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RESUMO

CESAR, Isabel Cristina da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de
2019. Caracterizacao de fungos filamentosos do queijo minas artesanal da regiao
da Canastra. Orientador: José Guilherme Prado Martin. Coorientadora: Meiriele da
Silva.

Produzido desde o inicio do século XIX, o Queijo Minas Artesanal (QMA) constitui um
dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil. Sua produgdo ¢é
caracterizada pelo uso de leite cru recém-ordenhado em propriedades rurais, geralmente
sendo submetido a maturagdo. De grande importancia econdmica, a fabricacio do QMA
€ responsavel pela geracdo de renda de inimeros produtores rurais. Durante o processo
de maturacdo, o complexo ecossistema microbiano dos queijos comeca a se
desenvolver, sendo que a diversidade microbiana determinard suas caracteristicas
organolépticas finais. Durante sua maturacdo, tanto 0os microrganismos iniciantes, que
se desenvolvem primeiro, como aqueles microrganismos que ndo atuaram na
acidificacdo inicial, participam ativamente desse processo. Dentre as principais fontes
de microrganismos ndo adicionados intencionalmente no produto incluem-se a matéria-
prima, os manipuladores, equipamentos, o ar e as salas de maturacdo. Dependendo das
condi¢des de umidade e temperatura das salas de maturagdo de queijos, os fungos
podem se multiplicar rapidamente. Dessa maneira, a presenca de fungos ambientais
nesses locais constitui um fator importante, uma vez que sdo responsdveis por uma
maturagdo desejavel ou indesejdvel, uma vez que atuam alterando sabor, aparéncia e
coloragdo do produto. Este estudo teve como objetivo caracterizar a micobiota de
fungos filamentosos de QMA produzidos nos nove municipios produtores da regido da
Serra da Canastra. Para a obtencdo dos isolados, técnicas como isolamento direto e
suabe foram utilizadas. Os mesmos foram identificados por meio de sequenciamento da
regido ITS utilizando-se os primers ITS1 e I'TS4. Dentre os isolados presentes no QMA,
o fungo predominante foi Fusarium solani (21,8%), seguido de Geotrichum candidum
(16,4%), Aspergillus versicolor (16,4%), Penicillium westerdijkiae (11%), Penicillium
steckii (7,3%), Mucor circinelloides (3,6%), Mucor sp. (3,6%), Penicillium citrinum
(3,6%), Fusarium oxysporum (3,6%), Fusarium lichenicola (1,81%), Aspergillus
nomius (1,81%), Diaporthe infecunda (1,81%), Trichothecium roseum (1,81%),
Debaryomyces hansenii (1,82%), Kodamaea ohmeri (1,82%) e Moniliella sp. (1,82%).
A partir desses resultados, foi possivel observar a variagdo da diversidade de espécies

presentes no QMA da Serra da Canastra dentre as propriedades produtoras.
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ABSTRACT

CESAR, Isabel Cristina da Rocha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2019.
Characterization of filamentous fungi of artisanal minas cheese from Canastra
region. Adviser: José Guilherme Prado Martin. Co-adviser: Meiriele da Silva.

The Artisanal Minas Cheese (AMC) is considered the most traditional cheese produced
in Brazil. Its manufacturing is characterized by the use of raw milk in rural properties,
being generally submitted to ripening. The AMC production is responsible for the
income generation of several rural producers. During its maturation process, the
complex microbial ecosystem of the cheeses begins to develop, and the microbial
diversity will determine the final organoleptic characteristics of the product. During its
ripening, both the starting microbial acid producers as well as the other components of
the endogenous microbiota participate actively in the process. Among the main sources
of microorganisms not intentionally added to the product (endogenous starter culture
known as pingo) are the raw material, manipulators, equipment, air and maturation
rooms. This study aimed to characterize the mycobiota of filamentous fungi from AMC
produced in nine municipalities from Serra da Canastra region. Direct isolation and
swab techniques were used to obtain the isolates; the identification was performed by
the sequencing considering ITS1 and ITS4 regions. Among the isolates present in the
AMC, the predominant fungus was Fusarium solani (21.8%), followed by Geotrichum
candidum (16.4%), Aspergillus versicolor (16.4%), Penicillium westerdijkiae (11.0%),
Penicillium steckii (7.3%), Mucor circinelloides (3.6%), Mucor sp. (3.6%), Penicillium
citrinum (3.6%), Fusarium oxysporum (3.6%), Fusarium lichenicola (1.81%),
Aspergillus nomius (1.81%), Diaporthe infecunda (1.81%), Trichothecium roseum
(1.81%), Debaryomyces hansenii (1.82%), Kodamaea ohmeri (1.82%) and Moniliella
sp. (1.82%). From these results, it was possible to observe the diversity of fungi species

in AMC from Serra da Canastra, which may vary according to the producer property.
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1. INTRODUCAO

Produzido desde o inicio do século XIX, o Queijo Minas Artesanal (QMA)
constitui um dos mais antigos e tradicionais queijos produzidos no Brasil. Sua produgdo
¢ caracterizada pelo uso de leite cru recém-ordenhado em propriedades rurais,
geralmente sendo submetido a maturacdo. Sendo de grande importancia econdmica, a
fabricacdo do QMA ¢é responsdvel pela geracdo de renda de indmeros produtores rurais.

Além de possuir importancia econdmica, cultural e social, o QMA apresenta
caracteristicas sensoriais peculiares em funcdo das condi¢cdes de manejo e maturacao, da
regido produtora, do ambiente e principalmente da presenca de um ecossistema
microbiano complexo proveniente do leite cru e do fermento endégeno, denominado de
“pingo”. Este conjunto de fatores influencia diretamente na qualidade final dos queijos.

Dentre as etapas de importancia no modo de fazer do QMA destaca-se a adi¢do do
pingo (cultura enddégena). Alguns produtores fazem, eventualmente, o uso da “rala”,
pratica que visa a substituir o pingo em caso de perda ou contaminacdo. Uma das
diferencas existentes no modo de producdo dos queijos de uma regido para a outra
consiste no modo de prensagem: queijos produzidos nas regides da Canastra, Cerrado e
Campo das Vertentes sdo prensados com o auxilio de um tecido, conhecido como “volta
ao mundo”, ao contrario da regido do Serro, onde os queijos sdo pressionados
utilizando-se apenas as maos; dessa maneira, cada regido gera um produto com
caracteristicas finais distintas.

O QMA tradicional geralmente apresenta-se isento de fungos em sua superficie,
pois durante muito tempo sua presenga era indesejdvel e descaracterizava o produto.
Dessa forma, durante a maturagcdo os queijos eram lavados ou escovados no intuito de
eliminar os fungos ao longo das viragens. Considerando-se a evolu¢do do QMA, a
presenca de fungos em sua superficie, participando ativamente do processo de
maturagdo, consiste em um fato novo, relativamente recente.

Durante o processo de maturacdo, o complexo ecossistema microbiano dos
queijos comega a se desenvolver, sendo que a diversidade microbiana determinard suas
caracteristicas organolépticas finais. Durante sua maturacdo, tanto as culturas
iniciadoras quanto aqueles microrganismos ndo inoculados — como os fungos —

participam ativamente desse processo. Dentre as principais fontes de microrganismos



nido adicionados intencionalmente no produto podem-se citar a matéria-prima, 0s
manipuladores, os equipamentos, o ar e as salas de maturagdo.

Dependendo das condi¢des de umidade e temperatura das salas de maturacdo de
queijos, diversos fungos podem se multiplicar rapidamente; dessa maneira, a presenca
desses microrganismos no ambiente de produgdo/maturacdo constitui um fator
importante, uma vez que podem provocar alteracdes no sabor e aparéncia do produto.
Além disso, destaca-se ainda a possibilidade de desenvolvimento de fungos
potencialmente micotoxigénicos, representando um problema de sadde ptblica. Dentre
os géneros fungicos produtores de micotoxinas e envolvidos na contaminac¢do de
alimentos durante o processamento, destacam-se Aspergillus e Penicillium.

Nesse contexto, tendo em vista que QMA contendo fungos em sua superficie t€ém
sido comercializados sem o conhecimento das espécies associadas, a caracterizagdao
dessa micobiota contribuird para um melhor entendimento acerca da seguranca do

produto final, bem como do seu papel benéfico na maturacdo do QMA.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Queijo Minas Artesanal (QMA)

Os queijos produzidos de maneira artesanal estdo presentes em vdrias regides do
mundo, apresentando ampla variedade quanto as caracteristicas sensoriais,
microbioldgicas e fisico-quimicas. Sua producdo € caracterizada pela maneira
tradicional de elaboracdo, com limitado grau de mecanizacio (KUPIEC e REVELL,
1998). No Brasil, a Lei n° 14.185 de 31 de janeiro de 2002 define o queijo artesanal
como aquele produzido a partir do leite integral de vaca, cru e fresco, beneficiado e
retirado na propriedade de origem. O produto final deve apresentar-se isento de
conservantes e corantes, massa uniforme, consisténcia firme, cor e sabores proprios
(MINAS GERALIS, 2002). Recentemente, com a aprovacdo da lei do selo ARTE n°
13.680 de 14 de junho de 2018, o queijo artesanal € definido como aquele elaborado a
partir da matéria-prima de origem animal, a partir de técnicas manuais e por quem tenha
o dominio integral do processo. O alimento é submetido ao controle do servigo de
inspecao oficial, apresenta fabricacdo genuina e individualizada e que mantenha a
singularidade e as caracteristicas culturais, regionais ou tradicionais.

Dentre os quatro ingredientes principais do produto, destacam-se o leite cru, o
pingo, o sal e o coalho. O “pingo”, também conhecido como cultura endégena, é
definido como o fermento resultante da dessoragem dos queijos j4 salgados e coletado
de um dia para o outro, sendo, portanto, um soro fermentado com determinada
quantidade de sal, que pode agir como um inibidor de algumas fermentacdes
indesejaveis e que confere ao queijo caracteristicas fisico- quimicas e organolépticas
especificas (DORES, 2007).

Sendo considerado como patrimdnio da populacdo mineira, o0 QMA comegou a
ser produzido inicialmente nas regides do Serro, Canastra, Cerrado e Araxd
(INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2011) (Figura 1). Posteriormente,
outras regides, como Serra do Salitre, Tridngulo Mineiro e Campo das Vertentes, foram
incluidas (INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2014) (Figura 2). Em
funcdo da temperatura, altitude, umidade relativa do ar, tipo de solo e pastagens, os
queijos destas regides possuem caracteristicas proprias que lhes conferem uma

identidade regional (EMATER, 2004).



Para que os produtores estejam aptos a produzir o QMA e habilitados a
comercializar o seu produto é necessdrio que as propriedades produtoras sejam
cadastradas pelo Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA) e reconhecidas pela Empresa
de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Estado de Minas Gerais (EMATER), no
intuito de garantir a seguranca microbioldgica do alimento, a partir do atendimento as
Boas Préticas de Fabricagdao, bem como o controle sanitdrio do rebanho, fortalecimento
e incentivo a organizacdo dos produtores e, sobretudo, definir a cadeia produtiva do
queijo artesanal mineiro (INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUARIA, 2009). Além
disso, a comercializa¢do entre os estados s6 € permitida mediante a presenca do selo

ARTE nesses produtos (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E
ABASTECIMENTO, 2019).

LT

BRASIL .

o

MINAS GERAIS
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Figura 1 — Regides Serro, Canastra, Cerrado e Araxd como produtoras do Queijo Minas
Artesanal. Fonte: IMA (2011).
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Legenda
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. . Min
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Figura 2 — Inclusdo das regides Serra do Salitre, Tridngulo Mineiro e Campo das
Vertentes como produtoras do Queijo Minas Artesanal. Fonte: IMA (2014).

2.1.1 Aspectos legais da produciao de QMA

Segundo a portaria n° 1.736 de 27 de julho de 2017, a comercializa¢do dos queijos
sO € permitida desde que o produto seja submetido ao processo de maturacao durante 22
dias. No intuito de preservar a seguranga microbioldgica desse alimento, o governo do
Estado de Minas Gerais lancgou leis especificas para o0 QMA, como a lei estadual N°
19.492 de 31 de janeiro de 2011, que visa estabelecer critérios como o funcionamento e
o controle da produgdo desses queijos, qualidade no processamento, na obtencdo da
dgua, matéria-prima e adequagcdo das queijarias, equipamentos, manipuladores,
utensilios, além de determinar os respectivos parametros microbioldgicos.

Dentre as portarias relacionadas as boas préticas agropecudrias que regulamentam
a producao do QMA, destacam-se: Portaria n° 517, de 14 de junho de 2002 que
estabelece normas de defesa sanitdria para rebanhos fornecedores de leite para a
producdo de queijo Minas Artesanal (MINAS GERAIS, 2002a); Portaria N° 518, de 14
de junho de 2002, que dispde sobre requisitos basicos dos materiais, equipamentos e

instalagdes para o fabrico do queijo (MINAS GERAIS, 2002b); e Portaria N° 523, de 3



de julho de 2002, que estabelece normas sobre as boas praticas de manipulagdo,
fabricacdo e condigdes higiénico-sanitarias (MINAS GERAIS, 2002c).

No intuito de melhorar cada vez mais a producdo do QMA, em 12 de dezembro
de 2006 foi criada a portaria n° 818, que dispde sobre a aprovacdo do regulamento
técnico para a producdo do queijo Minas artesanal, normas dos procedimentos para a
coleta de amostras, parametros para a avalia¢do de risco, documentos necessarios para o
cadastro junto ao programa queijo artesanal da EMATER- MG e as regras de rotulagem
do produto (MINAS GERALIS, 2006). Em agosto de 2008 € criado o decreto n° 44.864,
que dispde sobre a delimitacdo da drea e situacdes para a producdo, embalagem,
transporte e comercializacdo, bem como a qualidade do produto e 4gua utilizada

(MINAS GERALIS, 2008).

2.2 QMA da Microrregiao da Canastra

De acordo com a portaria 1.687 de 23 de dezembro de 2016, a producao de queijo
Minas artesanal na microrregido da Canastra € realizada de modo tradicional nos
municipios de Bambui, Delfinépolis, Medeiros, Piumhi, Sdo Roque de Minas, Sdo
Batista do Gléria, Vargem Bonita, Cérrego Danta e Tapirai (Figura 3). A producao dos
queijos desta regido € principalmente comercializada nos mercados de Sao Paulo e Belo
Horizonte, sendo de grande relevancia a nivel econdmico, uma vez que € a principal
fonte de renda e empregos para muitos agricultores familiares (ALMEIDA e

FERNANDES, 2004).



Figura 3 — Municipios da regido da Serra da Canastra onde ha producdo de queijo
Canastra. Fonte: Adaptado de EMATER (2004).

Fatores edafoclimaticos tipicos da Serra da Canastra contribuem positivamente
para o processo produtivo do queijo e também favorecem o desenvolvimento de
bactérias enddgenas responsdveis por seu sabor caracteristico. A microbiota endégena
do leite cru, além de produzir substincias capazes de inibir a presenca de
microrganismos patogénicos, apresenta forte influéncia na protedlise e lipdlise,
resultando em compostos responsaveis pelas caracteristicas de textura e aroma.

Dentre as principais caracteristicas do queijo da Canastra, podem-se citar: 1)
fabricacdo com leite de vaca cru, uso do pingo (microrganismos endégenos), coalho e
sal; 2) consisténcia semidura com tendéncia a macia; 3) textura compacta; 4) cor
branco-amarelada; 5) crosta fina, amarelada, sem trincas; 6) sabor ligeiramente dcido,
nao picante; 7) formato cilindrico com peso de 1 a 2 kg, didmetro de 15 a 17 cm e altura

de 4 a 6 cm (Figura 4) (ALMEIDA e FERNANDES, 2004).



Figura 4 — Queijo Minas Artesanal da regido da Serra da Canastra. Fonte: a autora.

2.2.1 Fabricacao do Queijo da Canastra

Segundo a Lei estadual 14.185/2002, o queijo da Canastra é produzido de modo
artesanal e obedece a normas regulamentadas que abrangem a produgdo de queijos
artesanais produzidos a partir de leite cru, beneficiados nas queijarias das propriedades
rurais, sem utilizacio de técnicas industriais (INSTITUTO MINEIRO DE
AGROPECUARIA, 2002). A Figura 5 ilustra seu fluxograma de producio. Apéds a
ordenha (manual ou mecanica), o leite € filtrado e transferido para o tanque de
fabricagdo, onde ¢ adicionada a cultura enddgena (“pingo”) e o coalho. A coalhada,
resultante da coagulacdo da massa durante 50 a 60 minutos, é, entdo, cortada e mantida
em repouso por cerca de 5 minutos, seguida de agitacdo lenta. A partir deste momento,
faz-se a enformagem com a compressdo da massa nas formas cobertas por um tecido
(“volta a0 mundo™). Em seguida, ¢ realizado o processo de salga seca de 6 a 12 horas. E
na fase final dessa etapa que se faz a coleta do “pingo”, a ser utilizado na produ¢do do
dia seguinte. Finalmente, os queijos sdo desenformados no dia posterior e submetidos
ao processo de maturacdo, que visa alcancar as caracteristicas sensoriais desejadas do
produto. Antes de serem comercializados, os queijos sd@o submetidos ao processo de

maturacao por um periodo minimo de 22 dias para 0 QMA (MINAS GERALIS, 2017).

Durante este processo, o queijo € virado diariamente, escovado ou lavado no intuito de
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impedir o crescimento de fungos (QMA tradicional). Em contraste, nos ultimos anos
alguns produtores decidiram inovar seu produto, permitindo o desenvolvimento de
fungos em seus queijos, sendo considerados como QMA “de casca florida” ou “novo”
QMA. A Figura 6 ilustra algumas etapas do processo de fabricacdo do queijo da

Canastra.

Ordenha manual
ou mecanica

Filtragdo (I

l

Adlgao do
‘pingo” e coalho

Corte da
Mexedura —d coalhada —

Prensagem
Dessoragem —_— Enformagem manual com
auxilio de tecido

Coagulacao do
leite

E
=

Maturagao — Salga

Figura 5 — Fluxograma de produc¢do do Queijo da Canastra. Fonte: Adaptado de
Instituto Mineiro de Agropecudria (IMA) (2002).



Figura 6 — Etapas do processo de fabricacdo do queijo da Canastra (A): Ordenha; (B):
Pré-filtracdo; (C): Enformagem; (D): Salga; (E): Coleta do “ pingo”; (F): Maturacao.
Fonte: a autora.
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2.3 Maturacao

A maturacdo de um queijo corresponde ao periodo em que o produto permanece
em condi¢des de umidade e temperatura especificas. Durante este processo, podem
ocorrer transformagdes microbioldgicas e bioquimicas, como protedlise e lipdlise,
responsaveis pelo desenvolvimento do sabor e aroma do queijo (McSWEENEY, 2004).
Segundo a lei n°® 1736 de 27 de julho de 2017, o queijo da Canastra deve ser submetido
ao processo de maturacdo durante 22 dias, no qual trata-se de uma etapa obrigatdria e
permite que a microbiota enddgena, especialmente as bactérias produtoras do acido
latico (BAL), antagonize e iniba os possiveis patdgenos presentes no leite. Dessa forma,
ao final deste processo, 0 QMA encontra-se seguro para o consumo (MINAS GERAIS,
2017).

Por se tratar de wuma matriz alimentar rica nutricionalmente e
microbiologicamente, o leite apresenta uma microbiota composta por microrganismos
desejaveis como as BAL, e indesejdveis, como 0s microrganismos patogénicos e
deterioradores (FRANCIOSI et al., 2009). As BAL podem ser divididas em bactérias
iniciadoras (SLAB) ou maturadoras e estdo envolvidas no processo de maturagdo dos
queijos. O primeiro grupo fermenta a lactose com elevada producdo de acido latico,
como Lactococcus lactis ssp. lactis/Lactococcus lactis ssp. cremoris, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus delbrueckii, dentre outros. Ji4 os microrganismos
maturadores consistem em um grupo heterogéneo e auxiliam no processo de maturagdao
dos queijos, sendo representados pelas espécies do género Lactobacillus, Enterococcus
e Pediococcus (GOBBETI et al., 2002; COEURET et al., 2004). Esse grupo esta
envolvido na capacidade de fermentar o acticar e desenvolver o flavour, aroma e textura
do produto, bem como na conservagdo do alimento que estad associada a reducdo do pH
como consequéncia da producdo de acidos organicos resultantes da fermentacdo de
acucares, além da capacidade de produzir agentes antimicrobianos.

Nos queijos, as BAL produzem 4cido latico responsdvel por acelerar a coagulacio
do leite auxiliando na sinérese do soro, além de contribuir para o sabor, textura e corpo
(AWAD et al., 2007). Porém, a principal funcio atribuida ao acido produzido por essas
bactérias € a antimicrobiana, no qual atua acidificando o meio e antagonizando bactérias
indesejaveis. Outra caracteristica comum entre as BAL € a producdo de bacteriocinas,
de extrema importancia para a maturacdo e seguranca dos queijos. Esses peptideos

possuem a capacidade de inibir microrganismos competidores, incluindo formadores de
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esporos e patogé€nicos, como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus, entre outros (FRICOURT et al., 1994,
NOONPAKDEE et al., 2009; HU et al., 2013).

A microbiota secundaria esta relacionada as BAL maturadoras, bactérias
propidnicas, fungos filamentosos e leveduras, que se desenvolvem na superficie de
alguns queijos maturados (BERESFORD e WILLIAMS, 2004). Bactérias propionicas e
Brevibacterium linens também se encontram presentes, no qual produtos do seu
metabolismo contribuem para o desenvolvimento do sabor e textura em determinados
queijos (SORHAUG e ORDAL, 1974). Leveduras também sdo naturalmente
encontradas, devido a boa adaptacdo em substrato rico em lipidios, proteinas, dcidos
organicos e acgucares. Contribuem para o desenvolvimento do sabor, aroma e textura
devido a protedlise, lipdlise, utilizacdo de 4cido latico e fermentagdo da lactose
(McSWEENEY, 2004).

Fungos filamentosos também atuam na maturacdo de uma grande variedade de
queijos, presentes tanto na superficie como no interior da massa. Possuem atividade
bioquimica expressiva e tem importante papel na modificagdo do queijo, contribuindo
para a formacdo de sabores e aromas tipicos (BERESFORD e WILLIAMS, 2004;
McSWEENEY, 2004; BERESFORD, et al., 2001).

2.4 Fungos em Queijos Maturados

A presenca de fungos em certos tipos de queijos € interessante para o processo de
maturagdo, devido ao importante papel que desempenham na textura e sabor, a exemplo
dos queijos Camembert, Roquefort e Stilton (BENKERROUM, 2016; GILLOT, et al.,
2015; ROPARS, et al., 2014).

Fungos como Geotrichum candidum, por exemplo, além de produzirem lipases e
proteases que contribuem para o desenvolvimento do sabor e aroma caracteristicos no
queijo Camembert, também sdo competidores importantes com contaminantes
indesejaveis no queijo, como L. monocytogenes (WOUTERS, et al., 2002; NIELSEN, et
al., 1998). Outro exemplo trata-se de Penicillium roqueforti, que é muito utilizado na
maturacdo de queijos como Gorgonzola e Roquefort, o qual confere a coloracdo tipica
azulada (devido a producdo de esporos) bem como caracteristicas sensoriais
relacionadas a intensa lipdlise e protedlise causada por enzimas fungicas extracelulares

(FONTAINE, et al., 2015).
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Por outro lado, a presenca de fungos filamentosos em queijos também pode se
constituir em um problema. Penicillium e Aspergillus estdo entre os deteriorantes mais
comuns em alimentos, causando altera¢des no sabor, textura e aparéncia do produto. Em
queijos, seus principais efeitos indesejdveis relacionam-se com protedlise na casca de
alguns tipos de queijos semiduros, modificacdo do sabor, aparecimento de manchas de
cores diversas, além da rejeicdo do produto pelo consumidor (HERMANNS, et al.,
20006).

Além disso, alguns fungos s@o produtores de micotoxinas, substancias tdxicas
formadas durante o metabolismo secunddrio dos fungos. O envenenamento por
micotoxinas é chamado de micotoxicose e dentre os sintomas envolvidos destacam-se
nduseas, vomitos, falta de coordenacdo dos movimentos (ou ataxia) e morte. Os
produtos que geralmente podem veicular micotoxinas para 0 homem ou animais sdo:
produtos agricolas, ragdes industrializadas, leite e derivados, dentre outros (DINIZ,
2002). Em queijos em que se utilizam culturas flingicas para auxiliar no processo de
maturacdo foram detectados a presenca de roquefortina C em queijos azuis, além da
presenca do acido micofendlico (KOKKONEN, JESTOI, RIZZO, 2005).

O género Aspergillus apresenta espécies micotoxigénicas, tais como Aspergillus
flavus, A. bombycus, A. parasiticus, A. nomius, A. ochraceus, A. tamarrii, A.
pseudotamarii, A. parvisclerotigenus e A. rambellii; suas toxinas, em especial as
aflatoxinas, podem causar efeitos mutagénico, teratogénico e carcinogénico (FRISVAD,
et al.,, 2004). A contaminacdo de derivados lacteos por aflatoxinas decorre do uso de
leite contaminado por aflatoxina M1, uma vez que o animal ingere o alimento
contaminado com aflatoxina B1, posteriormente biotransformada no figado em
aflatoxina M1 e, por fim, excretada no leite. No queijo, a concentracdo de aflatoxina
tende a aumentar, devido sua interacdo com a caseina da massa, bem como pelo fato do
produto perder umidade ao longo do processo de maturacio (HUSSEIN e BRASEL,
2001). Apesar de alguns estudos revelarem baixissimos niveis de aflatoxina M1 em
diversos tipos de queijos, outros detectaram elevados niveis de aflatoxina (850 ng/kg)

em queijos turcos, reforcando que o risco para a saide ndo deve ser subestimado

(AYDEMIR, et al., 2010).
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2.4.1 Principais fungos encontrados em queijos maturados

2.4.1.1 Aspergillus spp.

Pertencentes a familia Aspergillaceae e filo Ascomycota, os fungos do género
Aspergillus compreendem mais de 200 espécies; dentre as envolvidas na industria
alimenticia, destacam-se Aspergillus oryzae e Aspergillus sojae utilizadas em alimentos
fermentados, como saqué e molho de soja (SAMSON, et al., 2014).

O género € considerado um dos mais importantes do ponto de vista industrial,
utilizado para a producdo de quimicos (&cido citrico, por Aspergillus niger); em
contraste, sdo também conhecidos por estarem entre os mais toxicos deteriorantes de
alimentos e ragdes (como A. flavus e A. parasiticus), € algumas espécies patogénicas
para o homem e animais, como A. fumigatus, causando um quadro denominado de
aspergilose, resultante da inalacdo de esporos de Aspergillus; os esporos inalados
entram no organismo via trato respiratorio € germinam, originando hifas dentro dos
pulmdes, que tendem a invadir também outros tecidos ou 6rgaos (NAKAMOTO, et al.,
2019).

Em relacdo a morfologia, suas colOnias apresentam ampla variacdo na coloracao,
de tons de verde, amarelo, cinza, marrom, preto a branco. O género produz um
conidiéforo asseptado e com a base em forma de “T” ou “L”, comumente chamada de
“célula p€”, conectada a uma hifa vegetativa. O conidiéforo estende-se a partir da célula
pé€ podendo atingir alguns milimetros de comprimento até chegar a vesicula, na qual as
células conidiogénicas, métulas e fidlides sdo formadas, originando os esporos flingicos
(neste caso, os conidios) (Figura 7). As espécies podem ser classificadas como
unisseriadas, quando apresentam o conidio ligado diretamente as fidlides; ou
bisseriadas, quando apresentam estruturas especializadas que ficam entre a vesicula e as

fidlides, designadas métulas (PERRONE, et al., 2007; KLICH, 2002).
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Figura 7 — Morfologia do género Aspergillus. Fonte: www.inspq.qc.ca/moulds/

aspergillus.

2.4.1.2 Penicillium spp.

Pertencente ao filo Ascomycota e familia Aspergillaceae, o género Penicillium
contempla atualmente mais de 350 espécies, comumente encontradas no solo, ar,
ambientes internos e varios produtos alimenticios. Na natureza sua principal fungdo € a
decomposicdo de materiais organicos, podendo causar podriddes poés-colheita
(SAMSON e FRISVAD, 2004). Em contraste, algumas espécies apresentam impactos
positivos, sendo utilizados na industria alimenticia para a produgdo de queijos como
Roquefort, Camembert e outros, além de diversas outras aplicacoes (PITTET, 2001;
SAMSON e FRISVAD, 2004).

Produzem hifas septadas, sendo geralmente conectadas por anastomose (Figura 8)
(HOUBRAKEN e SAMSON, 2011). Os conidi6éforos surgem como ramos do micélio e
sdo frequentemente perpendiculares ao substrato. A estrutura do conidiéforo consiste de
um estipe que pode ser estreito ou alargado. No dpice do estipe encontram-se as células
conidiogénicas, denominadas fidlides. As fidlides podem incidir diretamente no 4pice
do estipe ou em células de apoio denominadas métulas e ramos. No interior das fidlides
os conidios sdo formados, sendo esses microscopicos, uninucleados, unicelulares e com
formas que variam de cilindricas a globosas (HOUBRAKEN e SAMSON, 2011;
FRISVAD, et al., 2004).
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Figura 8 — Morfologia do género Penicillium. Fonte: www.mycology.edu.br.

2.4.1.3 Geotrichum spp.

O género Geotrichum pertence ao filo Ascomycota, familia Dipodascaceae. Trata-
se de um género dimérfico que comumente apresenta colonias de coloracdo creme
(ALPER, FRENETTE, LABRIE, 2011). Algumas espécies podem ser encontradas em
ambientes como leite, solo, 4gua e patdgenos de plantas. Além disso, existem espécies
que podem estar relacionadas a doencgas do sistema respiratdrio e trato gastrointestinal
de humanos, causando infeccdes oportunistas conhecidas por geotricoses (ALPER,
FRENETTE, LABRIE, 2011; HOOG e SMITH, 2004; GENTE, et al., 2002).

Na industria alimenticia, a espécie de maior relevancia consiste em G. candidum,
sendo utilizada como cultura adjunta devido a atividade proteolitica que apresenta, e por
ser parte da microbiota natural do leite cru, desempenhando um papel importante na
maturacdo de queijos tipo Camembert. Em contraste, também consiste em um agente
deteriorador de diversos alimentos, acarretando em perdas econdmicas consideraveis a
indudstria (LESSARD, et al., 2014; MARCELINO, et al., 2001; MOLIMARD et al.,
1997).

A microscopia de Geotrichum (Figura 9) consiste na presenca de hifas e
artroconidios — que resultam da fragmentacdo de hifas indiferenciadas — de coloragao
hialina, unicelulares, apresentando-se em cadeias. Podem apresentar forma arredondada

ou retangular nas extremidades.
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Figura 9 — Microscopia de Geotrichum candidum. Fonte: www.drfungus.org.

2.4.1.4 Fusarium spp.

Conhecido como patégeno de plantas em todo o mundo, vdrias espécies
pertencentes ao género Fusarium sdo capazes de infectar e colonizar diversos cereais,
como arroz, trigo, milho, aveia e outros, e tem acarretado em uma reducao significativa
no rendimento e na qualidade de muitas outras culturas. Apresenta uma ampla
distribuicao geogréfica, ocorrendo em praticamente todos os ambientes, com espécies
cosmopolitas e outras de ocorréncia restrita a determinadas regides, predominantemente
tropicais e subtropicais ou em condi¢des de clima frio das regides temperadas (DUAN,
et al., 2016; COVARELLI, et al., 2012 ; GORTZ, et al., 2008; McMULLEN, et al.,
1997; KEMP, PRETORIUS, WINGFIELD, 1996). Apesar desse género ser encontrado
comumente em plantacdes, sua presenca ja foi detectada em queijos produzidos a partir
do leite de ovinos e caprinos no sul da Itdlia (MONTAGNA, et al., 2004).

Espécies do género Fusarium podem produzir macroconidios hialinos, geralmente
septados, possuindo as células basais e apicais diferenciadas. Os macroconidios podem
apresentar formas delgadas, com aspecto de agulha; com curvatura dorsal e ventral; com
a curvatura do lado dorsal mais pronunciada que no lado ventral; com as células apical e
basal; ou em formato de gancho, afilados (Figura 10A). Os microconidios podem
apresentar forma oval, reniformes ou alantoides, obovéides com a base truncada,

piriformes ou globosos (Figura 10 B) (LESLIE e SUMMERELL, 2006).
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Figura 10 — Microscopia de Fusarium. (A) Macroconidios delgados e fortemente
curvados em forma de foice e com uma média de trés septos; (B) Microconidios em
longas cadeias. Fonte: WALKER, et al. (2016).

2.4.1.5 Mucor spp.

Pertencente a familia Mucoraceae e filo Zygomycota, o género Mucor é
amplamente distribuido na natureza. Dentre os principais representantes do género,
destacam-se M. circinelloides, M. indicus, M. ramosissimus ¢ M. racemosus (RIBES et
al., 2000).

Algumas espécies de Mucor ja foram encontradas em queijos, como a espécie M.
racemosus encontrado em queijos Divle Cave. Além disso, este género também foi
detectado em amostras de queijos produzidos no sul da Itdlia. Dentre as espécies de
maior importancia na fabricacdo de queijos, destaca-se M. circinelloides devido a
atividade coagulante de sua protease que afeta na qualidade do produto, melhorando o
sabor e as propriedades funcionais (SALGADO, et al., 2013).

Apesar de ser um fungo utilizado comercialmente na industria de alimentos,
devido a alta atividade proteolitica e lipolitica de algumas espécies, estes
microrganismos sdo considerados patégenos oportunistas (MA, et al., 2006; HAN, et
al., 2001). Porém, a infeccdo causada pelos mesmos € extremamente rara em
hospedeiros sadios, sugerindo que a patogenicidade destes fungos estd relacionada
principalmente a um estado alterado no sistema de defesa do hospedeiro, como em
pacientes com leucemia, anemia e diabetes (CHAYAKULKEEREE, GHANNOUM,
PERFECT, 2006; RIBEIRO, et al., 2013; VIRALLY, et al., 2002).
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Espécies do género Mucor tem crescimento muito acelerado, inclusive em
temperaturas superiores a 37°C. Quanto a morfologia microscépica (Figura 11), sdo
constituidos de hifas cenociticas de aspecto hialino, largas e irregulares e com
ramificagdes em angulo préximo de 90°. No dpice dos esporangioforos é possivel
observar esporangios de formato esférico apresentando em seu interior grande
quantidade de esporangiésporos. Quanto ao aspecto macromorfoldgico, possuem
colonias com uma textura “algodonosa” elevada e volumosa, com tonalidade branca ou

amarelada nos primeiros dias, tornando-se cinza ou castanha durante o periodo de

maturagdo dos esporangios (DOMSCH, et al., 1980).

Figura 11 — Estruturas reprodutivas de Mucor sp. (A) Hifas cenociticas (1), Esporangio
(2), Esporangidforo (3), Columela (4), Esporangiésporos (5); (B) Microscopia de Mucor
sp. Fonte: www.mycology.edu.br.

2.4.1.6 Diaporthe spp.

O género Diaporthe, pertencente a familia Diaporthaceae e ao filo Ascomycota, é
caracterizado por ser um fungo pleomorfico, isto €, possuir a fase sexuada e fase
assexuada (UDAYANGA, et al., 2011; DIOGO, SANTOS, PHILLIPS, 2010). Apesar
da presenca desse género ndo ter sido relatada em queijos, algumas espécies tem sido

descritas como fitopatogénicas, saprofiticas, endofiticas e também como agentes
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causadores de doencas em seres humanos (GOMES, et al., 2013; GARCIA-REYNE, et
al., 2011).

Este género possui um grande potencial para a bioprospec¢do, como
desenvolvimento de novos produtos para a industria médica e agricultura. Alguns
metabdlitos secunddrios produzidos por Diaporthe spp. podem apresentar efeitos
antibacterianos (SPECIAN, et al., 2015). Quanto as estruturas microscopicas, pode-se
observar a presenca de conidi6foros lisos, hialinos, nao ramificados e cilindricos (figura
12 A). Os conidios apresentam-se hialinos, com formato ovéide a elipséide (figura 12
B). Quanto ao aspecto macromorfoldgico, apresenta coldnias brancas com bordas

acinzentadas (UDAYANGA, et al., 2014).

Figura 12 — Estruturas reprodutivas de Diaporthe (A) Conidi6éforos hialino; (B)
Conidios em formato ovéide. Fonte: UDAYANGA et al. (2014).

2.4.1.7 Trichothecium roseum

Espécies do género Trichothecium pertencentes ao filo Ascomycota e ordem
Hypocreales t€m sido uma fonte rica de metabdlitos secundarios, como 7. roseum,
relatado como produtor de pelo menos 29 metabdlitos secunddrios distintos (KWON, et
al., 2013). Estudos realizados detectaram sua presenca em plantagdes de tomates e uvas;
embora seja considerado um fungo saprofitico e fitopatogénico, este ja foi encontrado
em queijos maturados em palhas de centeio na Franca (HAN, et al., 2012; OH, NAM,
YOON, 2014).

A estrutura microscopica de T. roseum (Figura 13) consiste em conidiéforos

longos, delgados e septados. Os conidios sdo hialinos ou de cores vivas, de forma
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ovdide ou elipsoide, que se apresentam em cadeias em disposi¢do de ziguezague (OH,

et al., 2014).

Figura 13 — Estruturas reprodutivas de 7. roseum. Fonte: HAN et al. (2012).

2.4.1.8 Debaryomyces hansenii

Debaryomyces corresponde a um género de leveduras que pode ser encontrado no
ar, em plantas, no solo e em produtos como leite e derivados. A presenca de leveduras
em produtos lacteos é relevante para modular a ecologia da casca de alguns tipos de
queijos, onde metabolizam principalmente o 4cido latico, permitindo, desta forma, o
desenvolvimento de um ecossistema microbiano complexo, composto por varios grupos
bacterianos e fungos filamentosos. Na inddstria alimenticia, a espécie de maior
relevancia € D. hansenii, por se tratar de uma levedura lactea que possui uma intensa
atividade proteolitica, apresentando tolerdncia a baixas temperaturas e a altas
concentracoes de sal (BAUR, et al., 2015; SUZUKI, et al., 2011).

Debaryomyces hansenii também tem sido relatado como produtor de proteinas
killer (toxinas) que atuam especificamente nos componentes da parede celular de
células fungicas, podendo ser utilizada para o controle de perdas pds-colheita

acarretadas por fungos (HASHEM e ALAMRI,2009; DAL BELLO, et al., 2008). Dessa
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maneira, consiste em um agente bioldgico que auxilia na reducdo do uso de compostos

quimicos, que além de serem fitotoxicos podem causar danos a saide humana

(CORBACI e UCAR, 2017).

2.4.1.9 Moniliella casei

Pertencentes ao filo Basidiomycota, as leveduras negras estdo reunidas no género
Moniliella. Algumas espécies sdo utilizadas na industria devido a sua capacidade de
fermentagdo e de degradacdo de lipideos; porém, existem relatos de espécies
relacionadas a casos de micoses cutaneas e sistémicas. Morfologicamente, os membros
do género podem ser reconhecidos pela formacdo de colonias negras acinzentadas a
oliviceas e reproducgdo assexuada por brotamento multilateral e pela formacao de hifas e
artroconidios (THANH, et al., 2012; DE HOOG e GUEHO, 1984).

Dentre as espécies que ja foram isoladas de queijos, destaca-se Moniliella casei,
que quando cultivada em caldo YM a 25° C apresenta células ovdides, alongadas e
cilindricas (Figura 14). Sao capazes de crescer em substratos contendo 60% de glicose
ou 10% de NaCl e 5% de glicose. Crescem a 35° C, porém ndo suportam temperaturas

mais elevadas (THAN, et al., 2018).

Figura 14 — Moniliella casei cultivadas em caldo YM a 25°C. Fonte: THAN et al.
(2018).
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2.4.1.10 Kodamaea ohmeri

Pertencentes ao filo Ascomycota e classe Saccharomycetes, as espécies que
compreendem o género Kodamaea sdo representadas principalmente por K.
anthrophila, K. kakaduensis, K. laetipori, K. nitidulidarum e K. ohmeri (SUNDARAM,
et al., 2011). Dentre essas, a K. ohmeri € a de maior importancia, devido sua utilizacdao
na inddstria alimenticia para a fermentacdo de vegetais. Em contrapartida, trata-se de
uma levedura que é considerada patog€nica para pacientes imunocomprometidos,
embora haja divergéncias em relacdo a sua capacidade de causar infec¢des invasivas em
seres humanos (LEE, et al.,, 2007, PUERTO, et al., 2002; CHOY, et al., 2000;
YAMADA, et al., 1995).

Macroscopicamente, pode apresentar uma textura lisa a pregueada e a cor poder
ser branca, creme ou marrom clara. Microscopicamente, podem ser observadas
estruturas de reproducdo sexuada, denominadas de ascos, os quais podem conter de 4 a
8 ascosporos. Variacdes na morfologia da colonia fazem com que Kodamaea sp. sejam
frequentemente confundidas com Cryptococcus ou Candida (SUNDARAM e
BIJULAL, 2011).

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

= Caracterizar a micobiota de fungos filamentosos de QMA produzidos em nove

municipios produtores que caracterizam a regido da Canastra.

3.2 Objetivos Especificos

= [Isolar e caracterizar os fungos filamentosos naturalmente presentes em QMA
produzidos na regido da Canastra;

= Isolar e caracterizar os fungos filamentosos presentes no ambiente de producdo
dos queijos da regidao da Canastra;

= Estabelecer um banco de culturas fungicas tipicas de QMA produzidos na regidao

da Canastra para estudos posteriores.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Industrial
do Departamento de Microbiologia, Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Laboratério de Genética Molecular de Fungos (UFV) e Laboratério de Associacdes

Micorrizicas (UFV).

4.1 Delineamento experimental

Os queijos foram coletados nos nove municipios que compdem a regido da
Canastra, nos meses de novembro de 2018 e janeiro de 2019. Dentre as 16 propriedades
produtoras visitadas, foram coletados 3 queijos de cada. Para a coleta das amostras de
paredes e prateleiras das salas de maturacdo, foram escolhidas 10 regides distintas
aleatdrias e amostradas com o auxilio de um suabe, em dreas delimitadas por moldes
(10 x 5 cm), totalizando-se 500 cm?. Para a obtencdo das amostras provenientes do ar
interno das camaras foram utilizadas 3 placas por propriedade (Figura 15). Todas as
amostras coletadas foram devidamente identificadas e mantidas em caixa térmica até o

momento das analises.

500
3 t?m2 3
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3 0N 3

LE®
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3 500, 3

Figura 15 — Delineamento experimental das coletas na regido da Canastra.
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4.2 Amostras das cAimaras de maturacio

As amostras das camaras de maturacio foram coletadas conforme descrito no item
4.1. Apos a coleta, os suabes foram transferidos para tubos contendo 10 mL de dgua
salina 0,85%, de onde foram realizadas 5 diluicdes seriadas. Posteriormente, foram
pipetados 100 pL das trés ultimas dilui¢des e transferidos para placas contendo Agar
Extrato de Malte (MEA), no qual as amostras foram espalhadas na superficie utilizando
a técnica de spread plate. As placas foram incubadas a 25° C durante 7 dias (PINTO, et
al., 2007).

Para a amostragem dos fungos anemofilos, foi utilizada a técnica de sedimentacdo
espontinea. Placas de Petri contendo Agar Batata Dextrose acidificado com 4cido
tartarico (BDA; pH= 3,5) foram expostas ao ambiente da cAmara de maturacio por 15
minutos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 25°C durante 7 dias (PINTO, et
al., 2007).

As coldnias obtidas foram repicadas para placas contendo MEA para a obtencao
da cultura pura. Antes do plaqueamento, o meio fundido e previamente resfriado foi
acrescido de 10 mL de solucdo alcdolica de cloranfenicol (preparada a partir de 2 g de
cloranfenicol diluidos em 200 mL de dlcool 95% e esterilizados em aparato de filtracao

utilizando-se membranas de 0,45 pm de porosidade) (Micropore, Sdo Paulo, Brasil).

4.3 Isolamento dos fungos do Queijo Minas Artesanal (QMA)

Para o isolamento dos fungos a partir dos queijos, foram utilizadas duas técnicas:
a técnica do suabe e o isolamento direto. Na primeira, a coleta do material utilizando-se
suabe foi realizada em toda a superficie do queijo. O suabe foi, entdo, transferido para
tubos contendo 10 mL de dgua salina 0,85%, de onde foram realizadas 5 dilui¢cdes
seriadas. Posteriormente, foram pipetados 100 uL das trés dltimas diluicdes e
transferidos para placas de MEA, no qual as amostras foram espalhadas na superficie do
meio utilizando a técnica de spread plate. As placas foram incubadas a 25° C durante 7
dias.

No isolamento direto, pequenos fragmentos dos queijos foram selecionados a
partir de regides com coloracdes diferenciadas. Posteriormente, com o auxilio de uma
lupa, foi observado se os fragmentos escolhidos apresentavam estruturas vegetativas ou

reprodutivas dos fungos. As respectivas estruturas foram transferidas com o auxilio de
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uma alca de repicagem estéril para placas contendo MEA. A partir de cada fragmento
de queijo, trés repiques foram feitos em meio MEA em pontos equidistantes da placa.
As placas foram incubadas a 25° C durante 7 dias. As colonias obtidas utilizando as
técnicas (suabe e isolamento direto) foram repicadas para o meio MEA para a obtengao

de culturas puras.

4.4 Manutencao dos isolados

Apds a obtencdo das culturas puras em meio MEA, os isolados obtidos das
camaras de maturagcdo, bem como dos queijos, foram repicados de placas para tubos, no
intuito de construir um banco de culturas fingicas tipicas associadas ao QMA da regido
da Canastra, que foram mantidas sob refrigeracdo. Os fungos foram repicados

periodicamente para evitar o ressecamento.

4.5 Extracao de DNA total das amostras dos queijos

No intuito de identificar os isolados obtidos a partir das técnicas do suabe e
isolamento direto, foi realizada a raspagem do micélio dos mesmos para extracdo do
DNA. Foi utilizado o kit comercial NucleoSpin® Soil (Macherey Nagel, Alemanha),
seguindo as instrugdes do fabricante. As amostras foram quantificadas em nanodrop
(Thermo Scientific NanoDrop, USA), no intuito de verificar a concentragdo de DNA
(ng/uL) por amostra, além de se obter a concentracdo de pureza e de sais, obtidas a

partir das razdes A260/A280 e A260/A230, respectivamente.

4.6 Identificacao molecular

Para a realizacdo da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR), foram utilizados 10
puL do tamp@o Green Flexi, 4 uL de cloreto de magnésio (MgCly), 2 uL. de dNTPs, 2 uLL
do primer ITS 1, 2 uL ITS 4, 0,25 pL de taq. polimerase, 28,75uLL de dgua ultrapura e 1
pL da amostra de DNA. A regido foi amplificada utilizando os primers ITS1 e ITS4
(Figura 16) (Tabela 1).
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A amplificacdo foi realizada utilizando o termociclador (BioRad, Estados
Unidos). As condicdes da PCR foram: 95°C (2 min/1 ciclo); 95° C, 50 ° C, 72° C
(Imin/39 ciclos); e 72°C (10 min/1 ciclo).

Entire ITS rDNA (600 £ 113 bp)

s l TS 3% \ %
}! ms1 ITS 2
Ssu 5.85
(208156 bp) | (83¢2bp) (310267 bp) LSU (627167bp)

‘_

ITS-LSV training set s TS 4 ‘TR‘J‘
Primer anchored method — I —
(Fragments: 50-200 bp, 100-200 bp, 150-200 bp) —_ e

ITS large training set

3 x
Identical Length extraction _ ——
(Fragments: 100 bp, 150 bp, 200 bp) —_— _

Figura 16 — Regido do rDNA com o espaco interno transcrito. Fonte: LUPATINI, et al.
(2008).

Tabela 1 — Primers utilizados no PCR (Rea¢do em cadeia da polimerase)

Regido ITS 1 (Forward) ITS 4 (Reverse)

Primers | 5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 5’>-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’

4.6.1 Eletroforese

Aliquotas de DNA foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8% em
tampao TBE. A eletroforese foi realizada em cubas contendo solucdo TBE 1x como
tampao de corrida, por 30 minutos sob tensdo elétrica de 70V. O gel foi corado
utilizando 2 pL de brometo de etidio para 100 mL do gel, visualizadas em um
transluminador UV da marca L- PIX CHEMI. As imagens dos géis foram digitalizadas
em uma camera digital e transferidas para o computador para anélise.

Aliquotas de produtos de PCR foram analisadas por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao TBE. A eletroforese foi realizada em cubas contendo solucdo
TBE 1x como tampao de corrida, por 30 minutos sob tensado elétrica de 100V. O gel foi
corado utilizando-se 6 uLL de brometo de etidio para 300 mL do gel, visualizadas em um
transluminador UV L-PIX CHEMI (Loccus, Brasil). As imagens dos géis foram

digitalizadas em uma camera digital e transferidas para o computador para anélise.
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4.6.2 Analise de sequéncias

As amostras de PCR dos isolados foram enviadas para sequenciamento utilizando
o método de Sanger. Para verificagdo das sequéncias, utilizou-se o programa MEGA
7.0; em seguida, o programa BLASTn foi usado para comparar sequéncias resultantes

com aquelas mantidas no banco de dados.

4.7 Identificacao dos géneros fiingicos dos isolados do ambiente

Para a identificacdo dos fungos encontrados no ambiente, foram confeccionadas
laminas a partir de fragmentos coletados, sobre as quais foi acrescentada uma gota de
lactoglicerol, preparado na propor¢do 2:2:1 (dgua, glicerol e dacido lético,
respectivamente). A observacdo do talo fungico foi realizada com o auxilio de uma lupa
e fragmentos contendo estruturas vegetativas e reprodutivas do fungo a ser identificado
foram removidas com o auxilio de uma al¢a de repicagem e posteriormente transferidos
sobre a gota de lactoglicerol. Em seguida, a 1amina foi coberta por uma laminula e
observada no microscopio Optico utilizando a objetiva de 40X. A identificacdo foi

realizada a partir da observacao das estruturas reprodutivas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta dos queijos

Durante a coleta dos queijos, dados como as coordenadas geograficas, altitude,

data e hordrio das coletas, foram obtidos por meio do GPS (modelo Etrex Garmin-12

Channel GPS) (Figura 17), bem como informacdes relacionadas a produgdo dos queijos

de cada propriedade (Tabela 2).
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Figura 17 — Mapa com pontos de coleta na regido da Canastra, Minas Gerais

Foram feitos registros fotograficos para posterior catalogacdo, onde € possivel
serem observadas as principais caracteristicas de coloracdo dos queijos, resultados do

crescimento dos fungos filamentosos na casca (Figuras 18 e 19).
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Tabela 2 — Informagdes sobre as coletas.

Data e horario

Propriedade Municipio Coordenadas Altitude | Cadastro IMA? Caracteristicas dos fungos nos queijos da coleta
1 Séo Roque de Minas S201109.1W4621 | 716m Sim Colonias brancas e coloridas 18/11/18 a5 9:15 h
2 Sao Roque de Minas S20 13 18.7 W46 20 826 m Sim Apenas colonias brancas 18/11/18 as 11:23h
3 Vargem Bonita $202005.3W4625 | 814m Nio Apenas colonias brancas 18/11/18 as 15:16h
4 Vargem Bonita 520 23 36.6 W46 26 1136 m Nio Apenas coldnias brancas 18/11/18 as 17:07h
5 Sdo Roque de Minas S20 17 02.9 W46 19 864 m Nao Col6nias diversas coloracdes 19/11/18 as 11:16h
6 Sdo Roque de Minas 52017 02.9 W46 19 870 m Sim Colbnias brancas e amarelas 19/11/18 as 13:00h
7 Piumhi S202436.6 W4555 | 784m Nio Colbnias brancas e amarelas 19/11/18 as 17:28h
8 Medeiros $20 02 03.9 W46 11 824 m Sim Colonias brancas, amarelas, cinzas e eventual | 2(/11/18 as 9:47h
presenca de leveduras alaranjadas e verdes
9 Medeiros S1959413W4612 | 840m Sim Colonias brancas, amarelas ¢ avermelhadas | 20/11/18 as 11:09h
10 Cérrego D’Anta S1948265W4601 | 713m Niio Niio hé colénias 21/11/18 as 8:30h
11 Tapirai S19 50 56.7 W46 09 950 m Sim Colonias brancas, verdes, pretas, amarelase | 21/11/18 as 11:10h
avermelhadas
12 Medeiros $195056.8 W4609 | 1131 m Sim Niio hd coldnias 21/11/18 as 14:01h
13 Tapiraf S1954048 W46 04 | 724m Sim Colonias brancas 21/11/18 as 16:07h
14 Bambui $2037509W4629 | 74lm Sim Colonias brancas e amarelas 10/01/19 as 12:04h
15 Sdo Jodo Batista do Gléria | S20 17 42.2 W46 43 797 m Em andamento Coldnias brancas 11/01/19 as 10:45h
16 Delfinopélis S20 1359.0 W46 05 | 808 m Sim Col6nias brancas 12/01/19 as 10:34h
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LATERAL TOPO/BASE DETALHE

Figura 18 — QMA produzidos em diferentes municipios da Serra da Canastra. (A) Sao
Roque de Minas; (B) Vargem Bonita; (C) Piumhi; (D) Medeiros; (E) Cérrego D’ Anta.
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Figura 19 — QMA produzidos em diferentes municipios da Serra da Canastra. (F)
Tapiraf; (G) Bambui; (H) Sao Jodo Batista do Gléria; (I) Delfinopdlis.

5.2 Identificacao molecular dos isolados dos Queijos

O registro fotografico dos produtos de amplificacdo obtidos pode ser visualizado

na Figura 20.
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Figura 20 — Produtos de amplificacdo por PCR dos isolados fungicos

Os isolados Geotrichum candidum e Kodamaea ohmeri apresentaram o tamanho
de DNA variando entre 310 e 603 pb. Uma das amostras de G. candidum apresentou
tamanho de 603 pb; essa variacdo no tamanho do fragmento de um mesmo
microrganismo se deve provavelmente a delecOes e inser¢des, fendmenos que podem
ocorrer naturalmente no genoma.

Ap6s a realizagdo do sequenciamento utilizando os primers ITS1 e ITS4 (Tabela
3), as sequéncias foram comparadas no NCBI (banco de dados) utilizando a ferramenta
mega BLAST para a identificacdo das possiveis espécies dos gé€neros encontrados.
Deve-se ressaltar, entretanto, que apesar de serem indicadas, técnicas moleculares
visando a detec¢ao de outras regides do genoma se fazem necessdrias para identificacao

fidedigna a nivel de espécie.
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Tabela 3 — Isolados do QMA obtidos da regido da Serra da Canastra

Municipio Propriedade | Género Provavel espécie
1 Geotrichum G. candidum
Debaryomyces D. hansenii
2 Geotrichum G. candidum
Fusarium F. solani
Sao Roque de Minas Aspergillus A. versicolor
5 Fusarium F. solani
Trichothecium T. roseum
6 Geotrichum G. candidum
Fusarium F. solani
Aspergillus A. versicolor
3 Aspergillus A. westerdijkiae
Penicillium P. steckii
Vargem Bonita Fusarium F. oxysporum
4 Fusarium F. solani
Penicillium P. steckii
Diaporthe Diaporthe sp.
Aspergillus A. versicolor
Piumhi 7 Fusarium F. solani
Fusarium F. lichenicola
Mucor M. circinelloides
8 Mucor Mucor sp.
Medeiros Geotrichum G. candidum
9 Fusarium F. solani
12 Penicillium P. steckii
Cérrego D’ Anta 10 Fusarium F. oxysporum
11 Aspergillus A. versicolor
Tapiraf Aspergillus westerdijkiae
13 Fusarium F. solani
Aspergillus A. versicolor
Aspergillus A. westerdijkiae
Bambui 14 Fusarium F. solani
Geotrichum G. candidum
Moniliella Moniliella sp.
Aspergillus A. nomius
Aspergillus A. versicolor
Sao Jodo Batista do 15 Aspergillus A. westerdijkiae
Gloéria Penicillium P. steckii
Fusarium F. solani
Kodamaea K. ohmeri
Aspergillus A. westerdijkiae
Delfinopdlis 16 Penicillium P. citrinum
Fusarium F. solani
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O ndmero de isolados obtidos do QMA, prateleiras, paredes e ar por propriedade

podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4 — Nimero de isolados obtidos por propriedade

Propriedade Fonte de isolamento Isolados por

QMA Prateleira Parede Ar propriedade
1 4 1 2 16 23
2 3 - 1 13 17
3 3 ] ) p o
4 4 - - 15 19
> 4 . 2 6 12
6 4 i _ 4 g
7 4 1 1 11 17
8 5 - 1 6 12
9 1 ] _ 7 g
10 1 ; _ 4 5
1 4 . 1 8 13
12 1 1 _ 8 10
13 ! - 1 7 9
14 5 1 3 11 20
15 6 3 - 6 15
16 5 1 - 6 12
Total 55 8 12 134 209

Dentre todos os isolados obtidos a partir de QMA (n=55), a espécie mais
identificada foi Fusarium solani (21,8%), seguida de Geotrichum candidum (16,4%),
Aspergillus versicolor (16,4%), Aspergillus westerdijkiae (11%), Penicillium steckii
(7,3%), Mucor circinelloides (3,6%), Mucor (3,6%), Penicillium citrinum (3,6%),
Fusarium oxysporum (3,6%), Fusarium lichenicola (1,81%), Aspergillus nomius
(1,81%), Diaporthe infecunda (1,81%), Trichothecium roseum (1,81%), Debaryomyces
hansenii (1,82%), Kodamaea ohmeri (1,82%) e Moniliella (1,82%) (Figura 21).

35



1,81 1,81

1,81

21,81
3,63
3,63
3,63
16,36
7,27
16,36
Fusarium solani Geotrichum candidum = Aspergillus versicolor = Aspergillus westerdijkiae
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Figura 21 — Percentual dos isolados (n=55) de QMA da Serra da Canastra

Em relacdo a porcentagem de isolados para cada um dos nove municipios, Sao
Roque de Minas apresentou o maior nimero (27,2%), conforme o esperado, uma vez
que nesse municipio hd o maior nimero de produtores e que comercializam seus queijos
colonizados superficialmente com fungos, sem retird-los através da lavagem da casca.
Em segundo lugar aparece Vargem Bonita (12,7%), seguida de Medeiros (12,7%), Sao
Jodo Batista do Gléria (10,9%), Tapirai (9,1%), Bambui (9,1%), Delfinopdlis (9,1 %),
Piumhi (7,3%) e Corrego D’ Anta (1,9%) (Figura 22).
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Figura 22 — Percentual de isolados dos queijos por municipio da regido da Canastra.

Os dados acerca dos isolados obtidos dos queijos, considerando-se o total de
isoladas para cada um dos municipios que compdem a Serra da Canastra, estdo
apresentados na Figura 23. Em Sdo Roque de Minas foram obtidos 15 isolados (n=15),
com predominio de Geotrichum candidum (7/15), seguido de Fusarium solani (5/15);
Aspergillus versicolor (2/15), Debaryomyces hansenii (1/5) e Trichothecium roseum
(1/15) (Figura 25). Essas duas ultimas espécies foram isoladas apenas nesse municipio.
Em Vargem Bonita (n=7), Penicillium steckii foi a espécie predominante (2/7), seguido
de Aspergillus spp. (2/7) e Fusarium spp. (2/7). Destaca-se a identificacdao de Diaporthe
infecunda (1/7), fungo isolado apenas nesse municipio. No municipio de Piumhi (n=4),
Fusarium foi o género predominante (3/4), seguido de Aspergillus (1/4). No municipio
de Medeiros (n=7), Mucor spp. corresponderam as espécies com maior nimero de
isolados (4/7), seguido de Fusarium solani (1/7), Penicillium steckii (1/7) e Geotrichum
candidum (1/7). Em Tapirai (n=5), Aspergillus foi identificado como o género em 80%
dos isolados (4/5), seguido de Fusarium (1/5). Em Bambui (n=5), foram identificadas
espécies de Aspergillus (2/5), Fusarium (1/5) e Geotrichum (1/5), bem como Moniliella
(1/5), género identificado apenas nos queijos desse municipio. Em Sdo Joao Batista do
Gloéria (n=6), Aspergillus correspondeu ao género mais identificado dentre os isolados
(3/6), seguido de Fusarium (1/6), Penicillium (1/6) e Kodamaea (1/6). K. ohmeri foi

identificado apenas no referido municipio. Em Delfindpolis (n=5), foram identificados
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como Aspergillus westerdijkiae 40% dos isolados (2/5), bem como Penicillium citrinum
(2/5); Fusarium solani correspondeu a 20% dos isolados obtidos dos queijos (1/5). Por
fim, em Corrego D’Anta apenas 1 isolado foi obtido a partir dos queijos, identificado
como Fusarium oxysporum. Os demais isolados, por corresponderam a leveduras, nao

foram identificados a nivel molecular.

CORREGO D’ ANTA Fusarium oxysporum...

=y

Fusarium solani
DELFINOPOLIS Penicillium citrinum

Aspergillus westerdijkige...

| =
N

Kodamaea ohmeri

Penicillium steckii

SAO JOAO BATISTA Fusarium solani
DO GLORIA ; .
Aspergillus nomius
Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus versicolor...

Moniliella
Geotrichum candidum
BAMBUI Fusarium solani

Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus versicolor...

Fusarium solani
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TAPIRAI Aspergillus westerdijkiae

Aspergillus versicolor... 3

Geotrichum candidum 1
Penicillium steckii I 1
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ik
Mucor sp. I
Mucor circinelfloides... n—————
Fusarium lichenicola 1
PIUMHI Aspergillus versicolor 1
Fusarium solani... 2

Digporthe infecunda 1 1
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VARGEM BONITA Fusarium oxysporum I 1|
Aspergillus westerdijkice I 1

Aspergillus versicolor 4

Penicillium steckii... ma———— 2

Trichothecium roseurm —— 1
_ Debaryomyces hansenii IS 1
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DE MINAS Aspergillus versicolor 2
Fusarium solani 4

Geotrichum candidum... 7
0 1 2 3 4 5 6 7 8

porcentagem de isolados

Figura 23 — Numero de isolados fingicos do QMA considerando-se os 9 municipios que
constituem a Serra da Canastra.
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5.3 Identificacao dos isolados do ambiente

Ap6s a identificagdo microscopica de 134 fungos anemofilos a nivel de género,
foi observado que os que apresentaram predominancia nos municipios foram:
Aspergillus, Penicillium, Geotrichum e Cladosporium (Figuras 24 e 25). Porém, deve-se
destacar que para grande parte dos isolados, ndo foi possivel realizar a identificacdo a
nivel de género, uma vez que ndo apresentava estruturas reprodutivas, o que resultou em
sua classificacdo como Mycelia sterilia (MS). A identificacdo desses isolados sO seria
possivel mediante sequenciamento.

Em amostras de Sao Roque de Minas (SRM) foram obtidos 39 isolados, dos quais
Mycelia sterilia representou a maior parte (29/39), seguido de Aspergillus (6/39),
Cladosporium (2/39); Penicillium (1/39) e Geotrichum (1/39) (Figura 24). Em amostras
de Vargem Bonita (VB) foram obtidos 21 isolados, identificados como Mycelia sterilia
(18/21), Penicillium (2/21) e Cladosporium (1/21). Em Piumhi foram obtidos 11
isolados, dos quais observou-se que Mycelia sterilia foi predominante (8/11); seguido
de Aspergillus (2/11) e Geotrichum (1/11). Em amostras de Medeiros foram obtidos 21
isolados e em Delfinopdlis, 6 isolados; em ambos os casos, todos os isolados foram
identificados como Mycelia sterilia (100%). Em Bambui foram obtidas 11 isolados,
identificados como Mycelia sterilia (7/11) e Aspergillus (4/11). Em amostras de Sao
Jodo Batista do Gldria, foram obtidos 6 isolados, correspondentes a Mycelia sterilia
(3/6), Aspergillus (1/6), Penicillium (1/6), Cladosporium (1/6). Em amostras de Tapirai
foram obtidos 15 isolados, identificados como Mycelia sterilia (12/15), Penicillium
(1/15), Geotrichum (1/15) e Cladosporium (1/15). Por fim, em amostras de Coérrego
D’Anta foram obtidos 4 isolados, identificados como Mycelia sterilia (3/4) e

Cladosporium (1/4).
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Figura 24 — Fungos anemofilos isolados nas camaras de maturacgdo (colOnias a esquerda

e laminas a direita): (A) Aspergillus; (B) Penicillium; (C) Geotrichum; (D)
Cladosporium
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Figura 25 — Fungos anemofilos isolados dos municipios da Serra da Canastra. (A) Sdo
Roque de Minas; (B) Vargem Bonita; (C) Tapiraf; (D) Cérrego D’ Anta; (E) Bambui;
(F) Sao Joao Batista do Gléria; (G) Piumhi; (H) Medeiros; (I) Delfinopdlis.

Das amostras referentes a paredes e prateleiras, foram confeccionadas 20 laminas
para identificacdo microscOpica a nivel de género. Deve-se ressaltar que umas das
limitacdes dessa etapa foi a pequena quantidade de fungos filamentosos obtida na etapa
de isolamento. A técnica do suabe, utilizada na obtencdo desses isolados, pode ter

favorecido a predominéncia de leveduras.
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Em Sdo Roque de Minas os géneros fungicos encontrados em paredes, prateleiras
e ar foram Geotrichum e Cladosporium. Em contraste, Aspergillus e Penicillium foram
isolados somente em amostras do ar. A predominancia de G. candidum nos queijos
produzidos nesse municipio pode estar relacionada a sua ampla distribuicio no
ambiente de producgdo (salas de maturacdo). Dessa maneira, os resultados aqui obtidos
confirmam outras observacdes descritas na literatura, nas quais os autores descrevem a
ocorréncia dessa espécie no solo, plantas, dgua, leite cru e produtos licteos; além disso,
G. candidum é comumente encontrado no ar. Além de estar presente nas amostras de
Sdao Roque de Minas, o fungo também foi encontrado nos queijos produzidos em
Medeiros e Bambui (Figura 26 A).

A morfologia leveduriforme ou filamentosa de G. candidum pode variar,
dependendo das caracteristicas do queijo no qual se encontra (MARCELINO e
BENSON, 2014). Geralmente o crescimento de G. candidum é observado na superficie
do queijo em torno do terceiro dia de maturacdo. Em queijos como Saint-Marcellin, G.
candidum recobre a superficie do queijo com uma camada uniforme aveludada e branca
(GUEGUEN e SCHDMIDT, 1992). J4 em queijos como Camembert e Brie, o fungo
pode estar envolvido também com P. camemberti. Em queijos como Reblochon, G.
candidum apresenta-se em associacdo com Brevibacterium, uma bactéria propidnica;
nesse caso, ambos sdo responsdveis pela crosta branca- avermelhada que esse tipo de
queijo apresenta (ARFI, LANDAUD, BONNARME, 2006). Em queijos produzidos no
sul da Itélia ja foi relatada a ocorréncia da espécie (MONTAGNA et al., 2004). Além
disso, o fungo ja foi isolado do queijo Divle Cave, produzido artesanalmente e
amadurecido em cavernas envoltos em sacos de pele de cabra em uma pequena aldeia
na Turquia (OZTURKOGLU-BUDAK, et al., 2016).

Um dos principais efeitos das lipases de G. candidum € sua contribuicio no
desenvolvimento do sabor e textura de vdérias classes de queijos. Além disso,
aminopeptidases de G. candidum tém sido relacionadas a reduc¢do do gosto amargo em
queijo Camembert devido a quebra de peptideos liberados pelas proteases de
Penicillium camemberti (BOUTROU et al., 2006). Outros estudos realizados
demonstraram que G. candidum produz compostos como o dcido D-3-fenilacético,
capaz de inibir o crescimento de microrganismos patogénicos, como Listeria

monocytogenes (DIEULEVEUX e GUEGUEN, 1998).

42



Geotrichum candidum Trichothecium roseum Debaryomyces hansenii

Familia: Dipodasca ; Ordem: Saccl yC Familia: Incertae sedis; Ordem: Hypocreales; Familia: Saccharomycetaceae; Ordem: Saccharomycetales;

Classe: Saccharomycetes Filo: Ascomycota; Reino: Fungi  Classe: Sordariomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Saccharomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi

. Ly 5 o eyye g e
Kodamaea ohmeri Moniliella sp. Penicillium steckii
Familia: Incertac sedis; Ordem: Saccharomycctales; Familia: Monilicllaceae; Ordem: Monilicllales; Familia: Aspergillaceac; Ordem: Eurotiales;
Classe: Saccharomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Tremellomy ; Filo: Basidiomycota; Reino: Fungi Classe: Furotiomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi

- ' L L . .
Diaporthe infecunda Mucor circinelloides
Familia: Aspergillaceae; Ordem: Eurotiales; Familia: Diaporthaceae; Ordem: Diaporthales; Familia: Mucoraceae; Ordem: Mucorales;
Classe: Eurotiomycctes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classc: Sordariomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Mucoromycetes: Filo: Zygomycota; Reino: Fungi

Fusarium solani Fusarium oxysporum Fusarium lichenicola
Familia: Nectriaceae; Ordem: Hypocreales; Familia: Nectriaceae; Ordem: Hypocreales; Familia: Nectriaceae; Ordem: Hypocreales;
Classe: Sordariomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Sordariomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Sordariomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi

Aspergillus versicolar Aspergillus westerdijkié Aspergillus nomius

Familia: Aspergillaceae; Ordem: Eurotiales; Familia: Aspergillaceae; Ordem: Eurotiales; Familia: Aspergillaceae; Ordem: Eurotiales;

Classc: Eurotiomycetes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Eurotiomycctes; Filo: Ascomycota; Reino: Fungi Classe: Eurotiomycctes; Filo: Ascomycota: Reino: Fungi

Figura 26 — Fungos filamentosos e leveduras isolados do QMA das propriedades
produtoras da Serra da Canastra. A identificacdo “Incertae sedis” (posi¢do incerta)
corresponde a uma nomenclatura taxondmica que indica a impossibilidade de se
estabelecer a posicdo exata de um taxon dentro da classificacao.
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A atividade proteolitica de G. candidum pode provocar uma aparéncia enrugada
na casca, que é conhecida popularmente como “pele de sapo”. Em alguns queijos, essa
aparéncia é desejavel, como aqueles feitos a partir de leite de cabra; no entanto, se
ocorrer de maneira acentuada, pode acarretar em uma casca escorregadia, caracteristica
indesejada. Cabe ressaltar que G. candidum ndo € considerado um agente de intoxicacao
alimentar e é geralmente seguro, uma vez que nenhuma doencga transmitida por
alimentos tem sido associada ao consumo de produtos contendo o fungo em questdo
(MARCELLINO e BENSON, 2014). Pottier et al. (2008) avaliaram a importancia de G.
candidum para a industria de laticinios francesa e calcularam que este fungo estava
presente em cerca de 600.000 toneladas de queijo francés, um terco da producio total.
Os autores ainda destacam que, em um ano, o consumo de queijo por pessoa contendo
G. candidum na Franc¢a na época foi de 8 kg.

T. roseum foi encontrado somente no municipio de Sao Roque de Minas (Figura
26 B). A ocorréncia da espécie ja foi relatada em queijos produzidos na Francga,
maturados em palhas de centeio. Quando produzido dessa maneira, o uso da palha de
centeio favorecia o processo de sucessdo fungica ocorrida na casca do queijo. A espécie
estd associada principalmente a cereais. Trata-se de um fungo saprofitico e
fitopatogénico, encontrado em graos principalmente em estacdes de alta precipitagcdo, o
que estd de acordo com sua ocorréncia nos queijos avaliados nesse estudo, coletados
durante a época de chuvas. Ao encontrar condi¢des de alta umidade — como o ambiente
de cavernas utilizadas para a maturagdo de alguns queijos — o fungo tem seu
crescimento e esporulacdo estimulados. Outra caracteristica interessante da sua
ocorréncia em queijos € o favorecimento do crescimento de dcaros; em queijos
produzidos em Auvergne, na Franca, pesquisadores relacionaram a produc¢do de alguns
compostos por 7. roseum, como cis e trans-octa-1,5-dien-3-ol, considerados substancias
atrativas para dcaros em estacdes Umidas (SHAMSI e ULTANA, 2008;
MCPARTLAND e HILLING, 2008; BLANDINO et al., 2003; ISHII et al., 1986).
Marcellino e Benson (2014) relatam que embora a contribui¢do de 7. roseum no sabor
de queijos como Saint-Nectaire ndo tenha ainda sido estudada, este fungo é conhecido
pela sua atividade lipolitica.

Leveduras como Debaryomyces hansenii (Figura 26 C), Kodamaea ohmeri
(Figura 26 D) e Moniliella (Figura 26 E) foram encontradas nos municipios de Sao
Roque de Minas, S3o Jodo Batista do Gléria e Bambui, respectivamente. O

desenvolvimento das leveduras D. hansenii e K. ohmeri em queijos da Canastra estd de
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acordo com resultados obtidos por outros estudos; 0s mesmos microrganismos ja foram
identificados em queijos produzidos na Serra do Salitre, Minas Gerais, bem como nos
queijos Divle Cave, produzidos na Turquia (OZTURKOGLU-BUDAK, et al., 2016;
LIMA, et al., 2009). Além disso, outros autores verificaram a presenca de D. hansenii e
K. ohmerii em queijos, pingo e coalhada da Serra da Canastra (BORELLI, et al., 2006).
A presenca de leveduras ocorre naturalmente em vdrios queijos, sobretudo em queijos
fabricados a partir do leite cru, podendo ser encontrada em grande quantidade devido
sua boa adaptacdo ao substrato rico em lipidios, proteinas, actcares e 4cidos organicos;
sua ocorréncia € esperada devido ao teor de umidade e concentracdo de sal que esses
produtos apresentam. Além disso, as leveduras apresentam atividade proteolitica e
lipolitica que auxiliam no desenvolvimento do sabor e aroma do queijo (BERESFORD
e WILLIAMS, 2004). Apesar de Moniliella se tratar de uma levedura pouco comum em
queijos, sua ocorréncia ja foi relatada em alimentos cdrneos e em seus respectivos
ambientes de processamento (THANH, et al., 2012). Ademais, outros estudos a
detectaram em determinadas espécies de flores no Vietnda (THANH e HIEN, 2018).
Acredita-se, portanto, que sua ocorréncia em queijos da Canastra provavelmente é
decorrente de sua dissemina¢do no ambiente rural.

Em Vargem Bonita ndo foi identificado nenhum género flingico nas amostras de
paredes e prateleiras; porém, o género predominante tanto em amostras de queijos como
em amostras do ar foi Penicillium, o que parece ser, portanto, o agente de dispersdao dos
fungos nos queijos (VISAGIE, et al., 2014). Dentre as espécies identificadas destacam-
se P. steckii (Figura 26 F) e P. citrinum (Figura 26 G). Penicillium citrinum foi
encontrado em amostras do queijo somente em Delfinop6lis; em outros estudos, o fungo
foi encontrado em castanhas chinesas. Outra espécie identificada foi P. steckii, que
esteve presente nos municipios de Vargem Bonita, Medeiros € Sdo Jodao Batista do
Gléria. Deve-se destacar que o seu desenvolvimento foi observado em municipios de
altas altitudes, com predominancia no municipio de Vargem Bonita, que apresenta a
maior altitude dentre as avaliadas nesse estudo. Em outros trabalhos, P. steckii foi
encontrado em castanhas, grdos de café e em varios tipos de alimentos e racdes
(OSTRY, MALIR, RUPRICH, 2013; MISLIVEC, BRUCE, GIBSON, 1983).

A presenca de outras espécies no queijo que ndo as relatadas anteriormente devem
ser consideradas, uma vez que autores j4 relataram, por exemplo, a ocorréncia natural de
P. roqueforti em queijos de cavernas produzidos no sul da Itidlia (ANELLI, et al., 2019).

Por outro lado, um estudo baseado na microbiota deteriorante de queijos sugeriu que as
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espécies de Penicillium mais frequentes sdo P. verrucosum, P. commune, P. palitans e
P. nalgiovense (LUND, FILTENBORG, FRISVAD, 1995).

O fungo Diaporthe infecunda foi encontrado somente no municipio de Vargem
Bonita (Figura 26 H). Trata-se de um género fingico que compreende espécies
patogénicas, endofiticas e saprofiticas, com distribuicdo em regides temperadas e
tropicais.

Em Medeiros o unico género encontrado em paredes foi Cladosporium, ao
contrdrio das amostras de ar, onde ndo foi possivel isolar nenhum fungo. A
predominancia de Mucor nos queijos deste municipio provavelmente é devida a uma
outra fonte que ndo a aérea. Trata-se de um género bastante disseminado no solo e que é
comumente encontrado em queijos maturados em cavernas. Enquanto o crescimento de
Mucor € tipico em queijos tradicionais como Saint-Nectaire € Tomme de Savoie, em
queijos como Camembert e Brie a presenca deste ndo apresenta efeitos positivos
(MARCELLINQO, et al., 2001; MICHEL, HAUWUY, CHAMBA, 2001). O crescimento
otimo de fungos do género ocorre em valores de pH de 5,0 a 6,0, atividade de dgua
maior que 0,95 e em uma faixa de temperatura de 20 a 25° C (BRENET, et al., 1972);
tais caracteristicas impactam diretamente no crescimento do fungo; assim, componentes
do substrato e temperatura do ambiente no qual o queijo se encontra sdo imprescindiveis
para sua ocorréncia.

Dentre as principais espécies, M. circinelloides foi encontrada na superficie dos
queijos produzidos na Canastra (Figura 26 I). Outros autores relataram a presenca da
espécie M. racemosus em queijos Divle Cave, com reconhecidas atividades proteolitica
e lipolitica (OZTURKOGLU-BUDAK, 2016). Embora Mucor seja frequentemente
onipresente, algumas espécies ja foram relatadas ocorrendo especificamente em
determinados nichos ecoldgicos. Protease aspartica extracelular (MCAP) produzida por
M. circinelloides apresentou atividade coagulante, representando um potencial
substituto da quimosina (protease aspartica) de origem animal. As proteases apresentam
grande importancia durante a fabricacdo de queijos, pois sua atividade afeta na
qualidade do produto, melhorando o sabor e as propriedades funcionais (SALGADO, et
al., 2013).

Outros alimentos podem também conter o fungo. Kim et al. (2015) relataram a
ocorréncia de M. circinelloides em amostras de Meju (bolo fermentado de soja), bem
como no ar da sala de fermentag¢do desse produto. O revestimento externo dos esporos

de Mucor apresenta capacidade de absorver umidade; assim, podem se aderir facilmente
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a vdrias superficies, como roupas, utensilios utilizados na fabricacdo de queijos, maos
dos produtores, podendo também estar dispersos no ambiente imido (BRENET, et al.,
1972).

Em Piumhi o tdnico género encontrado em prateleiras e ar foi Geotrichum.
Aspergillus foi encontrado apenas em amostras do ar. A predominéncia deste no ar e sua
presenca nos queijos produzidos neste municipio podem estar relacionadas. Apesar de
Fusarium estar em predominancia nos queijos e este nao ter sido observado em
amostras do ambiente, deve-se destacar que a capacidade de esporulagdo de alguns
fungos depende, muitas vezes, do substrato em que se encontra e das condi¢des de
incubacdo.

Dentre as espécies que foram encontradas na superficie dos queijos, a que mais se
destacou foi F. solani (Figura 26 J), cuja presenca foi observada em todos os
municipios, exceto Corrego D’Anta. J& F. oxysporum (Figura 26 K) estava presente em
Vargem Bonita e Corrego D’Anta. A ocorréncia dessas espécies provavelmente esta
relacionada a sua presenca no local de producdo, uma vez que se trata de um género
amplamente disperso no ambiente. O contato do fungo com os queijos pode ter ocorrido
durante o processo produtivo, seja através da dgua ou até mesmo pela presenca de seus
esporos nas roupas dos produtores, uma vez que estes geralmente t€ém contato direto
com o solo ou plantacdes nas quais muitas espécies do Fusarium sao consideradas
fitopatogénicas. Richard et al. (2007) relataram a presencga de F. solani e F. oxysporum
em milho e cevada, respectivamente. Outra espécie encontrada no presente estudo foi F.
lichenicola (Figura 26 L). Nao h4 relatos de sua presenca em queijos; alguns estudos
tém relatado sua ocorréncia em seres humanos, em amostras de humor aquoso (liquido
responsavel por nutrir a cérnea e o cristalino) de pacientes submetidos a cirurgia de
catarata (BAGYALAKSHMI, 2007); e unhas de uma paciente diagnosticada com
leucemia promielocitica aguda (RODRIGUEZ-VILLALOBOS, et al., 2003).

Em Tapirai o género Cladosporium se fez presente em amostras do ar e paredes.
Em contrapartida, Penicillium e Geotrichum foram encontrados apenas no ar. Apesar de
ndo terem sido encontrados em amostras de queijos, outros géneros como Aspergillus
foram encontrados com frequéncia.

Em Bambui, Cladosporium se fez presente somente em amostras de parede; ja
Aspergillus, apenas no ar. Pode-se inferir, a partir dessas consideracdes, que a
predominancia deste ultimo género nos queijos ali produzidos deve estar relacionada a

sua deposi¢ao natural na superficie dos mesmos.
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Em Sao Joao Batista do Gléria, Aspergillus foi predominante tanto no ar quanto
nas prateleiras, o que indica as provdveis fontes do microrganismo para queijos
produzidos nessa localidade.

Em Delfinopdlis, Cladosporium esteve presente apenas nas prateleiras. Apesar de
nenhum fungo ter sido detectado no ar e Aspergillus ser o fungo predominante nos
queijos, ndo se deve descartar a possibilidade do ar se constituir de uma importante
fonte, uma vez que a esporulagdo dos fungos depende diretamente do substrato em que
se encontram.

Dentre as provaveis espécies do género Aspergillus identificadas, destacam-se: A.
versicolor (Figura 26 M), A. westerdijkiae (Figura 26 N) e A. nomius (Figura 26 O). Em
queijos Ras, produzidos no Egito, A. versicolor foi encontrado, acarretando em perdas
econOmicas devido as alteracOes indesejaveis que acarreta no produto, como ma
aparéncia, descoloracdo e desenvolvimento de sabores indesejaveis (MARCELLINO e
BENSON, 2014). Destaca-se, ainda, o fato de ser uma espécie comumente encontrada
no ar, constituindo-se, esta, como uma fonte frequente de contaminacao (VUJANOVIC,
SMORAGIEWICZ, KRZYSZTYNIAK, 2001). A presenca de A. westerdijkiae também
foi detectada em queijos de caverna produzidos no sul da Itdlia; nesse tipo de produto,
fungos naturalmente presentes nas paredes das cavernas atuam como parte da
microbiota secunddria para o amadurecimento do queijo (MONTAGNA, et al., 2004). A
espécie A. nomius foi encontrada em queijos produzidos na Hungria, em amostras de
solo, milho e arroz na Taildndia e em castanhas no Brasil (BARANYI, et al., 2015).
Provavelmente a ocorréncia dessas espécies nos queijos da Canastra estd relacionada a
sua presenca no ar, utensilios utilizados durante a cadeia produtiva e até mesmo do
proprio produtor, que pode, apds atividades agricolas, carrear esporos em suas
vestimentas ou maos.

Na propriedade de Corrego D’Anta nao foram detectados fungos nas amostras de
paredes e prateleiras; em contraste, Cladosporium foi identificado no ar. Nesse
municipio foi possivel observar a presenca de somente um unico fungo filamentoso (F.

oxysporum), com predominancia de leveduras nos queijos produzidos na localidade.
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6. CONCLUSOES

* A microbiota de fungos filamentosos do QMA variou conforme a propriedade

produtora, considerando-se 0s 9 municipios que compdem a Serra da Canastra.

= A caracterizacdo dos fungos presentes nos queijos da Serra da Canastra forneceu
informacdes importantes acerca das principais espécies presentes no produto

final.

= Geotrichum candidum, Mucor circinelloides, Trichothecium roseum e
Aspergillus westerdijkiae foram as principais espécies encontradas ja
referenciadas como de importancia na producdo de queijos maturados em

diversos estudos.

»  Penicillium citrinum e P. steckii, Fusarim oxysporum e Aspergillus versicolor
foram as espécies potencialmente produtoras de micotoxinas. No entanto, sua
producdo ¢ influenciada por parametros intrinsecos do produto — como atividade
de agua, concentracdo de sais e pH — bem como pela complexa microbiota do
queijo, € novos estudos sdo necessarios para verificar sua presenga no produto

final.

= As espécies aqui apresentadas deverdo ser submetidas a estudos de taxonomia
definitiva, uma vez que para se obter a identificacao fidedigna a nivel de espécie

outras regides do genoma devem ser analisadas.
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