Qualidade dos Produtos L&cteos (BRASIL, 1996), as amostras
analisadas séo classificadas como queijos de baixa umidade (até 35,9%) ou queijos de massa
dura. Segundo o regulamento da Lei 14.185/2002 que trata do QMA, este deve apresentar
umidade de no maximo 45,9% (media umidade) (MINAS GERAIS, 2002). Portanto, ambas
as amostras analisadas apresentaram percentual de umidade dentro do previsto em legislagéo.
O percentual de umidade mais baixo pode ser explicado pelo maior tempo de maturacéo
empregado na producdo das amostras objeto de estudo, visto que a legislacao atual estabelece
tempo minimo de maturacdo de 22 dias para a microrregido da Serra da Canastra e as
amostras foram produzidas como tempo de maturagéo entre 45 e 60 dias.

Com temperatura média da regido em torno dos 20 °C, a maturacdo do queijo no
ambiente das queijarias ocorre numa faixa favoravel de crescimento para fungos filamentosos
e leveduras (MONNET, et al. 2014). Wolfe, et al. (2014) correlacionaram a microbiota e a
umidade na casca de queijos maturados e observaram que o crescimento de Geotrichum
candidum esteve positivamente relacionado com a umidade do queijo, diferentemente dos
géneros Scopulariopsis e Aspergillus.

Durante a maturacdo as leveduras e os fungos filamentosos, presentes no queijo,

metabolizam o &cido latico e produzem NH3, aumentando assim o pH da superficie (de 4,8 a
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5,2 para 6 a 8,2) (MONTEL, et al. 2014). Neste trabalho, as variagdes dos componentes
fisico-quimicos do leite entre as amostras foram observadas nos percentuais de gorduras,
umidade e pH, o que pode justificar a diferenca na diversidade de micro-organismos. O
percentual de NaCl ndo diferiu estatisticamente. Na amostra Al observa-se uma maior
ocorréncia dos fungos filamentosos Aspergillus sp, Geotrichum candidum, Fusarium sp e
Paecilomyces sp e da levedura Candida catenulata. Os aspectos fisico-quimicos que
estiveram correlacionados com esta amostra foram pH e umidade.

Kure & Skaar (2000) encontraram em duas variedades de queijos noruegueses semi-
duros (Jarlsberg e Norvegia) os géneros de fungos filamentosos Penicillium, Alternaria,
Aureobasidium, Cladosporium, Epicoccum, Geotrichum, Mucor, Phoma e Ulocladium. O pH
dos queijos analisados variou entre 5,4 e 5,7 e o contetdo de gorduras esteve entre 16 e 27%.
O pH ideal para o crescimento do G. candidum € de cerca de 5,5, mas eles podem crescer em
valores de pH de 3,5 a 9,0 (ARTEAU; LABRIE; ROY, 2010). Neste sentido, os resultados se
assemelham aos resultados apresentados neste trabalho considerando que os valores de pH e
alguns dos géneros de fungos filamentosos foram semelhantes aos encontrados por Kure &
Skaar (2000).

Quanto ao percentual de gorduras, apenas a amostra A4 foi classificada como queijo
gordo (45,0% a 59,9% de gorduras no extrato seco) de acordo com a Portaria n°® 146/1996 e o
restante das amostras classificou-se como semigordo (25,0% a 44,9% de gorduras no extrato
seco) (BRASIL, 1996). Sendo assim, o percentual de gordura apresenta valores discrepantes
comparando-se os dois trabalhos. A amostra A4, mais distinta estatisticamente estre elas,
percebeu-se como aspecto fisico-quimico de mais destaque o percentual de gorduras. Houve
uma maior ocorréncia dos fungos Alternaria sp, Penicillium sp, Trichothecium roseum,
Aspergillus ochraceus, Aspergillus oryzae, espécies do complexo Cladosporium
cladosporioides e morfotipo ndo identificado Sp. Ndo houve maior correlacao estatistica desta
amostra com as espécies de leveduras identificadas. A diferenca estatistica desta amostra pode
estar no fato de que ela foi a inica amostra coletada na cidade de Piumhi. As amostras Al, A2
e A3 foram coletadas na cidade de Sdo Roque de Minas. Isso pode representar que a
localizacdo geogréafica pode ter alguma influéncia sobre as caracteristicas fisico-quimicas e
micologicas do produto.

O crescimento de fungos no queijo é determinado pela sua capacidade de crescer em
baixas concentracGes de oxigénio, baixo pH e baixa atividade de &gua (Aw). Estes micro-

organismos sdo também, em sua maioria, resistentes a agdo conservante dos acidos graxos
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livres e possuem atividade lipolitica que lhes permite causar deterioracdo no queijo
(CHEONG, et al. 2014).

Para a amostra A2 houve uma maior ocorréncia das leveduras Trichosporon
japonicum e T. coremiiforme. Ndo houve maior ocorréncia de fungos filamentosos, pois esta
amostra ndo apresentou contaminacdo dos mesmos a partir da analise morfoldgica. Quanto as
caracteristicas fisico-quimicas, o percentual de NaCl mostrou-se correlacionado tanto com a
amostra A2 quanto com a amostra A3. Nesta Ultima, apenas o fungo filamentoso
Byssochlamys sp apresentou maior correlacao.

O processo de salga do queijo é feito tanto para adequacao de sabor e umidade quanto
para inibir o crescimento de patégenos. A maioria dos fungos capazes de crescer em queijo
sdo tolerantes ao sal (NaCl) e podem crescer em condigdes relativamente baixas de Aw. Os
percentuais de NaCl de ambas das amostras foram semelhantes (0,87 a 0,98%). G. candidum
(mais prevalente na amostra Al) é sensivel ao sal. O crescimento é inibido em 1 a 2% de
NaCl e nenhum crescimento é observado em 5%, entretanto a 1% o crescimento é melhor que
sem nenhuma adicdo de sal. Queijos moles como Camembert e Brie tém 1,5 a 2,0% de NaCl.
Algumas espécies de Penicillium podem tolerar concentracbes de 5% de NaCl
(MARCELLINO, et al. 2001; HYMERY, et al. 2014).

De acordo com Montel, et al. (2014) a dinamica das interacbes microbianas,
especialmente complexas em queijos tradicionais, devido a diversidade da composi¢do da
microbiota, estdo longe de serem elucidadas. O ecossistema microbiano determina e, ao
mesmo tempo, é determinado por fatores intrinsecos ao queijo (disponibilidade de substratos
e cofatores, presenca de compostos inibidores/ativadores, pH e potencial redox) e fatores
extrinsecos (disponibilidade de oxigénio, temperatura, umidade relativa). Os processos de

fabricacdo e maturacdo envolvidos impulsionam toda a dindmica dos ecossistemas do queijo.
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5 CONCLUSAO

A importancia de ampliar o conhecimento sobre as caracteristicas de produtos locais e
artesanais tem crescido nos ultimos anos e o conhecimento gerado impacta na melhoria das
condigdes de fabricagdo, bem como corrobora para seguranga alimentar do consumidor. Neste
contexto, o presente trabalho possibilitou o conhecimento da diversidade de fungos
filamentosos e leveduras caracteristicos do terroir da microrregido da Serra da Canastra e sua
correlagdo com as caracteristicas fisico-quimicas do Queijo Minas Artesanal com maior
tempo de maturacao.

Das amostras analisadas observou-se uma prevaléncia das leveduras Trichosporon
japonicum, T. coremiiforme, Candida catenulata, Kodamaea ohmeri, Torulaspora delbrueckii
e do género Debaryomyces. Para os fungos filamentosos prevaleceram os géneros Aspergillus,
Geotrichum, Fusarium, Acremonium e Paecilomyces. Este foi o primeiro trabalho de
caracterizacdo da micobiota caracteristica do terroir desta regido. As espécies identificadas
permitiram conhecer mais sobre a as comunidades microbianas que se mostraram distintas

entre as propriedades produtoras de queijo.
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Micobiota terroir avaliada por méetodo independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

ANEXOS

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Fusarium sp Al verdo/umido Serro — MG/Serro 285 2016
Fusarium sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 283 2016
Fusarium sp Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 9.519 2017
Fusarium sp A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 4.341 2017
Fusarium sp A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 28.72 2017
Fusarium sp A4 Piumhi — MG/Canastra 14.210 2017

Fusarium redolens Al verdo/umido Serro — MG/Serro 27 2016
Fusarium redolens A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 33 2016
Fusarium redolens Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 12 2017
Fusarium redolens A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Fusarium redolens A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 13 2017
Fusarium redolens A4 Piumhi — MG/Canastra 5 2017
Fusarium oxysporum Al verdo/umido Serro — MG/Serro 12 2016
Fusarium oxysporum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 14 2016
Fusarium oxysporum Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 4 2017
Fusarium oxysporum A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Fusarium oxysporum A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Fusarium oxysporum A4 Piumhi — MG/Canastra 4 2017

Fusarium solani Al verdo/umido Serro — MG/Serro 3 2016

Fusarium solani A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1 2016

Fusarium solani Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Fusarium solani A3 Séo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Fusarium solani A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017

Kodamaea ohmeri Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 7.453 2016
Kodamaea ohmeri A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 11.558 2017

80T



Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Candida sp Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 887 2016
Candida sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 69 2016
Candida sp Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Candida sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Candida sp A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Candida sp A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017

Candida catenulata Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 12.019 2016
Candida catenulata A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 6.340 2017
Candida parapsilopsis A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1 2016
Candida parapsilopsis Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 5 2017
Candida parapsilopsis A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 10 2017
Candida parapsilopsis A4 Piumhi — MG/Canastra 6 2017
Candida etchelsii Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 5 2016
Candida etchelsii A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Cladosporium sp Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 14 2016

Cladosporium sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 23 2016

Cladosporium sp Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017

Cladosporium sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 4 2017

Cladosporium sp A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017

Cladosporium sp A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017

Acremonium citrinum Al verdo/umido Serro — MG/Serro 44 2016
Acremonium citrinum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 162 2016
Acremonium citrinum Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 192 2017
Acremonium citrinum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 66 2017
Acremonium citrinum A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 613 2017
Acremonium citrinum Ad Piumhi — MG/Canastra 5711 2017
Acremonium charticola A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 6 2016
Acremonium charticola A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 46 2017
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Acremonium rutilum Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 11 2016
Acremonium rutilum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 18 2016
Acremonium rutilum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 5 2017
Acremonium rutilum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Acremonium rutilum A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017

Acremonium persicinum Al verdo/umido Serro — MG/Serro 2 2016
Acremonium persicinum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Acremonium persicinum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Acremonium persicinum A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Alternaria sp Al verdo/umido Serro — MG/Serro 4 2016
Alternaria sp A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Alternaria sp A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017

Trichosporon sp Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 141 2016

Trichosporon sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 15.763 2016

Trichosporon sp Al Sao Roque de Minas — MG/Canastra 145 2017

Trichosporon sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 17.827 2017

Trichosporon sp A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 92 2017

Trichosporon sp A4 Piumhi — MG/Canastra 102 2017

Trichosporon dulcitum Al verdo/umido Serro — MG/Serro 5 2016
Trichosporon dulcitum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 5 2016
Trichosporon dulcitum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Trichosporon dulcitum A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Trichosporon dulcitum A4 Piumhi — MG/Canastra 2 2017

Debaryomyces sp Al verdo/umido Serro — MG/Serro 20 2016

Debaryomyces sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 2.004 2016

Debaryomyces sp Al Séo Roque de Minas — MG/Canastra 582 2017

Debaryomyces sp A2 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 30 2017

Debaryomyces sp A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 36 2017

OTT



Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Debaryomyces sp A4 Piumhi — MG/Canastra 4.149 2017
Torulaspora delbrueckii Al verdo/umido Serro — MG/Serro 86 2016
Torulaspora delbrueckii A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 2.281 2016
Torulaspora delbrueckii Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 146 2017
Torulaspora delbrueckii A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Torulaspora delbrueckii A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 610 2017
Torulaspora delbrueckii A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017
Kluyveromyces lactis Al verdo/umido Serro — MG/Serro 38 2016
Kluyveromyces lactis A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1.171 2016
Kluyveromyces lactis Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Kluyveromyces lactis A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 417 2017
Kluyveromyces lactis A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 80 2017
Kluyveromyces lactis A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017
Microascus brevicaulis Al verdo/umido Serro — MG/Serro 124 2016
Microascus brevicaulis A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 45 2016
Microascus brevicaulis Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 771 2017
Microascus brevicaulis A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Microascus brevicaulis A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Aspergillus sp Al verdo/umido Serro — MG/Serro 2 2016
Aspergillus sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 14 2016
Aspergillus sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Aspergillus sp A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 127 2017
Aspergillus tamarii Al verdo/umido Serro — MG/Serro 2 2016
Aspergillus tamarii A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 20 2016
Aspergillus tamarii Al S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 2 2017
Aspergillus tamarii A2 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Aspergillus tamarii A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 303 2017
Aspergillus westerdijkiae Al verdo/umido Serro — MG/Serro 1 2016
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Aspergillus westerdijkiae A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1 2016
Aspergillus westerdijkiae A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 39 2017
Gibellulopsis nigrescens Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 182 2016
Gibellulopsis nigrescens A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 194 2016
Gibellulopsis nigrescens Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 64 2017
Gibellulopsis nigrescens A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 40 2017
Gibellulopsis nigrescens A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 65 2017
Gibellulopsis nigrescens A4 Piumhi — MG/Canastra 14 2017

Neosetophoma samarosum Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 110 2016
Neosetophoma samarosum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 66 2016
Neosetophoma samarosum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 26 2017
Neosetophoma samarosum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 15 2017
Neosetophoma samarosum A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 27 2017
Neosetophoma samarosum A4 Piumhi — MG/Canastra 13 2017
Nectria bactridioides A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Nectria bactridioides A4 Piumhi — MG/Canastra 66 2017
Emericellopsis sp Al verdo/imido Serro — MG/Serro 8 2016
Emericellopsis sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 16 2016
Emericellopsis sp Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Emericellopsis sp A2 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Emericellopsis sp A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Emericellopsis sp A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017
Cryptococcus aerius Al verdo/umido Serro — MG/Serro 42 2016
Cryptococcus aerius A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 54 2016
Cryptococcus aerius Al S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 26 2017
Cryptococcus aerius A2 Séo Roque de Minas — MG/Canastra 16 2017
Cryptococcus aerius A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 19 2017
Cryptococcus aerius A4 Piumhi — MG/Canastra 7 2017
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Cryptococcus terricola Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 1 2016
Cryptococcus terricola A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1 2016
Cryptococcus terricola Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Cryptococcus terricola A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Cryptococcus terricola A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017

Exophiala salmonis Al verdo/umido Serro — MG/Serro 29 2016
Exophiala salmonis A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 30 2016
Exophiala salmonis Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 17 2017
Exophiala salmonis A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Exophiala salmonis A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 12 2017
Exophiala salmonis A4 Piumhi — MG/Canastra 13 2017
Mortierella sp Al verdo/umido Serro — MG/Serro 13 2016
Mortierella sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 10 2016
Mortierella sp Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 4 2017
Mortierella sp A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 5 2017
Mortierella sp A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Mortierella sp Ad Piumhi — MG/Canastra 2 2017
Mortierella enlongata Al verdo/umido Serro — MG/Serro 52 2016
Mortierella enlongata A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 55 2016
Mortierella enlongata Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 17 2017
Mortierella enlongata A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 14 2017
Mortierella enlongata A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 23 2017
Mortierella enlongata A4 Piumhi — MG/Canastra 7 2017
Mortierella exigua Al verdo/umido Serro — MG/Serro 9 2016
Mortierella exigua A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 9 2016
Mortierella exigua Al Séo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Mortierella exigua A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 5 2017
Mortierella exigua Ad Piumhi — MG/Canastra 1 2017
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Kazachstania unispora A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 45 2016
Saccharomyces cerevisiae Al verdo/umido Serro — MG/Serro 1 2016
Saccharomyces cerevisiae A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 9 2016
Saccharomyces cerevisiae A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 6 2017
Trichoderma sp Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 20 2016
Trichoderma sp A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 21 2016
Trichoderma sp Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Trichoderma sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Trichoderma sp A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 8 2017
Trichoderma sp A4 Piumhi — MG/Canastra 5 2017
Trichoderma piluliferum Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 1 2016
Trichoderma piluliferum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 2 2016
Trichoderma piluliferum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Trichoderma piluliferum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Trichoderma piluliferum A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Minimedusa polyspora Al verdo/umido Serro — MG/Serro 7 2016
Minimedusa polyspora A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 11 2016
Minimedusa polyspora Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 7 2017
Minimedusa polyspora A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Minimedusa polyspora A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Minimedusa polyspora A4 Piumhi — MG/Canastra 5 2017
Microdochium bolleyi Al verdo/imido Serro — MG/Serro 8 2016
Microdochium bolleyi A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 14 2016
Microdochium bolleyi A2 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Microdochium bolleyi A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 4 2017
Microdochium bolleyi A4 Piumhi — MG/Canastra 2 2017
Sarocladium strictum Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 15 2016
Sarocladium strictum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 8 2016
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Sarocladium strictum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Sarocladium strictum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 5 2017
Sarocladium strictum A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 6 2017
Sarocladium strictum A4 Piumhi — MG/Canastra 4 2017
Gibberella intricans Al verdo/Umido Serro — MG/Serro 7 2016
Gibberella intricans A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 13 2016
Gibberella intricans Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Gibberella intricans A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Gibberella intricans A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 4 2017
Gibberella intricans A4 Piumhi — MG/Canastra 3 2017
Dendryphion nanum Al verdo/Gmido Serro — MG/Serro 3 2016
Dendryphion nanum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 6 2016
Dendryphion nanum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Dendryphion nanum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Dendryphion nanum A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Operculomyces laminatus Al verdo/umido Serro — MG/Serro 14 2016
Operculomyces laminatus A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 44 2016
Operculomyces laminatus Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Operculomyces laminatus A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 13 2017
Operculomyces laminatus A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017

Veronaea musae Al verdo/umido Serro — MG/Serro 6 2016

Veronaea musae A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 5 2016

Veronaea musae Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017

Veronaea musae A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Veronaea musae A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 5 2017

Penicillium sp A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 9 2017
Thelebolus ellipsoideus Al verdo/uUmido Serro — MG/Serro 3 2016
Thelebolus ellipsoideus A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 2 2016
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Thelebolus ellipsoideus Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 6 2017
Rhizophlyctis rosea Al verdo/umido Serro — MG/Serro 12 2016
Rhizophlyctis rosea A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 2 2016
Rhizophlyctis rosea Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Rhizophlyctis rosea A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Metarhizium carneum Al verdo/umido Serro — MG/Serro 6 2016
Metarhizium carneum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 4 2016
Metarhizium carneum Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Metarhizium carneum A2 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Metarhizium carneum A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Cladorrhinum foecundissimum Al verdo/Gmido Serro - MG/Serro 3 2016
Cladorrhinum foecundissimum A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 1 2016
Cladorrhinum foecundissimum Al Sao Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Cladorrhinum foecundissimum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Cladorrhinum foecundissimum A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Tetragoniomyces uliginosus Al verdo/umido Serro - MG/Serro 1 2016
Tetragoniomyces uliginosus A2 inverno/seco Serro — MG/Serro 10 2016
Tetragoniomyces uliginosus Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Tetragoniomyces uliginosus A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Tetragoniomyces uliginosus A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Scutellinia sp Al verdo/umido Serro - MG/Serro 2 2016
Scutellinia sp Al Sao Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Scutellinia sp A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Scutellinia sp A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Scutellinia crucipila Al verdo/uUmido Serro - MG/Serro 2 2016
Scutellinia crucipila A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 2 2016
Scutellinia crucipila A2 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 3 2017
Scutellinia crucipila A3 Sao Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) continua

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Scutellinia crucipila A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Mucor sp Al verdo/umido Serro - MG/Serro 2 2016

Mucor sp A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 5 2016

Mucor sp Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017

Mucor sp A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 4 2017

Mucor hiemalis A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 2 2016

Mucor hiemalis Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017

Mucor hiemalis A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Monographella nivalis Al verdo/Gmido Serro - MG/Serro 5 2016
Monographella nivalis A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 3 2016
Monographella nivalis Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Monographella nivalis A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Monographella nivalis A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Monographella nivalis A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Pseudogymnoascus pannorum Al verdo/Umido Serro - MG/Serro 2 2016
Pseudogymnoascus pannorum A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 4 2016
Pseudogymnoascus pannorum Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Pseudogymnoascus pannorum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Pseudogymnoascus pannorum A3 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Pseudogymnoascus pannorum Ad Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Tetracladium furcatum Al verdo/umido Serro - MG/Serro 2 2016
Tetracladium furcatum A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 5 2016
Tetracladium furcatum Al Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Tetracladium furcatum A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Tetracladium furcatum A3 S&o Rogue de Minas — MG/Canastra 3 2017
Phaeonectriella lignicola Al verdo/umido Serro - MG/Serro 2 2016
Phaeonectriella lignicola A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 3 2016
Phaeonectriella lignicola Al Sao Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
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Micobiota terroir avaliada por método independente de cultivo das microrregides do Serro e Serra da Canastra (Anos de 2016 e 2017) conclusdo

Microrganismo Amostra Cidade/Regiao UTOs Ano
Phaeonectriella lignicola A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Septoriella oudemansii A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 2 2016
Septoriella oudemansii A3 S&o Roque de Minas — MG/Canastra 3 2017
Atractiella solani A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 4 2016
Atractiella solani Al S&o Roque de Minas — MG/Canastra 2 2017
Atractiella solani A2 Sdo Roque de Minas — MG/Canastra 1 2017
Atractiella solani A4 Piumhi — MG/Canastra 1 2017
Rhizopus arrhizus A2 inverno/seco Serro - MG/Serro 5 2016
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