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RESUMO

Os produtores de Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra buscam conhecer a
microbiota presente neste alimento. Tal conhecimento pode auxiliar inclusive na elaboracao de
legislagBes e na obtencdo do selo de Indicacdo Geografica. Neste trabalho, o sequenciamento
amplicon no gene 16S rRNA (bactérias) e na regido ITS (fungos) foram utilizados para
caracterizar a microbiota presente no queijo Minas artesanal da Canastra, em virtude da
influéncia dos fatores ambientais e do local de producéo sobre as caracteristicas sensoriais do
produto. Os resultados das analises bacterianas revelaram que o filo Firmicutes foi
predominante, representado pelos géneros Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus e
Leuconostoc, mostrando que as bactérias acido laticas prevaleceram nas populacgdes bacterianas
em todas as amostras. No caso das analises fungicas, a maioria dos fungos detectados
pertenciam ao filo Ascomycota, representado pelos géneros Dipodascus, Ditutina,
Deboryomyces e Trichosporon, sendo que as espécies mais abundantes foram Geotrichum
candidum, Candida catenulata e Debaryomyces prosopidis. As analises de diversidade obtidas,
indicaram uma notavel variacdo da microbiota do queijo Canastra entre as fazendas produtoras,
demonstrando que existe uma diferenca entre os processos de producdo utilizados pelos

queijeiros, além da mesma ser afetada também pelos fatores anteriormente mencionados.

Palavras chaves: Queijos Brasileiros. Minas Gerais. Tradi¢do. Diversidade Microbioldgica.



ABSTRACT

Producers of Minas Artisanal Cheese from the Canastra Region are interested in
understanding the microbiota of this product. Such knowledge can even help to elaborate
legislation and to obtain the Geographical Indication seal. Amplicon sequencing of the 16S
rRNA gene (bacteria) and ITS region (fungi) were used in this study to characterize the
microbiota present in Minas artisanal cheese from the Canastra region due to the influence that
environmental factors and production sites have on the sensory characteristics of this product.
Results of bacterial analyzes revealed that the phylum Firmicutes was predominant, represented
by the genera Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, and Leuconostoc. This fact shows
that lactic acid bacteria prevailed in bacterial populations in all samples. When it comes to the
fungal analyzes, most of the detected fungi belonged to the phylum Ascomycota, represented
by the genera Dipodascus, Ditutina, Deboryomyces, and Trichosporon. The most abundant
species were Geotrichum candidum, Candida catenulata, and Debaryomyces prosopidis.
Diversity analyzes indicated a notable variation in the microbiota of Minas artisanal cheese
from Canastra among farms, which demonstrates an existing difference between the practices
used by the cheesemakers and reinforces that the factors previously mentioned really affect the
products.

Keywords: Brazilian cheese. Minas Gerais. Tradition. Microbiological Diversity.



LISTA DE FIGURAS

PRIMEIRA PARTE

Figura 1 — Fermentagao TAtICA...........corveririrerieiec e 18
Figura 2 —Localizacdo da Serra da Canastra no estado de Minas Gerais, Brasil........................ 22
Figura 3 — Queijo Minas Artesanal da Canastra...........ccceeveieeiierieiieese e 23

Figura 4 — Fluxograma do processo de producdo do Queijo Minas Artesanal da
(08 1T L - TSP UP PP 24
Figura 5 — Etapas de processamento de uma amostra para uma analise metagenémica.............. 25

Figura 6 — Representacao esquematica das etapas de uma analise metagendmica direcionada...

Figura 7 — Representacdo esquematica das etapas de uma analise metagenémica shot-gun......26
Figura 8 — Ribossomo procariotico. A: Estrutura tridimensional de um rRNA 16S com seus

dominios; B: Estrutura tridimensional com as proteinas ribossomais (23S; 5S e 16S)............... 27
SEGUNDA PARTE
Figura 1 — Indice de diversidade alfa do sequenciamento amplicon na regido 16S................... 40

Figura 2 —Analise da comunidade fangica dominante de QMA da Canastra em nivel de
LTS 0L 1= SRS 43

Figura 3 — Indice de diversidade alfa do sequenciamento amplicon na regido ITS................... 44



LISTA DE TABELAS
SEGUNDA PARTE

Tabela 1 —Porcentagem do numero total de OTUs no sequenciamento amplicon na regido



2.1
2.2
2.3
24
24.1
2.5

2.1
2.2
2.3
2.4

3.1
3.2

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE — INTRODUGAOQO GERAL.......cccooovvieeeeeeeeeeeeee e 12
LN ERI0] 5161070 IR 13
REFERENCIAL TEORICO ..ottt 15
L] (1 TSRS UR RS PRPP 15
Indicacao Geografica Protegida...........ccoveiieiiiiieiieie e 15
(O 18 =TT o TSP PO TP TP PR PSP 16
Producao de queijos artesanais no estado de Minas Gerais.............c.cceevevverueennn. 21
Queijo Minas Artesanal da Canastra.............ccocveiveiiieieerie e 21
IMIEEAGENOIMICA. ...t bbbttt e e bbb 25
CONSIDERAGCOES FINAIS.......coeveeieeeeeveeee et ses s sesssssseses s esses e, 28
REFERENCIAS. ....oooiiiiie ettt 29
SEGUNDA PARTE . ... oottt sttt e tae et e et e e nnee e e nne e e enee s 34
ARTIGO 1 - Caracterizacdo microbiologica do Queijo Minas Artesanal da

Canastra como ferramenta para definigdo da microbiota terroir....................... 34
[ 1 11V [ S 35
LN EI0] 5161070 TR 36
MATERIAL E METODOS.......cooiieeeeeeeeeeeeeee ettt 37
AMOSEIas de QUETJO......ccuuiuiiiiiiie ettt 37
Extracdo do material geNLiCO...........coeiiiiiiie e 37
Sequenciamento e preparacao da biblioteca.............ccoovevviieieiii e 38
Analises de BioiNfOrmatiCa...........cccceveieiiiiic e 38
RESULTADOS E DISCUSSAO.........c.oiieiieiereiessessesiesaesesiesesses s sessssnssnensnes 39
Sequenciamento amplicon da regido 16S rRNA...........ccociiiiiiiiie e 39
Sequenciamento amplicon da regido ITS.........cocooiiiiiiie 42
CONCLUSAD. ....cooiiiiie ittt 45

REFERENCIAS. ..o oo e e e e e ee e e e e e et e e s et e e e s e e es e e s e e e esaes e 46



PRIMEIRA PARTE — INTRODUCAO GERAL



13

1. INTRODUCAO

Segundo a Portaria N° 146 de 7 de marco de 1996, o queijo é definido como um produto
fresco ou maturado obtido da separacéo parcial do soro do leite, coagulado pela acdo do coalho
ou enzimas especificas, com ou sem adicdo de condimentos. O queijo maturado é aquele que
passou por reagGes bioquimicas, e, por isso, possui caracteristicas fisicas e sensoriais
especificas. O queijo fresco por sua vez, € definido como um produto que, logo apds a sua
fabricacdo, esta adequado para o consumo. E importante ser dito que a denominagio “queijo”
é reservada aos produtos que ndo contém gordura e/ou proteinas de origem ndo lactea. Para
aqueles queijos comercializados como artesanais, a lei n°® 13860 de 18 de julho de 2019 declara
que, esses produtos devem receber essa denominacdo caso sejam elaborados por métodos
tradicionais e com o emprego das Boas Praticas Agropecuarias e de Fabricacdo (BRASIL,
2019a).

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de queijos do Brasil, sendo conhecido
inclusive pela diversidade de tipos desse produto (SANT'ANNA et al., 2019). Dentre os queijos
mais produzidos nesse estado esta 0 Queijo Minas Artesanal (QMA), o qual teve seu modo de
producdo considerado como Patrimonio Cultural do Brasil pelo Instituto do Patrimonio
Historico e Artistico Nacional (IPHAN, 2020). A tradicdo do queijo no estado de Minas Gerais,
tem destaque em oito microrregides, reconhecidas pela Empresa de Assisténcia Técnica e
Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER) como produtoras de QMA (EMATER,
2020 a).

O QMA da Canastra é conhecido entre 0s queijos artesanais brasileiros. Produzido na
regido da Serra da Canastra é obtido a partir de leite cru, coagulante e uma cultura starter
chamada de “pingo”, originada do soro do leite coletado da producgéo do dia anterior. O QMA
da Canastra é comercializado com 14 dias de maturacéo, e seu processo de fabricacédo ndo inclui
tratamento térmico. A legislacdo brasileira exige esse periodo minimo de maturagdo, devido as
caracteristicas do processo de fabricagédo (IMA, 2021).

O QMA Canastra é considerado um patriménio cultural brasileiro, com grande
importancia econdmica para a regido, onde cerca de 800 produtores rurais estdo envolvidos com
sua producdo. A regido produz em torno de seis mil toneladas de queijo por ano e, de acordo
com o Anuario do Leite, no ano de 2018 estima-se que foram utilizados diariamente 135 mil
litros de leite para fabricacdo do QMA Canastra, com uma média 170 litros por produtor
(EMBRAPA, 2019).
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O processo de fabricagdo dos queijos € significativamente influenciado pelos fatores
ambientais do local de produgdo. Tais fatores alteram, consequentemente, as caracteristicas
sensoriais do produto final. De acordo com a Organizacdo Mundial da Propriedade Intelectual,
a Indicacdo Geografica é um sinal utilizado em itens que tenham uma origem geografica
especifica e apresentem caracteristicas que sejam atribuidas aos seus locais de origem (WIPO,
2020). Bisson et al. (2002), afirmam que esse sistema é baseado no termo terroir, o qual é usado
para descrever todos os aspectos geograficos de um ambiente que podem influenciar a producéo
de um determinado produto, como queijo, por exemplo.

A Indicacdo Geogréfica assegura que somente produtos fabricados em determinada
regido recebam certa denominacéo, conferindo autenticidade a esses produtos e alavancando a
economia local (WIPO, 2020). Nesse sentido, estudos que investiguem a relacéo entre o local
de producdo de uma regido especifica e a composi¢cdo microbiana dos queijos sdo fundamentais
para evitar que consumidores sejam enganados por meio da compra de produtos falsificados.

Algumas pesquisas estdo sendo realizadas utilizando métodos independentes de cultivo,
para determinar a microbiota presente nos alimentos, inclusive em queijos artesanais (PERIN
et al.,, 2017; MARTINS et al., 2018). Esses métodos permitem maior sensibilidade em
comparagdo aos métodos tradicionais de cultivo, como também, possibilita a identificacdo de
microrganismos ndo cultivaveis (NDOYE et al., 2011). Diante disso, o objetivo deste trabalho
foi caracterizar a microbiota de queijos fabricados em cinco queijarias da microrregido da
Canastra, visando contribuir para a definicdo do terroir do QMA da Canastra, por meio do
sequenciamento de amplicon no gene 16S (V3-V4) para bactérias e a regido ITS (3F+4R) para

espécies fungicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Terroir

A Organizacdo das Nagbes Unidas para a Educacdo, Ciéncia e Cultura (UNESCO)
define terroir como uma area geogréafica limitada onde uma comunidade humana gera e
acumula, ao longo de sua historia, um conjunto de caracteristicas culturais distintas,
conhecimentos e praticas baseados em um sistema de interacdes entre fatores biofisicos e
humanos (UNESCO, 2005). Tal termo € geralmente utilizado quando se refere a produtos com
historia, que estdo envolvidos em conhecimento compartilhado e em saber-fazer local, de forma
que os fatores naturais e humanos levam a produtos com caracteristicas Unicas (BARHAM,
2003). A Unido Europeia utilizou o conceito de terroir como base em suas indicacdes
geogréficas, as quais sdo conhecidas como Denominacdo de Origem Protegida (DOP), que
promovem e protegem 0s nomes dos produtos, tais como Champagne, nome dado ao vinho
espumante produzido na regido de Champagne na Franca e Camembert, queijo maturado
originario da regido de Normandia, Noroeste da Franca (TURBES et al., 2016).

Estudos realizados em produtos como o vinho, café e azeite mostraram que suas
caracteristicas sensoriais sdo relacionadas ao territorio de producdo. Nos casos de produtos
lacteos, e mais especificamente dos queijos, essa relagdo com a area de producao se mostrou
ainda mais complexa (TURBES et al., 2016). Sabe-se que a superficie dos tetos da vaca é a
principal fonte de bactérias Gteis a fabricacdo do queijo que estdo presentes no leite
(VACHEYROU et al., 2011). Os ambientes de producdo e maturacdo dos queijos também
constituem fontes extremamente ricas de microrganismos (IRLINGER et al., 2015). Outro fator
capaz de alterar a composicao quimica e a qualidade sensorial do leite e, por consequéncia, do
queijo, é a dieta das vacas. Tal alteracdo pode ser observada quando diferentes plantas sdo
introduzidas na alimentagéo dos animais (RAPISARDA et al., 2013). Assim o0 terroir exerce
influéncia na aceitabilidade dos queijos por parte dos consumidores, a qual € dependente de

propriedades sensoriais especificas, entre elas o aroma e o0 sabor (TILOCCA et al., 2020).
2.2 Indicacé@o Geografica Protegida
O Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI), autarquia criada em 1970 no

Brasil, é responsavel por conceder as IndicagGes Geograficas no pais. O 6rgéo define Indicacdo

Geogréfica (IG) como um ativo industrial cuja utilizacdo permite identificar a origem de um
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produto ou servico quando o local se torna conhecido ou quando uma caracteristica/qualidade
do produto € devida a sua origem geografica. A primeira protecdo de uma identidade geogréfica
data do século XVIII, quando o termo “Porto” foi registrado pelo governo portugués para ser
usado em vinhos (INPI, 2019).

A distingdo de alimentos a partir de suas caracteristicas especificas e de suas origens
geogréficas pode protegé-los de possiveis falsificacdes e, consequentemente, de uma possivel
concorréncia desleal (RYCHLIK et al., 2017). Portanto, ao especificarem os locais de origem
dos produtos registrados, as indicacdes geograficas geram oportunidades de negocios que estdo
diretas ou indiretamente relacionadas a eles, podendo também se tornarem ferramentas de
preservacéo do patrimonio cultural e natural (SAUTIER; BIENABE; CERDAN, 2011).

Uma indicacdo geografica pode ser constituida de uma Indicacdo de Procedéncia ou de
uma Denominacdo de Origem. Considerando-se todas as Indicacdes Geograficas concedidas no
Brasil até 0 ano de 2018, aproximadamente 72% se referem a Indicag&o de Procedéncia e 28%
a Denominacéo de Origem (INPI, 2018).

A indicacdo de procedéncia é estabelecida de acordo com o nome geogréfico do
territério (pais, cidade ou regido) desde que ele seja conhecido como centro da extragéo,
producdo ou fabricacdo do produto ou da prestagdo de um servigo (INPI, 2018). Esse conceito
ndo esta relacionado a fatores locais ou a caracteristicas geologicas, fisiograficas ou humanas.
A denominacdo de origem, por sua vez, é inserida quando as caracteristicas de um produto sdo
influenciadas essencialmente ou exclusivamente pelo local de origem, seja ele pais, cidade ou
regido, incluindo seus fatores naturais e humanos. Nesse caso, a Instru¢cdo Normativa N° 95, de
28 de dezembro de 2018 do INPI define que os fatores naturais sdo aqueles pertencentes ao
préprio meio geogréafico e relacionados ao meio ambiente, tais como: solo, relevo, climae flora.
A instrucdo define ainda que os fatores humanos sdo aqueles pertencentes a comunidade
produtora ou prestadora dos servigos. Um exemplo de fator humano € o saber-fazer local, o

qual inclui o desenvolvimento, adaptacéo ou aperfeicoamento de técnicas préprias.

2.3 Queijo

O queijo € um alimento fermentado a base de leite, que teve sua producéo iniciada ha
cerca de 8000 anos no Oriente Médio. Suas formulac6es foram adaptadas ao longo do tempo,
de forma a se adequarem as condic@es técnicas, sociais e econémicas de diferentes partes do
mundo. Sdo conhecidos mais de 1000 tipos de queijos, a maioria artesanal, com diferentes

variedades de texturas, aspectos visuais, aromas e sabores. Isso ocorre, pois, diferentes
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combinagOes dos ingredientes e variacfes nos parametros de producdo levam a produtos
diferenciados e com propriedades Unicas (FOX et al., 2000; MONTEL et al., 2014).

O processo de fabricacéo do queijo convencional é iniciado pelo tratamento térmico de
pasteurizacdo do leite, que visa a inativacdo dos microrganismos patogénicos. Apos o
resfriamento (~ 36 °C) do leite, € adicionado a quimosina, enzima responsavel pela coagulacdo
do leite (coalho). A coagulagdo enzimatica é o processo de formagdo de um gel firme a partir
da interacdo das proteinas do leite. As proteinas do leite podem ser divididas em dois grandes
grupos, as proteinas do soro e as caseinas. As caseinas correspondem a cerca de 80% das
proteinas lacteas e sdo as proteinas formadoras do coagulo ap6s a adi¢do do coalho. Existem 4
tipos de caseinas: aS1-, aS2-, B- e k-caseina, que sdo conhecidas como fracdes de caseina. Essas
fragdes interagem entre si e estdo presentes no leite em forma de diversos agregados proteicos
conhecidos como micelas de caseina. As fracbes de xk-caseinas apresentam cadeias
polipeptidicas (169 aminoacidos) com uma regido mais hidrofébica e outra regido mais
hidrofilica que se encontra proxima a interface das micelas de caseina. Quando o coalho é
adicionado ao leite, a quimosina cliva a ligacdo peptidica na posi¢do 105-106 liberando o
segmento mais hidrofilico (106-169), conhecido como glicomacropeptideo (GMP), no soro.
Enquanto o outro segmento hidrofobico (1-105), chamado de para-caseina x, permanece na
estrutura das micelas de caseina. A liberacdo do GMP reduz a repulsdo estérica que existia entre
as estruturas micelares, favorecendo a agregacdo das proteinas para a formacdo do gel. A
presenca de calcio também contribui para a formacdo do gel porque ele diminui a repulsdo
eletrostatica entre as micelas. Assim, a agregacdo das caseinas (para-caseina x, aS1-, aS2- e B-
caseinas) através dos grupos fosfatos da serina juntamente com o célcio ddo origem ao codgulo
(paracaseinato de célcio). Apds a coagulacdo, o soro € removido na etapa de dessoragem.
Depois, a massa formada é prensada para liberar a umidade e os produtos obtidos ap6s a prensa
sdo encaminhados para a maturacao (FOX et al., 2015). A maturacdo é considerada uma etapa
crucial na fabricacdo do queijo, visto que, os eventos bioguimicos e microbioldgicos que
ocorrem nessa fase, conferem os atributos sensoriais do produto (KHATTAB et al., 2019).

A etapa de fermentacg&o é responsavel pelo desenvolvimento do sabor dos queijos. Neste
processo, as bactérias laticas metabolizam a lactose, principal carboidrato do leite,
transformando-a em lactato, por meio do processo de glicélise (Figura 1) (KHATTAB et al.,
2019). As bactérias laticas sdo microrganismos Gram-positivos que podem ser classificadas em
homofermentativas, quando apenas o lactato é originado como produto da fermentacéo, e

heterofermentativas que produzem lactato, etanol e CO2, (MADIGAN et al., 2016).
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Figura 1 — Fermentacéo latica (Continua).
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Figura 1 — Fermentacéo latica (Conclusao).
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As diferencgas entre as bactérias lacticas podem ser determinadas pela presenca ou
auséncia da enzima aldolase. Verifica-se que as bactérias lacticas homofermentativas possuem
essa enzima e, por esta razdo, produzem dois lactatos por molécula de glicose fermentada, isto
¢, duas moléculas iguais do produto final. Diferentemente das heterofermentativas, que devido
a auséncia da enzima aldolase, s&o incapazes de clivar a frutose 1,6-bifosfato em gliceraldeido
3-fosfato e di-hidroxiacetona fostato. As etapas do catabolismo desses microrganismos sao pela
via das pentoses fosfato. Por esse motivo, a glicose 6-fosfato é oxidada a 6-fosfoglucdnio e em
seguida ocorre a descarboxilacdo, originando a pentose fosfato. A enzima fosfocetolase é
responsavel por converter a pentose fosfato em gliceraldeido 3-fosfato e acetil fosfato. Sendo
assim, diferentes moléculas so formadas como produtos finais (MADIGAN et al., 2016).

Além do metabolismo da lactose, outras reacdes bioguimicas, como a prote6lise e a
lipolise, contribuem para as caracteristicas sensoriais dos queijos maturados. A proteolise é o
processo de hidrdlise da caseina em peptideos hidrofdbicos, realizada por enzimas proteoliticas,
induzindo desta forma, as mudangas na textura do queijo. As degradacBes enzimaticas das
proteinas e dos peptideos, durante a maturacdo, contribuem para a formacdo de compostos
organicos volateis, os quais causam um efeito no sabor (GAN et al., 2016).

A protedlise é considerada a rea¢do bioquimica mais complexa que ocorre durante a
maturacdo, sendo catalisada inicialmente pela acdo de enzimas presentes nos coagulantes e
também pela enzima plasmina, naturalmente encontrada no leite, e pelas proteinases e
peptidases, originarias das bactérias do acido lactico e de outros microrganismos gque crescem
no queijo (ARAGAO, 2018). Essa etapa é responsavel por intensificar o sabor, e por isso é
considerada um bom parametro para avaliar o grau de maturagédo, sendo avaliado por meio da
determinacdo do conteudo de proteina total e proteina soltvel. Com o avan¢o do tempo de
maturacao estes indices tendem a aumentar devido ao aumento no contetdo de proteina soltvel
(MILKPOINT, 2021). Por isso, a medida que aumenta o tempo de maturacao, também ha o
aumento no grau de protedlise, como observado no estudo de Joyner et al., (2018).

A lipdlise é caracterizada pela hidrdlise dos triacilglicerideos com a liberacgdo de &cidos
graxos livres de cadeia curta, formados pela segunda via da lipdlise. Apesar desses compostos
conferirem sabores caracteristicos dos queijos, 0 excesso € indesejavel em alguns tipos de
queijos, como Cheddar e Gouda. Entretanto, para queijos do tipo azul e italianos duros, a
lipolise favorece a formacdo do sabor caracteristico do produto (COLLINS; MCSWEENEY;
WILKINSON, 2003; XIA et al., 2020). Dentre alguns acidos graxos de cadeia curta que sdo
relatados na literatura estdo: &cidos hexandico, octandico e decandico (GAN et al., 2016;

SALUM etal., 2018). Os &cidos graxos livres, por sua vez, sdo precursores de varios compostos
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organicos volateis, formados pelas reacfes com os alcoois. O principal alcool formado € o
etanol, e por essa razdo, os ésteres etilicos, que sdo predominantes no queijo sao butanoato de
etila, hexanoato de etila, acetato de etila, octanoato de etila, decanoato de etila e hexanoato de
metila (McCSWEENEY, 2011).

2.4 Producdo de queijos artesanais no estado de Minas Gerais

No Brasil alguns queijos artesanais sdo nomeados de acordo com a regido ou estado em
que sdo produzidos, devido a conotacdo historica e alta relevancia econémica (BEMFEITO et
al., 2016). O estado de Minas Gerais é o0 maior produtor de queijos do Brasil, sendo conhecido
inclusive pela diversidade de tipos desse produto (SANT'ANNA et al., 2019). Dentre os queijos
mais produzidos nesse estado esta 0 Queijo Minas Artesanal (QMA), o qual teve seu modo de
fazer considerado como Patrimonio Cultural do Brasil pelo Instituto do Patrimdnio Historico e
Artistico Nacional (IPHAN, 2020). A tradicdo do queijo no estado de Minas Gerais, com
destaque para oito microrregides (Araxa, Campo das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do
Salitre, Serro, Triangulo Mineiro e Serra de Ibitipoca) reconhecidas pela Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER) como produtoras
de Queijo Minas Artesanal (EMATER, 2020a).

2.4.1 Queijo Minas Artesanal da Canastra

O Queijo Minas Artesanal da Canastra € um produto artesanal produzido na regido da
Serra da Canastra no estado de Minas Gerais, Sudeste do Brasil (Figura 2). E obtido a partir de
leite cru, coalho e uma cultura starter chamada de “pingo” (originada do soro do leite coletado
da producéo do dia anterior). O QMA da Canastra € comercializado com 14 dias de maturacéo
e seu processo de fabricacdo ndo inclui processamento térmico. A legislacdo brasileira exige
esse periodo minimo de maturacédo, devido as caracteristicas do processo de fabricacdo (IMA,
2021). E importante ser dito que além de conferir os atributos sensoriais do produto, a
maturacdo também desempenha um papel relevante para a seguranca alimentar, visto que, 0s
microrganismos endogenos e aqueles responsaveis pela fermentacdo, sdo produtores de

substancias organicas que inibem o crescimento de patogenos (McSWEENEY et al., 2017).
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Figura 2 — Localizagdo da Serra da Canastra no estado de Minas Gerais, Brasil.
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Fonte: Adaptado de Kamimura et al. (2019).

Visando a padronizagdo do processo de fabricacdo de queijos artesanais, como também a
comercializacdo, em 2002, o Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA) e a Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER-MG) criou 0
Programa Queijo Minas Artesanal (PQMA) (EMATER, 2020b). O registro do PQMA permite
utilizar a denominagao “Queijo Minas Artesanal Canastra”, somente para os queijos que sao
produzidos na regido da Serra da Canastra. Apesar disso, apenas em 2011, o INPI concedeu o
selo de Indicacdo Geografica ao queijo Canastra (APROCAN, 2011).

E importante ser dito, que os produtores cadastrados na PQMA podiam comercializar
0s queijos somente no estado de Minas Gerais. Houve, entretanto, uma mudanca nesta restricdo
em 2018, quando a Lei N° 13.680 de 14 de junho de 2018, permitiu a comercializacdo
interestadual dos produtos artesanais de origem animal, desde que estes produtos possuissem o
selo ARTE, certificado que comprova que o produto foi elaborado de forma artesanal (BRASIL,
2018).

O queijo Canastra é considerado um patrimdnio cultural brasileiro, com grande
importancia econbmica para a regido, com cerca de 800 produtores rurais envolvidos na sua
producédo. A regido produz em torno seis mil toneladas de queijo por ano, e de acordo com o
Anuério do Leite, no ano de 2018, estima-se que foram utilizados diariamente 135 mil litros de
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leite para fabricacdo do queijo, com uma média 170 litros por produtor (EMBRAPA, 2019). O
QMA da Canastra é considerado um dos queijos brasileiros mais antigos e tradicionais feitos
com leite cru (DORES; NOBREGA, FERREIRA, 2013). Entre seus aspectos sensoriais podem
destacar: crosta fina com coloracdo amarela e sem rachaduras, massa branco amarelada,
consisténcia semi-dura e sabor levemente &cido (Figura 3). Essas caracteristicas estdo presentes
neste queijo devido ao clima da regido, caracterizado com dias quentes e noites frias. Em
relacdo a composicdo quimica, Amarante (2015) relata que o0 QMA da Canastra possui em torno
de 45% de umidade; 0,5% de acidez titulavel; 19% de proteina; 24% de gordura e 2% de cloreto

de sédio.

Figura 3 — Queijo Minas Artesanal da Canastra

Fonte: Fazenda Sio Rogue (222).

Como supracitado, existem oito microrregides produtoras de queijo artesanal em Minas
Gerais. Essa divisdo é baseada nas condi¢Bes ambientais (vegetacdo, altitude, temperatura e
umidade relativa), bem como, pelas caracteristicas tradicionais do processo de fabricacdo. Sdo
esses fatores que conferem os atributos sensoriais e fisico-quimicos aos produtos. Apesar das
etapas do processo serem semelhantes entre as microrregides, os fatores climaticos influenciam
0 crescimento de determinados microrganismos, principalmente durante o periodo de
maturacdo, resultando em um produto com uma composi¢do microbiana especifica. Desta
forma, o saber-fazer de cada regido associado com as condi¢des ambientais, contribui para a
identidade de cada queijo artesanal (KAMIMURA et al., 2019). Na Figura 4, estdo ilustradas

as etapas do processo de fabricacéo do queijo Canastra.



Figura 4 — Fluxograma do processo de producdo do Queijo Minas Artesanal Canastra
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2.5 Metagendmica

A metagendmica é uma tecnologia baseada na biologia molecular, que possibilita
determinar as sequéncias génicas de uma comunidade microbiana, pertencente a um ambiente
especifico. O termo metagendmica foi definido pela primeira vez por Handelsman et al. (1998),
e, ao contrario dos métodos dependentes de cultivo, a metagenémica identifica a diversidade e
a genética microbiana, devido a extracdo de varios fragmentos de nucleotideos que séo
analisados através da bioinformatica (Figura 5) (CHEN et al., 2022; HANDELSMAN et
al.,1998).

Figura 5 — Etapas de processamento de uma amostra para uma analise metagendmica.
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Fonte: Ye et al. (2019).

As andlises metagendmicas tornaram-se mais conhecidas com o surgimento do
Sequenciamento de Proxima Geracdo — Next Generation Sequencing (NGS). Essa tecnologia é
classificada em duas abordagens, divididas conforme o alvo e o tipo de informacdo obtida,
sendo elas: a metagenémica direcionada, a qual é baseada na amplificacdo da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) em uma regido especifica, como rRNA 16S (Figura 6). Esse procedimento
fornece a classificagdo taxondmica de uma variedade de microrganismos. Diferentemente, a
metagenémica shot-gun determina todas as caracteristicas gendmicas, inclusive os genes de
resisténcia e fatores de viruléncia. Na Figura 7, encontra-se a representacdo esquematica das
etapas de uma analise de metagenémica shot-gun (AMRANE; LAGIER, 2018; JOBIN;
VEERARAGHAVAN; VASUDEVAN, 2019).



Figura 6 — Representacdo esquematica das etapas de uma anélise metagendmica direcionada.
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Figura 7 — Representacdo esquematica das etapas de uma analise metagenémica shot-gun
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Fonte: Adaptado de Wu et al. (2021).

Todas as analises metagenémicas séo iniciadas com o controle de qualidade das leituras
de sequéncia, removendo todas as de baixa qualidade e aquelas que nao sdo do ambiente. Essas
sequéncias sdo alinhadas com as sequéncias dos genes que sdo conhecidas nas ferramentas.
Entre as vantagens conhecidas desta técnica, podem destacar a rapidez e a sensibilidade, no
entanto, Sa0 necessarios recursos computacionais e treinamento especializado. Apesar de ser
uma andlise relativamente onerosa, 0 avanco da tecnologia permitiu que a metagenémica
tornasse mais acessivel, possibilitando um maior conhecimento em diferentes areas, entre elas,
a ecologia microbiana, taxonomia, bioguimica e biologia evolutiva (TAS et al., 2021).

O ribossomo € considerado a peca chave dos processos celulares. Por esse motivo, o
rRNA16S ¢ considerado um padréo filogenético para o estudo da filogenia procaridtica. O

ribossomo procaridtico é composto por 65% rRNA e 35% de proteina. Sua estrutura é formada
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por duas subunidades (maior e menor) que se associam para formar um ribossomo completo.
Os rRNAs sdo enovelados em estruturas que contém alguns dominios (Figura 8A), e sdo
responsaveis por posicionar tRNAs sobre 0 mRNA, iniciando desta forma, o processo de
traducdo. Além dessa fungdo, os ribossomos também atuam como catalisadores, e por essa
razdo, sio considerados como ribozima. E importante ser dito que os ribossomos eucarioticos
e procarioticos possuem estruturas e fungdes similares, sendo que a subunidade menor fornece
uma regido adequada para o pareamento dos tRNAs com os codons do mRNA, enguanto a
subunidade maior, catalisa a formacdo das ligacGes peptidicas que unem os aminoacidos,
formando a cadeia polipeptidica. No caso dos ribossomos procaridticos, a subunidade maior
(50S) contém duas moléculas de rRNA (5S e 23S), ao passo que a subunidade menor (30S)
contém apenas uma molécula de rRNA (16S) (Figura 8B). Este Gltimo, é considerado o
principal marcador molecular devido especialmente a trés caracteristicas basicas, sendo elas:
estar presente em todos 0s microrganismos conhecidos; é pouco submetido a transferéncia
lateral de genes e apresenta regides extremamente conservadas e variaveis (ALBERTS et al.,
2017; RAMAZZOTTI; BACCI, 2018). No caso das espécies fungicas, a regido de interesse
para o sequenciamento, é a Espacador Transcrito Interno (ITS), considerado a regido ideal para

capturar a diversidade fangica (LI1U et al., 2015).

Figura 8 — Ribossomo procariético. A: Estrutura tridimensional de um rRNA 16S com 0s seus
dominios; B: Estrutura tridimensional com as proteinas ribossomais (23S; 5S e 16S).

Fonte: Adaptado de Ramazzotti; Bacci (2018).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

o Os géneros bacterianos predominantes identificados foram: Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc, mostrando que as bactérias &cido laticas
prevaleceram em todas as amostras;

o Os géneros fangicos dominantes foram Dipodascus, Ditutina, Deboryomyces e
Trichosporon, sendo que as espécies mais abundantes foram Geotrichum candidum, Candida
catenulata e Debaryomyces prosopidis;

o Os resultados mostraram uma notéavel variacdo da microbiota do queijo Canastra entre
as fazendas produtoras.

o A determinagdo da microbiota terroir do QMA da Canastra se faz importante uma vez
que as caracteristicas desde produto sdo diretamente influenciadas por esses microrganismos,
além do fato do produto em questdo ser importante para a economia de forma geral. Ainda, a
metagendmica € uma ferramenta independente de cultivo de grande valia na busca pela
determinacdo desta microbiota por permitir a identificacio de um amplo espectro de

microrganismos, muitos deles ndo identificaveis por técnicas cultivo-dependentes.
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RESUMO

Neste trabalho, os sequenciamentos amplicon no gene 16S rRNA (bactérias) e na regiao
ITS (fungos) foram utilizados para caracterizar a microbiota presente no queijo Canastra, em
virtude da influéncia que os fatores ambientais e do local de producdo tém sobre as
caracteristicas sensoriais do produto. Os resultados das analises bacterianas revelaram 75.005
OTUs (Operational Taxonomic Units), pertencentes a 4 filos e 12 géneros. O filo Firmicutes
foi predominante, representados majoritariamente pelos géneros Streptococcus, Lactococcus,
Lactobacillus e Leuconostoc, mostrando que as bactérias acido laticas prevaleceram
nas populacdes bacterianas em todas as amostras. No caso das analises fungicas, 357.736 OTUs
foram encontradas pertencentes a 2 filos e a 13 géneros. A maioria dos fungos detectados
pertenciam ao filo Ascomycota, representados pelos géneros Dipodascus, Ditutina,
Deboryomyces e Trichosporon, sendo que as espécies mais abundantes foram Geotrichum
candidum, Candida catenulata e Debaryomyces prosopidis. As analises de diversidade obtidas,
indicaram uma notavel variacdo da microbiota do queijo Canastra entre as fazendas produtoras,
demonstrando que existe uma diferenca entre os processos de producdo utilizados pelos

queijeiros, além da mesma ser afetada também pelos fatores anteriormente mencionados.

Palavras chaves: Queijos Brasileiros. Minas Gerais. Tradi¢do. Diversidade Microbioldgica.

ABSTRACT

Amplicon sequencing of the 16S rRNA gene (bacteria) and ITS region (fungi) were used
in this study to characterize the microbiota present in Minas artisanal cheese from the Canastra
region due to the influence that environmental factors and production sites have on the sensory
characteristics of this product. Results of bacterial analyzes revealed that the phylum Firmicutes
was predominant, represented by the genera Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, and
Leuconostoc. This fact shows that lactic acid bacteria prevailed in bacterial populations in all
samples. When it comes to the fungal analyzes, most of the detected fungi belonged to the
phylum Ascomycota, represented by the genera Dipodascus, Ditutina, Deboryomyces, and
Trichosporon. The most abundant species were Geotrichum candidum, Candida catenulata,
and Debaryomyces prosopidis. Diversity analyzes indicated a notable variation in the

microbiota of Minas artisanal cheese from Canastra among farms, which demonstrates an
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existing difference between the practices used by the cheesemakers and reinforces that the
factors previously mentioned really affect the products.

Keywords: Brazilian cheese. Minas Gerais. Tradition. Microbiological Diversity.

1. INTRODUCAO

O estado de Minas Gerais € o maior produtor de queijos do Brasil, sendo conhecido
inclusive pela diversidade de tipos desse produto (SANT'ANNA et al., 2019). Dentre os queijos
mais produzidos nesse estado estd 0 Queijo Minas Artesanal (QMA), o qual teve seu modo de
fazer considerado como Patrimonio Cultural do Brasil pelo Instituto do Patrimdnio Historico e
Artistico Nacional (IPHAN, 2020).

O queijo Canastra é conhecido entre 0s queijos artesanais brasileiros, produzido na Serra
da Canastra e obtido a partir de leite cru, coagulante e uma cultura starter chamada de “pingo”,
originada do soro do leite coletado da producdo do dia anterior. O queijo Canastra €
comercializado com 22 dias de maturacéo e seu processo de fabricacdo ndo inclui tratamento
térmico. A legislacdo brasileira exige esse periodo minimo de maturagdo, devido as
caracteristicas do processo de fabricacdo (IMA, 2021). Como supracitado, o queijo Canastra é
considerado um patriménio cultural brasileiro, e possui grande importancia econdémica para a
regido com cerca de 800 produtores rurais envolvidos numa producdo de aproximadamente seis
mil toneladas por ano (EMBRAPA, 2019).

O processo de fabricacdo dos queijos artesanais € influenciado diretamente pelos fatores
ambientais do local de producéo, tais como temperatura e altitude. Tais fatores alteram as
caracteristicas fisico-quimicas e sensoriais do produto final, atuando sobretudo no crescimento
de determinados microrganismos (KAMIMURA et al., 2019a). De acordo com a Organizacéo
Mundial da Propriedade Intelectual, a Indicacdo Geografica é um sinal utilizado em itens que
tenham uma origem geografica especifica e apresentem caracteristicas que sejam atribuidas aos
seus locais de origem (WIPO, 2020). Bisson et al. (2002), afirmam que esse sistema é baseado
no termo terroir, o qual € usado para descrever todos 0s aspectos geograficos de um ambiente
que podem influenciar a producéo de um determinado produto.

A Indicacdo Geografica permite que os produtores de determinada regido possam
assegurar que somente os produtos ali produzidos recebam certa denominacdo, conferindo
autenticidade a esses produtos e alavancando a economia local (WIPO, 2020). Estudos que

avaliem a ligacdo entre o local de producéo de uma regido especifica e acomposi¢cao microbiana
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dos queijos, s@o necessarios para evitar que consumidores sejam enganados por meio da compra
de produtos falsificados. Em vista disso, algumas pesquisas estdo sendo realizadas utilizando
métodos independentes de cultivo, para determinar a microbiota presente nos alimentos,
inclusive em queijos artesanais (PERIN et al., 2017; MARTINS et al., 2018). Esses métodos
permitem maior sensibilidade em comparacdo aos métodos tradicionais de cultivo, como
também, possibilita a identificacdo de microrganismos ndo cultivaveis (NDOYE et al., 2011).
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a microbiota de queijos produzidos em
cinco queijarias da regido da Serra da Canastra, visando contribuir para a definicdo do terroir
do queijo Canastra, por meio do sequenciamento de amplicon na regido 16S (V3-V4) para
bactérias e a regido ITS (3F+4R) para as espécies fungicas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de Queijo

Os queijos foram produzidos e maturados no ultimo trimestre de 2020, época das aguas,
por um periodo superior a 14 dias, em cinco queijarias produtoras certificadas, localizadas nas
cidades de Sdo Roque de Minas e Medeiros, na microrregido da Canastra, Minas Gerais, Brasil.
Foram coletadas uma amostra de cada produtor e codificadas como: QC1 (20°15'31.4"S
46°22'39.9"W, 883m de altitude), QC2 (20°06'44.3"S 46°15'13.2"W, 887m de altitude), QC3
(20°12'30"S 46°21'35"W, 860m de altitude), QC4 (20°12'47.8"S 46°21'22.8"W, 809m de
altitude) e QC5 (20°13'38.8"S 46°21'07.1"W, 887m de altitude).

As amostras de QMA da Canastra foram enviadas pelos produtores, acondicionadas em
sacos estéreis, para o Laboratdrio de Micologia e Micotoxinas do Departamento de Ciéncia dos

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

2.2 Extracdo do material genético

Para a extragdo do DNA, utilizou-se amostras da casca e do centro do queijo (amostras
compostas) e encaminhadas para o laboratorio BPI Biotecnologia EPP, Botucatu, Sdo Paulo,
Brasil, através do kit ZR Fungal/Bacterial DNA MiniPrep™ (Zymo Research), de acordo com

as instrucdes do fabricante.
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2.3 Sequenciamento e preparacgao da biblioteca

A diversidade bacteriana foi identificada pelo sequenciamento da regido amplificada
V3-V4 do gene 16S rRNA. A amplificacdo da regido foi feita utilizando os primers F (5'-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3) eR
(5-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

-3") com amplicon de 600 bp. Para as espécies fungicas, a regido ITS foi sequenciada com 0s

primers 3-F (5'-
(TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGCATCGATGAAGAACGCAGC-
3) e 4R (5'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC-
3", com amplicon de 400 bp. As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em termociclador
Veriti™ Thermal Cycler (Applied Biosystems) e a comprovagdo da amplificagdo foi realizada
através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com UniSafe Dye 0,03% (v/v).

As bibliotecas geradas foram submetidas as etapas de purificacdo, utilizando bead
magnética Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter). A quantificacao foi realizada pela PCR
Tempo Real utilizando Kit KAPA-KK4824 (Library Quantification Kit - Illumina/Universal).
Foi gerado um Pool equimolar de DNA, através da normalizacéo de todas as amostras a 4nM,
pararealizacdo do sequenciamento, o qual foi conduzido utilizando-se o sistema Illumina HiSeq
de sequenciamento de nova geracdo (Illumina® Sequencing) e kit MiSeq Reagent V2 500

ciclos — leitura de 2 x 250pb.

2.4 Andlises de Bioinformatica

As sequéncias génicas foram processadas utilizando o software Quantitative Insights
Into Microbial Ecology (QIIME 2) verséo 2021.11. Os dados da sequéncia bruta foram filtrados
usando o plugin g2-demux seguido por limpeza final com DADA2 (CALLAHAN et al., 2016)
(via q2-dada2). Todas as variantes de sequéncia de amplicon (ASVs) foram alinhadas com
mafft (KATOH et al., 2002) e utilizadas para construir a arvore filogenética com fasttree2.
Meétricas de diversidade alfa e beta (UniFrac ponderado (LOZUPONE; KNIGHT, 2007),
distancia de Jaccard e de similaridade de Bray-Curtis), e Analise de Coordenadas de Principio
(PCoA) foram estimados usando diversidade g2 depois que as amostras foram rarefeitas usando

10000 sequéncias para bactérias e 5000 para fungos por amostra. A taxonomia foi atribuida aos
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ASVs usando o classificador de caracteristicas g2, (BOLYEN et al., 2018) classificador de
taxonomia de Bayes naive classify-sklearn para as sequéncias de bactéria (QUAST et al., 2013;
YILMAZ et al., 2014) e Unite-ver8-99% para fungos (NILSSON et al., 2018).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sequenciamento amplicon da regido 16S rRNA

Os resultados da porcentagem do ndmero total de OTUs (Unidades Taxondmicas
Operacionais) sdo exibidos na Tabela 1. No total, 75.005 leituras foram produzidas a partir do
sequenciamento do gene 16S rRNA. Observa-se que o filo Firmicutes foi predominante em
todas as amostras. Firmicutes sdo bactérias Gram-positivas consideradas as principais bactérias
presentes no leite (QUIGLEY et al., 2013). Isso pode explicar o porqué de outros tipos de
queijos artesanais produzidos em paises diferentes apresentarem o filo Firmicutes como um dos
dominantes (DIMOQV et al., 2021; ESCOBAR-ZEPEDA; SANCHEZ-FLORES; BARUCH,
2016; FUKA et al., 2013; RIQUELME et al., 2015). Outros filos encontrados, embora pouco
prevalentes foram Cyanobacteria (amostras QC1, QC2 e QC5), Actinobacteriota (amostras
QC2, QC3, QC4 e QC5) e Proteobacteria (apenas amostra QC2).

Tabela 1 — Porcentagem do numero total de OTUs no sequenciamento amplicon na regido 16S.

Filo QC1 QcC2 QCs3 QC4 QC5
Firmicutes 99,81 99,15 99,44 94,88 64,06
Cyanobacteria 0,13 0,04 - - 0,13
Actinobacteriota - 0,73 0,51 51 35,74
Proteobacteria - 0,05 - - -

Valores consideraveis do indice de Shannon foram encontrados, indicando a presenca
de muitas espécies nas amostras (Figura 1). Os queijos que revelaram maior diversidade
microbiana foram da QC5 (2,801), QC4 (2,170) e da QC1 (2,058). Os menores valores do indice
de Shannon observados nas amostras QC3 (1,657) e QC2 (1,593), destacam que menos especies
estdo presentes nestas amostras. Visto que, o indice de Shannon refere-se a riqueza das espécies,

sendo que o valor aumenta a medida que o numero de espécies aumenta (KIM et al., 2017).
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Figura 1 — Indice de diversidade alfa do sequenciamento amplicon na regi&o 168S.
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Dentro do filo Firmicutes, os quatros principais géneros encontrados foram
Streptococcus (), Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc. E importante ser dito que a
contagem da populacdo bacteriana ndo foi uniforme entre as amostras, sendo que 32% dos
Streptococcus estavam presentes na amostra QC1, 72% dos Lactococcus na QC5, 86% dos
Leuconostoc na QC2 e 52% dos Lactobacillus na QC4, demonstrando que a diversidade
microbiana depende também da queijaria produtora. Essa variacdo também foi observada no
estudo de Perin et al., (2017). Outros géneros foram identificados, embora em menor
prevaléncia, como pertencentes ao filo Firmicutes presente nas amostras, exceto na QC2. Séo
eles Staphylococcus (amostras QC1, QC3, QC4 e QC5), Weissella (QC1), Enterococcus (QC3)
e Bavariicoccus (QC3), somando juntos 8,16%. Importante mencionar que 0 género
Staphylococcus, que compreende espécies patogénicas, faz parte da microbiota natural do leite,
embora também possa ser transmitido na manipulacéo do queijo pelos produtores (GOBBETTI
etal., 2018; CASTELLANOS-ROZO et al., 2020).

As bactérias de acido latico (BAL) compdem a populacdo dominante do leite de
bovinos, caprinos, ovinos e de bufalos, sendo responsaveis por fermentar a lactose em lactato
(QUIGLEY et al., 2013). Os quatros géneros predominantes encontrados nas amostras e
comentados anteriormente, constituem o grupo das BAL, as quais sdo consideradas as
principais espéecies bacterianas, encontradas em queijos artesanais de leite cru, como 0 QMA
da Canastra (PERIN et al., 2017). As BAL produzem uma diversidade de compostos aromaticos
(&cidos, aldeidos, alcoois, ésteres e compostos de enxofre) responsaveis pelo desenvolvimento
do sabor do produto. Portanto, as caracteristicas sensoriais tipicas dos queijos artesanais séo

geradas a partir do metabolismo desses microrganismos (MONTEL et al., 2014). No entanto,
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as reagBes bioquimicas envolvidas no desenvolvimento do sabor dos queijos maturados sdo
afetadas por alguns fatores, sendo eles: a composicao do leite, as condi¢des de processamento
e 0s microrganismos e enzimas presentes no queijo (STEELE; BROADBENT; KOK, 2013).

No estudo de Kamimura et al. (2020), os autores utilizaram o sequenciamento amplicon
na regido 16S rRNA para avaliar a microbiota presente em todas as fases de producédo do QMA
da Canastra, desde o leite cru até o queijo maturado, em trés fazendas da regido. Além disso, a
microbiota do ambiente de processamento também foi monitorada. Segundo esta pesquisa, a
cultura starter (pingo) e 0 QMA da Canastra apresentaram uma microbiota semelhante,
independente da fazenda. Os autores também inferiram que os microrganismos existentes na
cultura starter contribuem para a formacdo da microbiota caracteristica do queijo, que em sua
grande maioria é formada por Streptococcus e Lactococcus. A alta abundancia destes dois
géneros indica que existe uma competicdo em relacdo aos outros géneros, ao longo da
maturagdo. Apesar disso, estudos anteriores comprovaram que ha uma variagdo na microbiota
do queijo entre as fazendas (RAFAEL et al., 2017; NOBREGA, 2007). Sugere-se que essa
variacdo ocorre sobretudo pelas praticas e os ingredientes utilizados pelos queijeiros
(REZENDE et al., 2011).

As espécies bacterianas encontradas neste trabalho referentes ao filo Firmicutes foram:
Streptococcus salivarius, Bavariicoccus seileri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
parabuchneri e Weissella jogaejeotgali. Diferentes espécies foram identificadas em amostras
de QMA da Canastra. Isso pode ser explicado pois a microbiota deste tipo de queijo é
influenciada por diferentes fatores, incluindo a altitude da regido (KAMIMURA et al., 2019a).
Rezende et al. (2011) registraram maiores contagens de BAL em amostras de queijos coletados
entre 600 a 900 m de altitude, sendo Lactobacillus rhamnosus, a espécie predominante, seguida
da espécie L. brevis. No estudo de Kamimura et al. (2019b) os autores também encontraram a
prevaléncia do género Lactobacillus. Segundo Perin et al. (2017), a abundéncia de
Lactobacillus spp em QMA, inclusive naqueles produzidos na microrregido da Canastra, esta
associada com sua capacidade de crescimento sob certas condicGes seletivas (pH baixo e
elevadas concentragdes de sal) que existem no queijo. Além disso, outras bactérias também
foram encontradas, como Enterococcus faecalis e Weissella paramesenteroides (BORELLI et
al., 2007; PERIN et al., 2017).

Como representantes do filo Actinobacteriota encontrou-se 0s géneros Bifidobacterium,
Brevibacterium, Corynebacterium, representando juntos 35,74% do total de OTUs da amostra
QCS5 e, em menor prevaléncia, representaram 5,1%, 0,51% e 0,73% das amostras QC4, QC3 e

QC2, respectivamente. Especies do género Bifidobacterium sdo conhecidos por seu potencial
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probidtico e por sobreviverem no queijo durante um tempo prolongado de maturacdo e
armazenamento. Os representantes do género Corynebacterium e Brevibacterium sdo
colonizadores da casca sendo, este Gltimo, um indicador do grau de maturacdo, devido a
producdo de pigmentos por algumas espécies (GERARD et al., 2021).

Além disso, também foram identificadas espécies pertencentes ao filo Actinobacteriota,
sendo elas: Corynebacterium variabile, Corynebacterium flavescens, ambas espécies
encontradas em queijos de leite cru e maturados (MONNET et al.,, 2015); além de
Bifidobacterium mongoliense. Delcenserie et al. (2013) também identificaram Bifidobacterium
mongoliense em queijos franceses maturados.

Pertencendo ao filo Proteobacteria foi identificado o género Klebsiella. A presenca deste
género pode indicar mas condicdes de higiene ou contaminacdo por fontes ambientais, sendo
considerado um importante patogeno (GELBICOVA et al., 2021). Cabe ressaltar que este filo
foi identificado apenas na amostra QC2 e com uma prevaléncia muito baixa, representando
0,05% das OTUs. Para o filo Cyanobacteria ndo foi possivel identificar nenhum género ou

especie.

3.2 Sequenciamento amplicon da regido ITS

No total, 357.736 leituras foram produzidas a partir do sequenciamento da regido ITS.
A classificacdo taxonémica das OTUs revelou que Ascomycota foi o filo predominante em
todas as amostras (>99%). O filo Basidiomycota também estava presente, mas em abundancias
significativamente menores (Tabela 2). Em um nivel taxondmico menor as OTUSs revelaram a
presenca de onze familias, sendo quatro as mais abundantes: Dipodascaceae,
Debaryomycetaceae, Trichomonascaceae e 0s membros da ordem Saccharomycetales que ndo

puderam ser classificados em nivel de familia (Saccharomycetales_fam_Incertae_sedis).

Tabela 2 — Porcentagem do numero total de OTUs no sequenciamento amplicon na regido ITS.

Filo QC1 QC2 QCs3 QC4 QC5
Ascomycota 99,69 100,00 99,97 99,90 99,99
Basidiomycota 0,31 - 0,02 0,09 0,002

Dipodascus, Ditutina, Deboryomyces e Trichosporon foram os géneros de fungos
dominantes das amostras de QMA da Canastra analisadas, mas houve variacOes entre as

amostras. Essa variabilidade também foi verificada nos géneros bacterianos. Outros géneros
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encontrados em menor prevaléncia foram as leveduras Candida, Kluyveromyces, Kodamaea,
Debaryomyces, Saturnispora, Toluraspora, Kazachstania, Sopobolomyces e Trichosporon; e
os fungos filamentosos Cladosporium, Alternaria, Aureobasidium e Moniliella. Em estudo
realizado por Aragdo (2018), observou-se maior prevaléncia dos géneros Torulaspora,
Debaryomyces, Kodamaea, Geotrichum, Trichosporon e Candida em QMA da Canastra.

Em relacdo as espécies, as mais abundantes foram Geotrichum candidum, Candida
catenulata e Debaryomyces prosopidis. De acordo com a Figura 2, a espécie Geotrichum
candidum foi predominante na amostra QC2 (69,11%), QC3 (99,60%) e QC5 (58,55%), apesar
disso, a levedura Candida catenulata foi identificada em todas as amostras, com excec¢éo da
QCa3. Diferentemente da espécie Debaryomyces prosopidis, encontrada apenas na amostra QC1
com 32,42%. Em menor prevaléncia foram identificadas as espécies de leveduras Candida
intermedia (QC3 e QC5), C. parapsilopsis (QC5), Kluyveromyces lactis (em todas as amostras),
Kodamaea ohmeri (QC1 e QC5), Torulaspora delbrueckii (QC5), Kazachstania unispora
(QC1), Sporobolomyces patagonicus (QC1), Trichosporon ovoides (QC5). Diferentes
resultados foram encontrados por Borelli et al. (2006), que identificaram Debaryomyces
hansenii, Kluyveromyces lactis, Kodamaea ohmeri e Torulaspora delbrueckii como as espécies

de leveduras mais frequentes em QMA da Canastra.

Figura 2 — Analise da comunidade fangica dominante de QMA da Canastra em nivel de espécie.
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Considerando as espécies pouco dominantes de fungos filamentosos identificadas,
observou-se a presenca das espécies Cladosporium cladosporioides (QC1, QC4, QC5),
Alternaria alternata (QC1) e Aureobasidium pullulans (QC1).

A analise métrica do indice de diversidade alfa é apresentada na Figura 3. Observa-se
que diferentemente das espécies bacterianas, o indice de Shannon demonstrou que apenas as
amostras QC1 (2,2) e QC5 (1,6) apresentaram valores consideraveis. As demais amostras
relevaram valores menores que 1,0, indicando uma baixa diversidade fangica nos queijos destas
fazendas. Como supracitado, o indice de Shannon leva em consideracdo a riqueza entre as
espécies, logo, as amostras QC2, QC3 e QC4 apresentaram um queijo com menor diversidade
de microrganismos. Isso pode ser verificado analisando a Figura 3, uma vez que, a amostra
QC3 conteve 99% de abundancia apenas para a espécie Geotrichum candidum; QC2, por sua
vez, foi caracterizada com a presenca das espécies Geotrichum candidum (69,11%) e Candida
catenulata (30,75%), e QC4 com 94,64% da levedura Candida catenulata.

Figura 3 — Indice de diversidade alfa do sequenciamento amplicon na regio ITS.
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Os microrganismos que estdo presentes nos queijos artesanais sdo provenientes de varias
fontes, que vdo desde a matéria-prima até o ambiente de maturagdo (KANDASAMY et al.,
2020; MOUBASHER; ABDEL-SATER; SOLIMAN, 2018). De acordo com a literatura,
dependendo do tipo do queijo e do local de producdo, ha uma variagdo entre as leveduras
existentes no queijo. Pesquisas de Biolcati et al. (2020) identificaram Geotrichum candidum e
Yarrowia lipolytica em queijo italiano “Robiola di Roccaverano”. No estudo de Zheng et al.
(2018), os autores detectaram os fungos Penicillium kudriavzevii, Kluyveromyces marxianus e

Kluyveromyces lactis em queijo Kazak na China. No Brasil, Cardoso et al. (2015), citaram a
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prevaléncia das leveduras Debaryomyces hansenii, Kluyveromyces ohmeri e Kluyveromyces
marxianus em queijo artesanal do Serro. Souza et al. (2021) que também avaliaram a microbiota
presente no queijo do Serro relataram a presenca das espécies fungicas Debaryomyces hansenii,
Yarrowia lipolytica, Candida zeylanoides, Kluyveromyces lactis, Cladosporium
cladosporioides e Penicillium roqueforti.

Ao avaliar a contaminacdo flngica no ambiente de queijaria artesanal, Masotti et al.
(2019) encontraram o0s géneros Alternaria, Cladosporium e Sporobolomyces, que séo
considerados deteriorantes, embora comuns em queijos e ambientes de queijarias.

Em alguns tipos de queijos a presenca de fungos é aceitavel, e é considerado essencial
para o desenvolvimento dos atributos sensoriais dos queijos artesanais produzidos com leite cru
(LEGGIERI; PIETRI; BATTILANI, 2020; CASQUETE et al., 2018). Essas caracteristicas sao
geradas principalmente pelo catabolismo de lipidios e proteinas, produzindo uma variedade de
compostos organicos volateis (PRACHAROVA et al., 2019; ZHENG et al., 2018). A espécie
de levedura K. lactis por exemplo, é capaz de produzir acetaldeido, etanol, aldeidos e alcoois
(ATANASSOVA et al., 2016). G. candidum por sua vez, produz cetonas, acidos graxos, ésteres
e alcool primarios (JOLLIVET et al., 1994). Dependendo do metabdlito produzido, os queijos
irdo apresentar um sabor caracteristico. Pesquisas de Padilla et al. (2014), relatam que o sabor
do queijo é atribuido ao equilibrio entre os compostos volateis e ndo volateis.

4. CONCLUSAO

Os géneros bacterianos predominantes identificados foram Streptococcus,
Lactococcus, Lactobacillus e Leuconostoc, mostrando que as bactérias &cido laticas
prevaleceram em todas as amostras, enquanto para géneros fungicos, prevaleceram as espécies
Dipodascus, Ditutina, Deboryomyces e Trichosporon, sendo as espécies mais abundantes
Geotrichum candidum, Candida catenulata e Debaryomyces prosopidis.

Os achados deste estudo destacam a diversidade da microbiota presente no QMA da
Canastra entre as cinco queijarias analisadas e somam-se aos trabalhos ja realizados pelo
mesmo grupo de pesquisas. Portanto, pode-se concluir que cada fazenda analisada possui seu

proprio terroir.
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