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RESUMO 

 

SILVA, João Marcos Maia, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2020. Micobiota 
core de queijos de leite cru produzidos na região da Serra da Canastra. Orientador: José 
Guilherme Prado Martin.  
 

O Queijo Minas Artesanal (QMA) da Canastra apresenta relevância histórica, sócio-cultural e 

econômica para o Estado de Minas Gerais. Além de ser caracterizado por uma produção 

exclusivamente artesanal, que tem perdurado ao longo dos últimos dois séculos, o processo de 

produção do QMA da Canastra também é um dos principais responsáveis por sua assinatura 

organoléptica, principalmente decorrente da ação de microrganismos presentes na matéria-

prima e no ambiente de produção, caracterizando o terroir do QMA da Canastra. A 

identificação dessa comunidade microbiana, portanto, é um desafio complexo, tendo em vista 

a grande variedade de microrganismos presentes, bem como a não culturabilidade de grande 

parte da microbiota. Dessa forma, a abordagem por metagenômica se mostra uma importante 

ferramenta na compreensão da estrutura e função da microbiota do QMA. Este estudo teve 

como objetivo comparar a micobiota de queijos artesanais de leite cru produzidos nos 9 

municípios que compreendem a região da Serra da Canastra, bem como identificar a existência 

de uma micobiota core. Para obtenção dos dados de metagenômica, foi realizada a extração de 

DNA total dos queijos esequenciamento da região ITS1 pela plataforma Illumina, USA. Foram 

analisadas 585.614 sequências, agrupadas em 211 OTUs. Um padrão de aumento dos índices 

de diversidade alfa em relação à altitude das propriedades produtoras foi detectado. Os gêneros 

Debaryomyces, Trichosporon, Fusarium e Candida foram os prevalentes nas amostras 

analisadas. A estrutura das comunidades microbianas dos queijos artesanais foi diversificada 

em todas as amostras. Foram revelados diversos padrões de co-exclusão e co-ocorrência 

importantes para o equilíbrio da micobiota dos queijos, além de vias metabólicas responsáveis 

por produzirem compostos voláteis que estão relacionados às características organolépticas 

previamente descritas nos queijos da Canastra. A partir desses resultados, foi possível 

caracterizar a micobiota core dos queijos artesanais da Canastra, além de relacionar os 

potenciais papéis desses microrganismos na construção da identidade organoléptica do produto. 

 

Palavras-chave: Queijos. Metagenômica. Fungos. 

 

 



      

 

 

 

ABSTRACT 

 

SILVA, João Marcos Maia, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2020. Mycobiota 
core of raw milk cheeses produced in Serra da Canastra region. Adviser: José Guilherme 
Prado Martin.  
 

The Artisanal Minas Cheese (QMA) produced in Canastra region has historical, socio-cultural 

and economic relevance for Minas Gerais State. Besides its exclusively artisanal production, 

which has survived for almost two centuries, the production process of Canastra cheese is also 

the main responsible for the organoleptic signature of the product, mainly due to the action of 

microrganisms  from raw material and environment,  featuring the terroir of Canastra QMA. 

The identification of its microbial community, therefore, is a complex challenge, considering 

the great diversity of microorganisms, as well as the non-culturability of part of the microbiota. 

Thus, the metagenomics approach proves to be an important tool to understand the microbiota 

structure and function in QMA. This study aimed to compare the mycobiota of artisanal cheeses 

produced in Serra da Canastra region in 9 different cities, as well as to verify the presence of a 

core mycobiota. For the metagenomics analysis, the total DNA in cheeses was extracted and 

the ITS1 region was sequenced by the Illumina. 585,614 sequences were analyzed, grouped 

into 211 OTUs. A pattern of increased alpha diversity indexes was detected considering the 

altitude of the properties. Debaryomyces, Trichosporon, Fusarium and Candida were the most 

prevalent genera in the cheeses. The structure of the microbial communities in cheese samples 

was diversified across all samples. Several co-exclusion and co-occurrence patterns important 

for the balance of cheese mycobiota were revealed, as well as metabolic pathways responsible 

for volatile compounds production related to sensorial characteristics previously described in 

Canastra cheese. From these results, it was possible to characterize the core mycobiota of 

Canastra cheeses and propose the potential roles of these microorganisms in quality atributes 

of the product. 

 

Keywords: Cheeses. Metagenomics. Fungi.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

O Queijo Minas Artesanal (QMA) é um dos mais antigos do país; registros históricos de 

sua produção datam do século XVIII, durante a exploração e colonização do interior do Brasil 

pelos portugueses (MACHADO et al., 2004). É caracterizado pela produção manual, em 

pequenas quantidades, com mecanização limitada e por técnicas específicas de cada região no 

qual é produzido (KAMIMURA et al., 2019). Além disso, a produção de QMA é reconhecida 

como um patrimônio cultural brasileiro (IPHAN, 2008). 

Além da relevância para a cultura e história mineiras, o QMA representa importante fonte 

de renda para o agricultor familiar. Em muitos casos, a atividade queijeira é sua principal fonte 

de renda. Portanto, a fabricação de um produto de qualidade é fundamental para a produção 

agropecuária do Estado de Minas Gerais. Dentre as diversas regiões produtoras, a Serra da 

Canastra é uma das mais tradicionais, sendo, hoje, amplamente reconhecida quanto à produção 

de queijos no país (SOBRAL et al., 2017). 

Dentre os fatores que influenciam as características de cada tipo de QMA, destacam-se 

condições de clima, umidade, altitude, tipo de pastagem consumida pelo rebanho leiteiro, bem 

como o sistema produtivo, que deve sempre estar em concordância com as Boas Práticas de 

Fabricação. Por ser artesanal, o processo de produção do QMA resulta em produtos com 

diferenças significativas, observadas não apenas entre as regiões, mas também dentre 

produtores de uma mesma região (PINTO et al., 2009). 

Geralmente, ao término do processo de fabricação do queijo da Canastra, as peças são 

lavadas em água corrente e secadas para a remoção de fungos que eventualmente surgem 

durante a maturação. Esporos produzidos por fungos presentes no ambiente das queijarias 

eventualmente depositam-se sobre os queijos e ali diversos fungos se desenvolvem. Após 

alguns dias, as estruturas vegetativas/reprodutivas ficam evidentes pela formação de colônias 

de fungos filamentosos e leveduras na superfície dos queijos (SARAIVA et al., 2012). 

Durante a maturação do QMA, os produtores realizam a raspagem da casca dos queijos 

visando à remoção de fungos crescidos na superfície dos mesmos. Esse processo é 

popularmente conhecido como ‘‘toalete do queijo” e influencia diretamente na diversidade 

microbiológica e na caracterização do produto como um autêntico QMA (ROCHA, 2004). 

Alguns produtores, interessados nas características sensoriais atribuídas a fungos 

presentes no ambiente de produção, têm adotado a prática de se preservarem esses 

microrganismos sobre os queijos, uma vez que têm importante participação na maturação do 

produto (SANT’ANNA et al., 2019). ‐sses fungos, que possuem intensa atividade bioquímica, 
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realizam processos de lipólise e proteólise na massa dos queijos, o que resulta em aspectos 

organolépticos distintos, sendo de interesse de alguns produtores que vislumbram nesse tipo de 

produto um nicho de mercado a ser explorado. Os queijos artesanais de casca florida têm 

ganhado, nos últimos anos, cada vez mais espaço no mercado brasileiro, com maior valor 

agregado em relação aos demais queijos, sendo, inclusive, reconhecido nacional (PEREIRA et 

al., 2014; KAMIMURA et al., 2020) e internacionalmente (MONDIAL DU FROMAGE ET 

DES PRODUITS LAITIERS, 2019). 

Tendo em vista o potencial econômico de queijos artesanais maturados por fungos 

naturais, a prática de se preservá-los na superfície da casca do queijo ao longo do processo de 

maturação, quando da não realização da etapa de raspagem, resulta em um produto final 

diferenciado, que não cumpre estritamente os requisitos básicos necessários para sua 

classificação como um legítimo QMA da Canastra. Acredita-se, portanto, que em um futuro 

breve uma nova categoria de queijo poderá ser criada, de maneira a atender esses produtores 

que suprimem uma das etapas de produção do QMA para o desenvolvimento de características 

sensoriais de interesse, cada vez mais valorizadas e que agregam valor ao produto final. 

Durante o processo de fabricação de queijos, ocorre o fenômeno de dinâmica 

populacional, que pode variar de acordo com as condições de umidade, altitude, pH, tempo de 

maturação e pressão atmosférica (CALZADA et al., 2014). Dessa forma, é esperado que tal 

dinâmica influencie diretamente nas características dos queijos, a depender de suas condições 

de produção, visto que cada queijo possui uma assinatura geográfica e microbiana única 

(SANT’ANNA et al., 2019). Portanto, a elucidação do papel da micobiota do ambiente de 

produção (equipamentos e câmaras de maturação), matéria-prima e produto final é crucial para 

o fortalecimento da identidade de cada queijo artesanal (CARPINO et al., 2017). 

Estudos envolvendo metagenômica têm ganhado destaque nos últimos anos por permitir 

a identificação dos microrganismos do diverso ecossistema dos queijos artesanais, 

independentemente de sua culturabilidade (GEUGNIEZ et al., 2017). Uma vez que esse tipo de 

estudo se baseia na análise do DNA total extraído, os limites dos métodos tradicionais de cultura 

podem ser evitados, abrangendo, portanto, toda a microbiota da amostra, mesmo aquela viável 

mas não cultivável (UNTERSEHER et al., 2011). 

Dessa forma, a abordagem com ferramentas ômicas é de importante valia, uma vez que 

se mostra rápida, sensível e reprodutível, garantindo que haja a compreensão das relações 

microbianas com aspectos de interesse em alimentos, como segurança microbiológica e 

garantia da qualidade. Além disso, é possível identificar a assinatura microbiana de cada queijo 
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e associá-la a metadados relativos às características geográficas das propriedades produtoras, 

bem como aos procedimentos adotados pelos produtores de queijos artesanais. 

 

2. REFERENCIAL TEÓRICO  
 

2.1 QMA da Serra da Canastra 

  

O QMA é um dos produtos mais antigos e tradicionais produzidos no Brasil (DAS 

DORES & FERREIRA, 2012). Originou-se em pequenas fazendas em Minas Gerais, ainda no 

século XVIII, sendo um dos queijos mais produzidos e comercializados no país (AGÊNCIA 

MINAS, 2019). É um produto com aproximadamente 42% de umidade (JÚNIOR et al., 2009), 

de aspecto semi-duro, coloração amarelo-pálida e discreta acidez (BOTELHO et al., 2013). 

Atualmente, o Estado de Minas Gerais é reconhecido como um dos maiores produtores de 

queijos artesanais. Além de sua relevância sociocultural, o QMA é também a única fonte de 

renda de muitas famílias de pequenos produtores que vivem desta centenária tradição 

(KAMIMURA et al., 2020). 

Cada produto assume características próprias, decorrentes das peculiaridades de produção 

e de fatores edafoclimáticos presentes em cada uma das regiões produtoras no Estado (LIMA 

et al., 2009). Atualmente, o QMA é produzido em 7 diferentes microrregiões: Araxá, Campo 

das Vertentes, Cerrado, Serro, Triângulo Mineiro, Serra do Salitre e Serra da Canastra (Figura 

1). De acordo com a Portaria nº 1.687 de 23 de dezembro de 2016, a produção de queijos da 

Canastra é realizada nos municípios de Bambuí, Delfinópolis, Piumhi, São Roque de Minas, 

Medeiros, São Batista da Glória, Vargem Bonita, Córrego D’Anta e Tapiraí (INSTITUTO 

MINEIRO DE AGROPECUÁRIA, 2016). Em todos esses municípios, a atividade queijeira é 

forte, além de ser considerada um patrimônio cultural mineiro (SILVA et al., 2011). 
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Figura 1 – Microrregiões produtoras do Queijo Minas Artesanal. Fonte: IMA (2014). 

 

De acordo com a Lei nº 14.185, de 31 de janeiro de 2002, o QMA é caracterizado por sua 

elaboração na própria fazenda de onde se obtém o leite cru, matéria-prima acrescida unicamente 

de ‘‘pingo’’, coalho e sal (MINAS G‐RAIS, 2002). Além disso, o processo de fabricação do 

queijo a partir da coleta do leite é totalmente manual (RESENDE et al., 2011). O pingo consiste 

em uma cultura endógena proveniente do processo de dessoragem e salga de queijos produzidos 

ao final da tarde do dia anterior. Devido à sua alta concentração de sal, o pingo age como um 

inibidor de bactérias e outros microrganismos indesejáveis ao longo da cadeia produtiva (LIMA 

et al., 2009). 

Durante a fabricação do QMA, não há a adição de quaisquer fermentos comerciais 

(culturas iniciadoras do processo de fermentação do leite). Dessa forma, essa função fica sob 

responsabilidade da microbiota natural do leite cru – bem como do pingo – composta 

majoritariamente por bactérias acidoláticas (BAL) que irão atuar na transformação do alimento, 

gerando as características físico-químicas e sensoriais desejáveis do produto (COSTA et al., 

2014). Além de importantes na promoção de características organolépticas que agregam valor 

aos queijos, as BAL conferem efeito protetivo contra potenciais patógenos contaminantes 

(AMORIM et al., 2014). 
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De acordo com o Decreto nº 44.864, de 1º de agosto de 2008, o queijo da Canastra é 

fabricado por produtores de maneira artesanal, a partir do leite cru de vacas sadias, tendo o 

início da produção em até 90 minutos após a ordenha (INSTITUTO MINEIRO DE 

AGROPECUÁRIA, 2008). Inicialmente, a obtenção da matéria-prima pode ser realizada 

através de ordenha manual ou mecânica, desde que seja feita na propriedade na qual o produto 

será fabricado. Após o leite ser coado para remoção dos detritos macroscópicos, é feita a adição 

do pingo e do coalho. Depois de 40 minutos, a massa obtida é cortada e submetida ao processo 

de mexedura, de modo a separar parcialmente o soro da massa, que é, então, transferida para 

formas de 15-17 centímetros de diâmetro e prensada manualmente com o auxílio de tecido 

sintético devidamente higienizado. O processo de salga é feito a cada 6-12 horas, em cada lado 

do queijo, e após 24 horas o mesmo é desenformado, iniciando-se o processo de maturação 

(JÚNIOR et al., 2009; JÚNIOR et al., 2014).  

Assim como outros tipos de QMA, o queijo da Canastra passa por uma etapa de raspagem 

durante a maturação. Essa raspagem é adotada pela maioria dos produtores com o objetivo de 

remover os fungos da superfície dos queijos, evitando-se, assim, eventos anormais de 

fermentação (NETTO, 2011). Alguns produtores, entretanto, têm seguido por um caminho 

menos tradicional e não executam essa etapa, denominada popularmente como ‘‘toalete’’ do 

queijo. Uma vez que o QMA da Canastra é caracterizado por ser isento de colonização por 

fungos filamentosos, isso pode ser sugestivo dos primeiros passos para o surgimento de um 

novo tipo de queijo artesanal de Minas (QAM) ou até mesmo uma variante do Canastra 

tradicional. 

Segundo a Portaria de nº 1.736 de 27 de julho de 2017, o QMA só pode ser comercializado 

após atender a prazos mínimos de maturação (14 dias para a região de Araxá; 17 dias para o 

Serro e 22 dias para a Canastra, Cerrado, Campo das Vertentes, Serra do Salitre e Triângulo 

Mineiro). Durante esse período, os queijos ficam acondicionados em prateleiras de madeira, 

instaladas dentro da própria queijaria (INSTITUTO MINEIRO DE AGROPECUÁRIA, 2017). 

Esse período favorece a ocorrência de variações na dinâmica populacional dos microrganismos, 

imprescindíveis para a correta maturação do produto, até que se atinjam suas características 

finais (GEUGNIEZ et al., 2017). 

Em 18 de julho de 2019, o Decreto nº 9.918 regulamentou a comercialização de produtos 

artesanais de origem animal em todo o território nacional, dentre eles queijos artesanais, a partir 

da implementação do selo ARTE. O produto pode, então, ser comercializado sem atender 

necessariamente aos períodos mínimos de maturação supracitados, desde que se respeitem 
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critérios de controle sanitário e microbiológico, a fim de se preservarem as características 

originais do produto através das Boas Práticas de Fabricação. (BRASIL, 2019). 

Nos últimos anos, houve uma busca crescente por formas de se melhorarem a produção 

e a qualidade do QMA, envolvendo questões regulamentares, treinamento contínuo de 

produtores, aprimoramento de instalações para fabricação de queijos, maior exigência de 

mercado, além de um maior investimento em pesquisas relacionadas ao tema. Além disso, a 

prevenção e a correção de defeitos em produtos artesanais se mostram mais difíceis em 

comparação aos queijos industrializados, visto que a matéria-prima é tratada de forma diferente 

no modelo tradicional e industrial (SOBRAL et al., 2017). O Programa Queijo Minas Artesanal, 

da Empresa de Assistência Técnica e Extensão Rural (EMATER - MG), tem orientado os 

produtores na adoção de boas práticas de produção, legalização de queijarias, definição de 

cadeias produtivas adequadas, além da certificação de origem e qualidade para valorização do 

produto (EMATER, 2018). 

Um fator que diferencia o QMA da Canastra daqueles de outras regiões produtoras, como 

o Serro, é a etapa de prensagem para remoção do excesso de soro da massa do queijo. Tal etapa, 

que precede a salga seca, é realizada com o auxílio de um tecido sintético (voal) conhecido 

como “volta ao mundo”. Na Canastra, o queijo é envolto no tecido que é, então, espremido para 

remover o excesso de umidade da massa (CUNHA, 2016). Devido ao uso do voal durante a 

prensagem, o resultado é um queijo com uma massa uniforme, característica que não pode ser 

observada nos queijos produzidos na região do Serro, por exemplo, cuja prensagem é feita 

utilizando-se apenas as mãos (DO VALE, 2018). 

 

2.2 Micobiota em queijos artesanais 

 

Assim como outros produtos lácteos, queijos artesanais são considerados substratos 

suscetíveis para a proliferação de microrganismos (HYMERY et al., 2014). O desenvolvimento 

de fungos em queijos pode ser um problema devido à alteração das características próprias do 

produto, além do potencial risco de produção de toxinas (DOBSON, 2017). Entretanto, uma 

grande diversidade de fungos é empregada na produção de alimentos fermentados. Isso se deve 

à intensa atividade bioquímica de algumas espécies, a exemplo de Penicillium roqueforti e 

Penicillium camemberti, utilizados na elaboração dos queijos Roquefort e Camembert, 

respectivamente. Ademais, a grande variedade de queijos ao redor do mundo é um indicativo 

de como a diversidade de fungos presentes no ambiente gera produtos com características 

singulares (BAS et al., 2019). 
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O que difere um fungo de interesse dos demais para a atividade queijeira são suas 

propriedades enzimáticas, em especial lipólise e proteólise, que conferem sabor e aroma 

agradáveis, agregando valor ao produto final; além disso, é imprescindível que não confiram 

riscos à saúde do consumidor (PEREIRA et al., 2014). Cabe ressaltar que a presença de fungos 

benéficos em queijos artesanais também confere atividade inibitória sobre outros fungos 

contaminantes (AFSHARI et al., 2020; GEUGNIEZ et al., 2017). Estudos têm demonstrado 

que a atividade inibitória de espécies do gênero Penicillium se mostrou forte o suficiente para 

impedir o desenvolvimento de Aspergillus versicolor e Aspergillus flavus, potentes produtores 

de esterigmatocistina e aflatoxinas, respectivamente (ENGELHART et al., 2002; NIELSEN et 

al., 1998). 

Estudos visando à identificação e catalogação de microrganismos constituintes da 

micobiota de queijos artesanais vem crescendo, à medida que alguns produtores têm adotado a 

comercialização de queijos com fungos filamentosos e leveduras na superfície (FIGUEIREDO, 

2016). Geotrichum, Aspergillus e Penicillium são gêneros frequentemente relatados em queijos 

artesanais, como queijo de manteiga, Serrano e QMA da Serra da Canastra (SILVA, 2012; 

PEREIRA et al., 2019; CÉSAR, 2019), a partir de estudos que empregam métodos de 

isolamento e identificação com base em características morfológicas e bioquímicas dos isolados 

fúngicos. 

Em trabalho realizado por César (2019), utilizando como objeto de estudo queijos 

artesanais da Canastra, foi detectada uma diversa micobiota de fungos filamentosos, 

envolvendo predominantemente os gêneros Fusarium, Geotrichum, Aspergillus e Penicillium, 

resultados de acordo com estudo realizado por Montagna et al. (2004), que detectou uma 

micobiota semelhante em queijos artesanais produzidos com leite de ovelhas. Já Murliki (2017) 

relata a presença de Penicillium, Aspergillus, Cladosporium e Fusarium em queijo Colonial. 

Fungos filamentosos e leveduras foram detectados em elevadas quantidades em queijo coalho 

produzidos com leite de Cabra no Nordeste brasileiro (QUEIROGA et al., 2009). 

Em relação às leveduras, Candida, Debaryomyces, Kluyveromyces e Torulaspora 

constituem os gêneros mais representativos em queijos artesanais (SANTOS, 2013; BORELLI 

et al., 2006). Saccharomyces e Yarrowia também foram detectados em queijo coalho 

(ALMEIDA, 2011). Candida parece amplamente distribuída em queijos brasileiros, como por 

exemplo queijo Colonial (MURLIKI, 2017), queijo coalho (ALMEIDA, 2011) e queijo da 

Canastra (CÉSAR, 2019). Pimentel (2019) detectou uma elevada contagem de leveduras e 

fungos filamentosos em queijos do tipo coalho na região Norte do Brasil. Entretanto, ainda que 

a contagem estivesse elevada, a autora não destaca riscos à saúde dos consumidores. 
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Além da matéria-prima, o ambiente de produção também contribui para a micobiota do 

produto final; microrganismos provenientes da pele do rebanho leiteiro, do solo, dos tanques 

de armazenamento de leite, bem como das câmaras de maturação, aumentam a diversidade 

microbiana dos queijos (GONTIJO et al., 2020). César (2019) identificou os gêneros 

Aspergillus, Penicullium, Geotrichum e Cladosporium em câmaras de maturação de queijarias 

da Serra da Canastra, provenientes do ar e das prateleiras.  

Cabe ressaltar que a prevalência de gêneros fúngicos é distinta em cada tipo de queijo, 

corroborando a premissa de que não apenas a presença de determinados fungos, mas também 

sua predominância em relação às outras espécies é fundamental para a identidade de cada 

produto (DUGAT-BONY et al., 2016). Métodos de detecção que dependem de cultivo acabam 

não elucidando toda a micobiota dos queijos, causando uma subestimação quanto às espécies 

ali de fato presentes. Nesse sentido, a metagenômica, por apresentar alta sensibilidade quando 

comparada aos métodos dependentes de cultura, permite a identificação da microbiota não 

cultivável e, por conseguinte, a obtenção de resultados mais fidedignos (KAMIMURA et al., 

2020). 

 

2.3 Metagenômica em pesquisas com produtos lácteos 

 

O advento de técnicas de sequenciamento de segunda geração permitiram avanço de 

destaque no estudo de comunidades microbianas nos mais diversos nichos ecológicos, 

promovendo importantes descobertas acerca de populações dominantes e subdominantes e a 

dinâmica das mesmas em diferentes ecossistemas, como solos, oceanos, produtos lácteos e até 

mesmo seres humanos (O’SULLIVAN et al., 2015). 

Na última década, houve uma expansão na aplicação de técnicas que dispensam métodos 

tradicionais de cultura de microrganismos. Essas técnicas, denominadas CIDTs (Culture-

independent diagnostic tests), se mostram mais sensíveis, rápidas, reprodutíveis e relativamente 

mais simples em comparação às técnicas de cultura tradicionais, consideradas laboriosas, 

sujeitas a contaminantes e relativamente demoradas; permitem, ainda, a identificação de cepas 

diferentes em uma mesma espécie (FORBES et al., 2017). Já foi relatado que 99% dos 

microrganismos naturalmente observáveis na natureza não são cultiváveis por técnicas 

tradicionais em microbiologia (SU et al., 2012). 

Estudos com metagenômica buscam identificar microrganismos com ancestrais em 

comum, unidades taxonômicas operacionais (OTU’s) que são usadas para classificar grupos de 

microrganismos ou indivíduos relacionados entre si, além de vias metabólicas cuja abundância 
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difere entre dois ou mais grupos amostrais (SEGATA et al., 2011). Tais estudos ganharam força 

nos últimos 40 anos, quando Xu et al. (1982) descreveram pela primeira vez um estado 

fisiológico no qual microrganismos perdem a capacidade de serem cultiváveis in vitro, mas sem 

perder sua viabilidade (viable but nonculturable microrganisms). 

Assim, por muitos anos, a diversidade microbiana nos ecossistemas foi subestimada 

devido à existência de microrganismos viáveis não cultiváveis (MVNC), fato evidenciado pela 

discrepância quanto ao número de sequências de DNA presentes em amostras em comparação 

a técnicas de detecção de microrganismos por culturas tradicionais, que acabam não revelando 

a presença de MVNC (COWAN et al., 2005). Nesse contexto, uma das maiores alternativas 

para a pesquisa envolvendo tais microrganismos consiste no uso de ferramentas como a 

metagenômica (DONG et al., 2020).  

Quigley et al. (2013) ressaltam que seu uso reduz a limitação seletiva de microrganismos 

quando estes são submetidos aos métodos tradicionais de cultivo. Além disso, vários autores 

promoveram melhorias nas técnicas de metagenômica para estudos envolvendo produtos 

lácteos ao utilizar substratos na extração de DNA que permitem a separação de DNA de células 

vivas e mortas, como por exemplo, a aplicação de monoazidas de propídio e etídeo (PAN & 

BREIDT, 2007; PORCELLATO & SKEIE, 2016; ERIKUS et al., 2016). 

Essa ferramenta, além de conferir maior sensibilidade que os métodos de detecção de 

microrganismos dependentes de cultura, considera o DNA total das amostras analisadas, o que 

dispensa a necessidade de amplificações por PCR. Com isso, é possível obter não apenas a 

composição taxonômica dos microrganismos presentes nas amostras, mas também quantificar 

a abundância de genes microbianos (DE FILIPPIS et al., 2016). Em trabalho realizado por 

Delcenserie et al. (2014), foi possível identificar 207 filotipos bacterianos diferentes em 

amostras de queijo Herve, produzido a partir de leite cru. Tal estudo proporcionou um melhor 

entendimento acerca da participação das bactérias na construção das características deste 

queijo. 

Análises de metagenômica permitem uma abordagem baseada em sequências ou em 

funcionalidade (seja de vias ou de genes), para estudar comunidades microbianas complexas 

em determinadas amostras. Para isso, inicialmente é necessário o isolamento do DNA de 

alguma fonte ou do ambiente de interesse a ser estudado (CULLIGAN et al., 2014). Derivados 

lácteos, com destaque para queijos, são comumente estudados para determinação da diversidade 

e dinâmica populacional de microrganismos, sejam procariotos ou eucariotos (Figura 2). Na 

maioria dos casos, é possível estabelecer uma relação entre a dinâmica populacional dos 

microrganismos no alimento e suas características organolépticas, o que pode ser de extrema 
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valia para o produtor, à medida que permite entender como a microbiota do seu ambiente de 

produção interfere na qualidade do produto final (DE FILIPPIS, et al., 2016). 

 

 

 

Figura 2 – Abundância dos estudos envolvendo metagenômica, conforme a matriz estudada, e 
o tipo de microrganismo analisado. Adaptado de De Filippis et al. (2016). 
 

 

Durante o processo de maturação dos queijos artesanais, ocorrem importantes mudanças 

em termos de dinâmica populacional. Diversos estudos metagenômicos já foram realizados com 

a finalidade de caracterizar a diversidade microbiológica dos queijos, bem como elucidar qual 

seria o efeito prático das flutuações na proporção de cada grupo microbiano (SESSOU et al., 

2019; GEUGNIEZ et al., 2017; WOLFE et al., 2014). 

De acordo como Beresford et al. (2001), o conhecimento acerca das comunidades 

microbianas no leite cru e na matriz dos queijos durante o processo de fabricação e maturação 

permite a compreensão acerca de como as características dos queijos variam conforme a 

atividade e crescimento microbianos. Além disso, a riqueza sensorial e a variedade dos queijos 

artesanais estão intimamente relacionadas com a microbiota residente, e seu monitoramento 

lança luz sobre novas abordagens para otimização na produção desses queijos (DOLCI et al., 

2010). 

Conhecer quais microrganismos estão presentes nos queijos também permite a otimização 

da cadeia produtiva e maturação de queijos. Estudo realizado por Chombo-Morales et al. (2016) 

demonstrou a maneira pela qual variáveis como pH, umidade e temperatura permitem o 

desenvolvimento de BAL, leveduras e fungos filamentosos responsáveis pela produção de 
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compostos voláteis de maior apreciação em queijo mexicano Cotija. Estudos semelhantes 

também têm demonstrado essa relação entre microbiota predominante e características 

desejáveis em queijos artesanais (IRLINGER & MONIER, 2009; TILOCCA et al., 2020). 

Almeida et al. (2014) realizaram estudos de metagenômica a fim de sequenciar e catalogar 

mais de 140 cepas diferentes de bactérias cuja origem parte de produtos lácteos. Com o estudo, 

foi possível a criação de um banco de dados genômicos de referência para microrganismos 

frequentemente associados a produtos lácteos, sendo que cerca de 20% das sequências ainda 

não se mostravam presentes em outras bases de dados. Estudos utilizando sequenciamento de 

DNA e metagenômica estão evoluindo rapidamente e já são utilizados rotineiramente para 

caracterização da microbiota de alimentos. 

Comunidades microbianas constituídas durante a fabricação e maturação de produtos 

fermentados representam um conjunto de potenciais ecossistemas que podem ser reproduzidos 

em estudos com o objetivo de compreender seus complexos processos de formação e, 

consequentemente, seus impactos para a qualidade do produto final (WOLFE et al., 2014). 

Essas informações podem ser relevantes para produtores de queijos artesanais, sendo 

importantes para o estabelecimento de um melhor controle de qualidade, algo que vem sendo 

cada vez mais requisitado por parte de órgãos de controle sanitário e também pelos 

consumidores (SOBRAL et al., 2017; QUIGLEY et al., 2013). 

Além disso, a identificação dos microrganismos-chave na comunidade microbiana pode 

ajudar a estabelecer quais são os responsáveis pela produção de atributos relacionados ao sabor, 

à deterioração do alimento, bem como quais as relações de dominância e sub-dominância 

existentes entre os membros do ecossistema (CASALTA et al., 2009; ZHENG et al., 2018). 

Como mencionado anteriormente, além de BAL, fungos filamentosos e leveduriformes 

também são encontrados em queijos, sendo responsáveis pela intensa atividade bioquímica em 

processos de lipólise e proteólise que resultam em características de interesse (GEUGNIEZ et 

al., 2017; BERESFORD et al., 2001). No entanto, apesar de microrganismos benéficos, há uma 

parcela de microrganismos que causa efeitos indesejáveis no produto, bem como prejuízos à 

saúde do consumidor. Além de atividade toxigênica, estudos recentes relataram atividades 

carcinogênicas e mutagênicas de micotoxinas, principalmente aquelas relacionadas aos gêneros 

Aspergillus, como A. flavus, A. parasiticus e A. nomius (HERNANDEZ-CAMARILLO et al., 

2016). Nesse contexto, a metagenômica se apresenta como uma ferramenta mais rápida para 

detecção de patógenos deterioradores e/ou toxigênicos. 

A organização das comunidades microbianas pode ser analisada em um nível local 

(dentro de uma única comunidade) ou regional (entre diferentes comunidades de 
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microrganismos). Para que as análises metagenômicas relacionadas à ecologia microbiana 

possam ser interpretadas de maneira adequada, é necessário aplicar os resultados das análises 

em métricas específicas de diversidade (FELFILI & FELFILI, 2011; PREHN-KRISTENSEN 

et al., 2018). O índice de diversidade alfa é responsável por descrever a diversidade de 

microrganismos a partir da riqueza de sequências de DNA em uma determinada amostra. Em 

termos práticos, está intimamente relacionada à abundância de microrganismos em amostras de 

interesse (PREHN-KRISTENSEN et al., 2018). Outra característica inerente à diversidade alfa 

é o uso do índice Shannon para determinação do número de OTU’s (Operation Taxonomic 

Units) dentro de uma mesma comunidade microbiana, a fim de complementar os dados de 

riqueza e permitir uma quantificação mais precisa da abundância de indivíduos que compõem 

um ecossistema (FALENTIN et al., 2016). 

Quando é de interesse da pesquisa, é possível realizar a análise da estrutura da 

comunidade microbiana, destacando as diferenças em sua composição de indivíduos e suas 

abundâncias entre diferentes comunidades de microrganismos. Para isso, é aplicada a métrica 

de diversidade beta (FELFILI & FELFILI, 2011). A diversidade beta também pode ser utilizada 

para avaliar diferenças estruturais de comunidades microbianas ao longo de um gradiente 

ambiental, ou seja, entre diferentes amostras (NOGUEIRA et al., 2008). Para realizar avaliações 

de diversidade beta, são utilizados gráficos de coordenadas principais (PCoA) contendo 4 

quadrantes separados pelos eixos centrais X e Y, que representam a cobertura da análise (DE 

MORAES, 2008). Ao longo dos quadrantes, são plotados spots que representam as estruturas 

de comunidades microbianas. Spots próximos uns dos outros representam comunidades com 

estruturas de composição semelhantes (TORRES et al., 2018). 

De acordo com o exposto, a metagenômica demonstra notável potencial para múltiplas 

análises de composição microbiana em diversas amostras, incluindo produtos lácteos, com 

destaque para queijos artesanais. Sendo assim, é possível realizar uma eficiente caracterização 

da micobiota de queijos artesanais, uma vez que a literatura e bases de dados ainda se mostram 

escassos quantitativamente para genomas fúngicos, microrganismos relevantes para a formação 

das características sensoriais do produto. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo Geral 

 

Comparar a micobiota dos queijos artesanais produzidos na Serra da Canastra em 

diferentes municípios, bem como verificar a presença de uma micobiota core. 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

• Avaliar as diferenças populacionais dos fungos de queijos da Canastra por análise 

metabarcoding da região ITS1; 

• Realizar a análise de diversidade fúngica; 

• Predizer padrões de interação da comunidade fúngica; 

• Predizer o potencial gênico funcional da comunidade. 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

As amostras de DNA para análise metagenômica foram extraídas de queijos coletados em 

período chuvoso (novembro de 2018) em dezesseis propriedades produtoras e representativas 

dos nove municípios da Serra da Canastra, Minas Gerais, distribuídas da seguinte maneira: 4 

propriedades no município de São Roque de Minas, 3 em Medeiros, 2 em Vargem Bonita e 

Tapiraí e 1 em Piumhi, Córrego D’anta, São João Batista da Glória, Delfinópolis e Bambuí 

(Figuras 3 e 4). Dados acerca das propriedades produtoras incluídas neste trabalho se encontram 

na Tabela 1. Para efeitos de classificação, queijos submetidos à etapa de raspagem foram 

considerados como QMA; queijos contendo fungos em sua superfície, que não passaram pelo 

processo de toalete, foram aqui referenciados como queijos artesanais de Minas (QAM). 
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Figura 3 – Municípios que compreendem a região da Serra da Canastra, MG (em negrito). 
Pontos em marrom indicam as propriedades produtoras de queijos artesanais nas quais realizou-
se a coleta das amostras. 
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Figura 4 – Amostras de queijos artesanais coletadas em: São Roque de Minas (1, 2, 5 e 6); 
Vargem Bonita (3 e 4); Piumhí (7); Medeiros (8, 9 e 12); Córrego D’anta (10); Tapiraí (11 e 
13); Bambuí (14); São João Batista da Glória (15) e Delfinópolis (16). 
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Tabela 1 – Informações acerca das propriedades produtoras dos queijos Minas artesanais 
(QMA) e dos queijos artesanais de Minas (QAM) analisados. 
 

PROPRIEDADE MUNICÍPIO COORDENADAS ELEVAÇÃO QMA QAM 

1 São Roque de 
Minas 

S20 11 09.1 W46 21 716 m X  

2 São Roque de 
Minas 

S20 13 18.7 W46 20 826 m X  

3 Vargem Bonita S20 20 05.3 W46 25 814 m  X 

4 Vargem Bonita S20 23 36.6 W46 26 1136 m X  

5 São Roque de 
Minas 

S20 17 02.9 W46 19 864 m  X 

6 São Roque de 
Minas 

S20 17 02.9 W46 19 870 m  X 

7 Piumhi S20 24 36.6 W45 55 784 m  X 

8 Medeiros S20 02 03.9 W46 11 824 m X  

9 Medeiros S19 59 41.3 W46 12 840 m X  

10 Córrego D’anta S19 48 26.5 W46 01 713 m  X 

11 Tapiraí S19 50 56.7 W46 09 950 m X  

12 Medeiros S19 50 56.8 W46 09 1131 m X  

13 Tapiraí S19 54 04.8 W46 04 724 m X  

14 Bambuí S20 37 50.9 W46 29 741 m  X 

15 S. João Batista 
do Glória 

S20 17 42.2 W46 43 797 m  X 

16 Delfinópolis S20 13 59.0 W46 05 808 m X  

 

4.1 Isolamento dos fungos dos queijos artesanais da Canastra 

 

Para 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 superfície do queijo. O suabe foi, então, transferido para tubos contendo 10 

mL de água salina 0,85%, de onde foram realizadas 5 diluições seriadas. Posteriormente, foram 

pipetados 100 µL das três últimas diluições e transferidos para placas de MEA, no qual as 

amostras foram espalhadas na superfície 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 regiões com colorações diferenciadas. Posteriormente, com o 

auxílio de uma lupa, foi observado se os fragmentos escolhidos apresentavam estruturas 

vegetativas ou reprodutivas dos fungos. As respectivas estruturas foram transferidas com o 

auxílio de uma alça de repicagem estéril para placas contendo MEA. A partir de cada fragmento 
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de queijo, três repiques foram feitos em meio MEA em pontos equidistantes da placa. As 26 

placas foram incubadas a 25° C durante 7 dias. As colônias obtidas utilizando ambas as técnicas 

foram repicadas para meio MEA visando à obtenção de culturas puras.  

 

4.2 Manutenção dos isolados  

 

Após a obtenção das culturas puras em meio MEA, os isolados foram repicados de placas 

para tubos, no intuito de construir um banco de culturas fúngicas típicas associadas ao queijo 

artesanal da Canastra, que foram mantidas sob refrigeração. Os fungos foram repicados 

periodicamente para se evitar o ressecamento. 

 

4.3 Extração de DNA para metagenômica 

 

No intuito de identificar os fungos presentes nos queijos coletados, 400 mg de cada 

amostra foram transferidos para tubos contendo 700 µl de tampão de lise SL1 e pérolas de 

cerâmica, seguido de extração utilizando-se kit NucleoSpin Soil (Macherey-Nagel, Alemanha). 

A lise foi realizada utilizando homogeneizador de tecidos (Precellys®, Maryland, USA)  

durante 50 segundos a 4.000 rpm. As etapas posteriores de purificação foram realizadas 

conforme as recomendações do fabricante. Após extração do DNA metagenômico, a 

integridade do mesmo foi avaliada em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo 

revelado em fotodocumentador Loccus®. A concentração de DNA (ng/µl) e as relações 

A260/A230 e A260/A280 foram avaliadas em nanodrop (Thermo Scientific NanoDrop®, 

USA). 

 

4.4 Construção e sequenciamento da biblioteca de amplicons  

 

A região ITS1 foi amplificada utilizando os primers ITS1‑ (5’-

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS2 (5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’). 

Adaptadores universais Illumina e barcodes foram ligados às extremidades 5’ de cada primer. 

As condições de amplificação e a construção da biblioteca seguiram os protocolos estabelecidos 

por Smith & Peay (2014). A quantificação dos produtos de PCR foi realizada por fluorimetria 

no equipamento Qubit 4.0 (Invitrogen). A montagem do pool contendo todos os produtos de 

PCR foi realizada de modo que a concentração final da biblioteca fosse de 2 nM. O 
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sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma Illumina MiSiq 2x250 pb, totalizando 250 

ciclos de reação para cada fita. 

 

4.5 Análise dos dados 

 

 As reads obtidas a partir do sequenciador foram inicialmente demultiplexadas, aparadas 

nas extremidades para remoção dos primers usando o software QIIME2 (BOYLEN et al., 

2019). As regiões flanqueadoras 18S e 5.8S foram removidas utilizando o ITSx 

(BENGTSSON-PALME et al., 2013). A remoção de singletons, quimeras, determinação de 

ASVs (Amplicon Sequence Variance) e a anotação taxonômica foram realizadas usando o 

QIIME2 (BOYLEN et al., 2019). 

A avaliação da riqueza, equitabilidade e diversidade alfa foi realizada utilizando o pacote 

Phyloseq no software R (v. 3.5.3). A diversidade beta foi avaliada via análise de coordenadas 

principais (PCoA) baseada na matriz de distâncias de Bray-Curtis através da biblioteca Vegan 

2.5.6 (OKSANEN et al., 2019).  

A predição das possíveis interações fúngicas foi realizada através do cálculo de 

correlações do tipo SparCC (FRIEDMAN & ALM, 2012). A significância de cada correlação 

foi realizada através de 1000 reamostragens da matriz de dados. Somente relações significativas 

(p-value < 0.01) foram utilizadas para montagem da rede. Todos os cálculos foram realizados 

pelo programa FastSpar (WATTS et al., 2019) e a plotagem da rede no pacote Igraph (CSARDI 

& NEPUSZ, 2006). 

Para obtenção de maiores informações sobre o potencial gênico funcional de fungos 

presentes nas amostras analisadas, foi realizada predição funcional através da reconstrução 

filogenética do estado não observado da comunidade fúngica pelo programa PICRUSt 2.1.2 

(DOUGLAS et al., 2019). Todas as predições com NSTI maior que 2.0 foram excluídas para 

maior robustez da análise. 

 

5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

No total, 2.267.262 sequências foram obtidas, com média de aproximadamente 47.235 

sequências por amostra. Após remoção de sequências de baixa qualidade (maximum expected 

error = 0.5) e quiméricas, as 585.614 sequências remanescentes foram agrupadas em 211 

Amplicon Variance Sequences (ASVs). 
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A Figura 5 representa as Curvas de Rarefação para cada uma das propriedades avaliadas. 

Os dados de sequenciamento foram adequados para a realização de análises subsequentes, uma 

vez que para todas as propriedades o número de ASVs tendeu a atingir um platô, indicativo de 

que a amostragem foi suficiente para estimar a diversidade de cada propriedade. 

 

 

 
Figura 5 - (A) Curvas de rarefação do número de ASVs em função do número de sequências 
obtidas no sequenciamento para cada propriedade. Curvas que tendem ao platô indicam bom 
esforço amostral. (B) Índice de esforço amostral para cada propriedade. Valores acima de 0.95 
representam esforço amostral suficiente para descrever a diversidade das amostras. 
 

5.1 Análise de diversidade alfa  

 

Os procedimentos adotados para a análise de diversidade revelaram um padrão de 

aumento de riqueza, diversidade e equitabilidade das amostras conforme as mesmas estavam 

situadas em propriedades distintas, sendo que quanto mais elevada se encontrava a propriedade, 

maiores foram os índices de diversidade alfa. Este padrão também se mostrou intrinsicamente 

relacionado ao modo de produção do queijo, sendo que os valores dos índices de diversidade 

alfa se mostraram mais elevados em propriedades nas quais não era feita a raspagem dos queijos 

para remoção dos fungos em sua superfície. 

 O índice Chao 1, relacionado à riqueza de OTU’s presentes em cada amostra, ou seja, ao 

número de espécies identificadas com base no sequenciamento, revelou uma variada riqueza de 
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fungos em determinados queijos. Por conta de características do processo artesanal de 

fabricação dos queijos, como fermento endógeno não padronizado, bem como ambiente do 

processamento, pode-se sugerir a ocorrência de diferenças quanto à riqueza de espécies em 

queijos produzidos em diferentes localidades (Figura 6).  

 

 

Figura 6 – Média de Unidades Taxonômicas Operacionais obtidas por propriedade. 

 

Os resultados mostram uma concentração no aumento da riqueza de OTUs – ou riqueza 

de espécies – nos queijos produzidos entre 800 e 1.000 metros de altitude (Figuras 6 e 7). Nessas 

propriedades, alguns dos produtores de queijos artesanais não realizavam a raspagem dos seus 

produtos, dada uma nova tendência de mercado que valoriza queijos contendo fungos em sua 

superfície. Trabalhos acerca da diversidade fúngica em queijos artesanais produzidos em 

diferentes altitudes são escassos. Entretanto, há vários estudos com essa abordagem envolvendo 

bactérias. Para estes, variação semelhante de diversidade foi observada em diferentes altitudes 

para queijos Feta, Darfiyeh e Qula (BOZOUDI et al., 2016; SERHAN et al., 2009; DUAN et 

al., 2008). 
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Figura 7 – Análise de Riqueza, Equitabilidade e Diversidade das amostras de QMA. 
 

 

Esse padrão de aumento de riqueza de espécies fúngicas já foi relatado em ambientes de 

diferentes altitudes, como florestas na Malásia, nas quais a umidade, a movimentação do ar e a 

pressão atmosférica mostraram-se distintos e influenciaram na ocorrência de uma maior 

variedade de fungos (GEML et al., 2017). Velázquez et al. (2016) identificaram diferenças 

significativas na composição de riqueza micorrízica em elevações de 800 metros até 2005 

metros acima do nível do mar, em um parque nacional da Argentina. Observou-se também 

aumento na precipitação anual em regiões de maior altitude, corroborando a hipótese de que a 

umidade maior em ambientes mais elevados favorece o desenvolvimento de uma diversidade 

maior de fungos (DEVI et al., 2012). Dessa forma, é possível sugerir que a altitude seja um 

fator que potencialize a capacidade de colonização e consequente dispersão de fungos em 

queijos que não passam pelo processo de raspagem. Ainda segundo Velázquez et al., (2016), 

não houve uma relação entre os filos dos fungos e a altitude das propriedades, estando presentes 

tanto o filo Basidiomycota quanto Ascomycota de maneira indiscriminada, independente da 

altitude, o que também foi observado no presente estudo. 

Além da altitude e método de produção, fatores como composição do solo e de pastagem 

também influenciam significativamente na riqueza de espécies fúngicas. Panelli et al. (2013) 

detectaram maior riqueza de OTUs em leite fresco produzido em propriedades produtoras de 

queijos artesanais situadas em maior altitude. Os queijos analisados nessas propriedades, 

consequentemente, apresentaram maior riqueza e diversidade. 

QMA com baixa riqueza de espécies, como aqueles produzidos nas propriedades 1, 2, 4, 

8, 9, 11, 12, 13 e 16, não apresentavam grande número de colônias visíveis na superfície, 

conforme pode ser observado na Figura 4. Alguns produtores tradicionais lavam ou escovam 

os queijos com frequência para impedir o desenvolvimento de fungos, o que resulta em uma 

alteração da composição microbiana final do queijo. Sendo assim, mesmo estando localizadas 

em altitudes intermediárias, o queijo ainda pode apresentar índices de diversidade alfa 

Propriedade 
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inferiores. Portanto, é importante ressaltar que a queda dos índices nesses casos não decorre 

unicamente do fator altitude em si, como evidenciado por vários estudos (GEML et al., 2017; 

VELÁZQUEZ et al., 2016; PANELLI et al., 2013), mas também à ação desses produtores em 

específico, uma vez que preferem, pelo perfil dos seus consumidores, comercializar os queijos 

sem grande quantidade de fungos na casca. 

Queijos que apresentaram um maior número de espécies pela análise metagenômica 

(propriedades 15, 6 e 9) apresentavam colônias de colorações diversificadas em sua superfície, 

com uma grande diversidade visual de fungos. O modelo tradicional de fabricação não apenas 

do QMA, mas de todos os queijos artesanais que não se utilizam de culturas iniciadoras 

comerciais, é caracterizado por uma elevada manipulação por parte dos produtores. Além disso, 

a exposição ao ambiente interno das câmaras de maturação é o cenário ideal para a deposição 

de esporos fúngicos e bacterianos nas matrizes dos queijos, permitindo, assim, o 

desenvolvimento de diferentes comunidades microbianas em queijos distintos, como os 

fabricados por diferentes produtores e em diferentes localidades. (DIAS et al., 2019). 

O índice de equitabilidade assume um valor entre 0 e 1, sendo 0 uma amostra com uma 

baixa homogeneidade na distribuição de espécies e 1 para uma proporção igual de espécies 

dentro de uma mesma amostra, apresentando uma comunidade homogênea. Dentre as amostras 

de queijo analisadas, as fornecidas pelas propriedades 1 e 10 apresentaram os mais altos índices 

de equitabilidade, atingindo a marca de 0,73 e 0,70, respectivamente, apresentando também um 

número de espécies relativamente próximo quando comparado às outras amostras, levando em 

conta a anotação do número de OTU’s presentes.  

Nenhuma amostra forneceu um índice de equitabilidade nulo. Entretanto, foi detectada 

uma baixa equitabilidade na propriedade 12, em Medeiros, localizada a 1131 metros de altitude, 

que também não apresentou uma elevada média de OTUs observáveis. A equitabilidade, assim 

como o índice Chao 1 de riqueza, parece estar relacionado com o modo de produção dos queijos, 

sugerindo também participação da altitude como fator secundário, concentrando os valores em 

uma média de aproximadamente 0,5, podendo ser elevados até a marca de 0,6 para propriedades 

localizadas entre 800 e 1000 metros de altitude (Figura 7). 

Ao analisar comparativamente a riqueza individual de cada amostra de QMA com sua 

respectiva equitabilidade, foi constatado que as amostras com maior riqueza de espécies 

também apresentaram uma alta equitabilidade, sendo indicativo da presença de uma complexa 

comunidade microbiana, e que os integrantes da mesma interagem entre si, o que não permite 

uma dominância de determinadas espécies do conjunto. Além disso, é razoável sugerir que a 
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comunidade presente em tais queijos possua vias metabólicas que se complementam, 

contribuindo para sua estrutura. 

Em queijos com baixa riqueza, a equitabilidade apresentou valores mais discretos, o que 

é sugestivo de um cenário de dominância de algumas espécies sobre outras, como por exemplo 

na relação de co-exclusão entre Debaryomyces e Trichosporon (Figura 9). Além disso, amostras 

com uma baixa equitabilidade podem ser sugestivas de microrganismos que se desenvolvem 

sem competição pelo mesmo substrato. Situações de dominância de algumas espécies sobre 

outras é algo comum em praticamente todo ecossistema de microrganismos, sejam eles 

procariotos ou eucariotos, sendo que para queijos artesanais, há predominância de determinadas 

leveduras e bactérias que direcionam o queijo para uma correta maturação (ŠURANSKÁ et al., 

2016).  

O índice Simpson (D) mede a probabilidade de dois indivíduos selecionados 

aleatoriamente em uma amostragem serem pertencentes à mesma espécie (ou outra categoria 

que não seja espécie). Como a medida é probabilística, valores próximos à zero indicam uma 

elevada diversidade, tendendo ao infinito quando a mesma é igual à zero. Por outro lado, valores 

próximos à 1 representam uma baixa diversidade. Para ser mais intuitivo, o valor do índice 

Simpson foi subtraído de uma unidade (1 – D) para gerar o Índice de Diversidade Simpson. 

Neste caso, os valores de zero e um representam o oposto, uma vez que agora os valores dizem 

respeito a probabilidade de dois indivíduos selecionados aleatoriamente na amostragem 

pertencerem a espécies distintas.  

Os valores obtidos da análise de diversidade dos queijos artesanais revelaram a mesma 

relação intrínseca com o modo de produção – com ou sem raspagem da casca dos queijos – 

além de sugestiva influência da altitude das propriedades, previamente mencionado para as 

métricas supracitadas. Majoritariamente, os valores concentrados acima de 0,5 foram obtidos 

de queijos de propriedades em altitudes intermediárias, onde também se localizavam as 

propriedades nas quais os produtores tendiam a fugir do tradicionalismo e comercializar os 

queijos com casca florida (Figura 7). 

As propriedades 12 e 14, situadas em Medeiros e Bambuí, respectivamente, apresentaram 

os menores índices de diversidade Simpson de todas as amostras. Em Medeiros, dois dos três 

queijos coletados apresentaram valores de diversidade de 0,03 (3%) e 0,07 (7%). A terceira 

amostra apresentou uma diversidade mais significativa, de 0,55, sendo condizente com uma 

equitabilidade de 0,66. Apesar de divergência entre amostras dessa mesma propriedade, César 

(2019) não observou colonização aparente na superfície dessas amostras. 
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Nos queijos produzidos em Bambuí, a ausência de colônias de colorações variadas na 

superfície foi condizente com seus baixos valores de diversidade. É importante ressaltar que a 

maioria das amostras apresentou valores de diversidade, riqueza e equitabilidade razoavelmente 

próximos entre diferentes amostras de uma mesma propriedade. Notavelmente, para todos os 

índices de diversidade alfa, os valores ficaram próximos uns dos outros em elevações que 

variam entre 800 e 1.000 metros conforme exposto na Figura 7, e também na análise de 

coordenadas principais (Figura 11). Isso reforça a hipótese de que em altitudes intermediárias 

há um maior controle de dispersão dos fungos no ambiente das queijarias e entre as amostras, 

uma vez que correntes de ar e umidade relativa também podem favorecer a proliferação dos 

fungos. 

Ao cruzar os dados de Equitabilidade com os dados gerados pelo Índice de Diversidade 

Simpson, foi constatada uma relação diretamente proporcional entre ambos, sendo, portanto, 

sugestivo de que quanto mais espécies estão presentes em uma determinada amostra, maior será 

também o equilíbrio na distribuição dos indivíduos na comunidade. Dados obtidos por Zheng 

et al. (2018) também revelaram altos índices Simpson e de equitabilidade durante a maturação 

de queijos artesanais chineses do tipo Kazak. Tal equilíbrio na comunidade foi fundamental 

para atingir as características de aroma e sabor que tornam esse queijo artesanal tão peculiar. 

Outros estudos também reforçam a composição da microbiota como fator fundamental 

para uma boa maturação de queijos artesanais, seja por conta das propriedades proteolíticas e 

lipolíticas das enzimas produzidas pelos fungos, seja pela proteção que os mesmos conferem 

na superfície dos queijos, impedindo o desenvolvimento de espécies deteriorantes. Ter essa 

microbiota em equilíbrio é fundamental para que a qualidade e segurança microbiológica sejam 

alcançadas (LEGGIERI et al., 2020; IRLINGER & MOUNIER, 2009). 

Os principais gêneros fúngicos identificados pela análise metagenômica são apresentados 

na Figura 9. O gênero Debaryomyces foi o mais prevalente dentre todos os fungos identificados, 

seguido de Trichosporon, Fusarium, Candida, Diutina, Aspergillus e Sarocladium. Fungos 

cujos gêneros não foram identificados através do alinhamento das sequências com os bancos 

de dados foram detectados nas propriedades 1, 4, 5, 6, 7, 8, 12 e 16. 
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 Figura 9 – Distribuição dos gêneros fúngicos mais prevalentes dentre as 16 propriedades da Canastra produtoras de queijos artesanais  (continua). 
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Figura 9 – Distribuição dos gêneros fúngicos mais prevalentes dentre as 16 propriedades da Canastra produtoras de queijos artesanais. 
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Os gêneros Debaryomyces, Trichosporon, Candida e Diutina estão presentes em todas as 

propriedades produtoras de QMA, podendo, portanto, ser considerados como uma micobiota 

core do QMA da Canastra; assim, sua presença em todas as amostras de queijos provenientes 

das cidades que compõem a microrregião da Canastra sugere que estes gêneros fúngicos 

desempenham algum papel fundamental na identidade desses queijos (Figura 10). 
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Figura 10 - Dendograma com as principais espécies fúngicas identificadas nas 16 propriedades (A). Setores com cores distintas representam diferentes classes 
de fungos. Barras externas ao cladograma representam o número de propriedades em que a espécie fúngica foi detectada. Apenas as espécies que ocorrem em 10 
ou mais propriedades são apresentadas. (B) Número de ASVs detectadas por número de propriedades. A = Ascomycota; B = Basidiomycota; Mo = 
Mortierellomycota; Mc = Mucoromycota; R = Rozellomycota.
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Leveduras são comumente detectadas ao longo de toda a cadeia produtiva dos queijos 

artesanais, tanto na massa quanto nas culturas endógenas utilizadas na fabricação (NÓBREGA, 

2007). Tais leveduras podem ter múltiplas origens, como leite, contato com os produtores, e até 

mesmo como parte da microbiota das instalações nas quais o queijo é fabricado. Lima et al. 

(2009) detectaram uma elevada prevalência de leveduras do gênero Candida e Debaryomyces 

em QMA da microrregião da Serra do Salitre, cuja presença está de acordo com o presente 

estudo, mesmo que para regiões geográficas distintas. 

O gênero Debaryomyces é um dos principais fungos integrantes da microbiota das mamas 

das vacas (ANDREWS et al., 2019), o que pode estar relacionado à alta prevalência em todos 

os queijos analisados entre as propriedades. Apesar disso, o gênero não parece estar relacionado 

com casos de mastite bovina, o que não representa um risco para os animais e para a qualidade 

da matéria-prima utilizada na fabricação do QMA (SUZUKI et al., 2011; ANDREWS et al., 

2019). 

A produção de voláteis também é característica do gênero Debaryomyces, tendo sido 

detectados 5 compostos voláteis produzidos por Debaryomyces hansenii , como ácido octanoico 

e ácido hexanoico, oriundos da atividade lipolítica desta levedura, além de 2-metil-ácido 

butanoico, 3-metil-1-butanol e 2-heptanol, possivelmente oriundos da atividade proteolítica e 

da oxidação de ácidos graxos. A levedura é uma das primeiras a se desenvolver em queijos 

artesanais, logo no início do período de maturação, substituindo as bactérias acidoláticas 

previamente dominantes (Bertuzzi et al., 2018). 

Debaryomyces também é descrito como um dos principais constituintes da microbiota da 

casca de queijos maturados. Isso se dá pelo fato de que essa levedura obtém vantagem sobre 

outros microrganismos, uma vez que tolera altas concentrações de NaCl, baixo pH, além de 

utilizar lactato como uma das principais fontes de carbono (GORI et al., 2012), sendo 

compatível com o ambiente recém formado por bactérias acidoláticas presentes na microbiota 

do leite utilizado na fabricação do queijo (LECLERCQ-PERLAT et al., 2004). Também há a 

descrição da produção de compostos capazes de inibir o crescimento de diversos outros fungos, 

incluindo gêneros de relevância para a saúde (GORDIAN et al., 2013), reduzindo também a 

proliferação de patógenos alimentares e deteriorantes. 

O gênero Trichosporon também se mostra um importante integrante do consórcio de 

microrganismos responsáveis pelos processos fermentativos. Além de queijos artesanais, como 

mostram os resultados deste estudo, há relatos de diversas espécies envolvidas na fermentação 

de tempeh (um fermentado indonésio à base de soja), como T. asahii, T. gracile e T. ovoides 
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(MOUNIER et al., 2017; PANGASTUTI et al., 2019). Por compartilhar de um fenótipo 

halotolerante, similar ao gênero Debaryomyces, Trichosporon também foi encontrado em 

salmouras oriundas da produção de queijos artesanais (VERMOTE et al., 2018). Características 

do próprio QMA da Canastra também favorecem o desenvolvimento de Trichosporon, como 

umidade de aproximadamente 40% e pH ligeiramente ácido – entre 5 e 6 (RESENDE et al., 

2011). 

Além do queijo da Canastra, Trichosporon já foi descrito em queijos dinamarqueses, 

como o Blue Veined, desde os primeiros dias de maturação, tanto na casca quanto no interior, 

prevalecendo até o final da maturação, em torno de 28 dias. Este fungo também parece 

desempenhar funções relevantes na degradação de compostos orgânicos para assimilação de 

diversas fontes de carbono, como glicose, sacarose, lactose, maltose, lactato, entre outros 

(TEMPEL & JAKOBSEN, 1998). Por usar lactato como uma de suas fontes de carbono, assim 

como o gênero Debaryomyces previamente descrito, sugere-se que estes dois fungos estejam 

em uma relação de equilíbrio, ao mesmo tempo em que dificultam a proliferação de outros 

gêneros fúngicos. 

O gênero Candida foi encontrado nos queijos de todas as propriedades, porém, em uma 

menor proporção quando comparado aos demais gêneros. De fato, espécies como C. catenulata 

e C. intermedia foram relatadas como ‘‘encontradas ocasionalmente’’ em queijos de casca 

florida, oriundas comumente do ar das câmaras de maturação e da pele de produtores de queijos 

(MOUNIER et al., 2006). Por conta de sua baixa frequência entre os queijos das diferentes 

propriedades, sugere-se que Candida não desempenhe um papel fundamental para a maturação 

do queijo em si, mas possivelmente para manter o equilíbrio entre os demais integrantes da 

comunidade, como já foi relatado em estudo realizado por Tilocca et al. (2020). Candida 

também foi identificado em leite cru de diferentes animais, como cabras, vacas e búfalos 

(MONTEL et al., 2014); os autores apontaram uma elevada riqueza de OTU’s para o gênero 

nas amostras avaliadas. Já em estudo realizado na Serra da Canastra, a riqueza de Candida foi 

mais discreta, estando sempre associada à alta riqueza de Debaryomyces e Trichosporon 

(SOBRAL et al., 2017). 

O gênero Diutina também foi identificado; a única espécie presente nos queijos foi 

Diutina catenulata, também catalogada como Candida catenulata, sendo descrita por alguns 

autores como um contaminante de produtos lácteos (NAHIDUL-ISLAM et al., 2018; O’BRIEN 

et al., 2018). Entretanto, segundo os autores, esta levedura é comumente encontrada no leite, 

apesar de relatos de infecções superficiais e profundas serem eventualmente causadas por este 
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microrganismo. Apesar dos queijos da Canastra apresentarem D. catenulata em todas as 

propriedades, isso não representa, necessariamente, uma ameaça à qualidade do queijo artesanal 

e riscos ao consumidor, uma vez que é notável a baixa frequência dessa levedura entre os 

queijos, possivelmente devido à elevada prevalência de Debaryomyces e Trichosporon, que 

resulta em uma competição por nutrientes, na qual Diutina não consegue prevalecer. 

Outros gêneros fúngicos detectados, como Acremonium, Apiotrichum, 

Cutaneotrichosporon, Dipodascus, Gliomastrix, Kodamaea, Meyerozyna, Penicillium, Pichia 

e Trichothecium apresentaram uma porcentagem de prevalência baixa, indicando uma forte 

relação de competição entre estes e os gêneros prevalentes. Além disso, um fungo não 

identificado pelas análises de metagenômica, cuja sequência de DNA não foi compatível com 

as armazenadas em bancos de dados de genomas, foi detectado em amostras provenientes de 

várias propriedades, inclusive com uma riqueza maior que alguns dos gêneros supracitados. 

Estudos futuros devem ser realizados com o objetivo de se isolar e caracterizar 

morfologicamente esse fungo, para posterior descrição na literatura especializada. 

 

5.2 Análise da diversidade Beta  

 

Para análise da diversidade beta, os dados obtidos a partir do sequenciamento foram 

construídos com base em uma matriz de Bray-Curtis no software R com o pacote Vegan. A 

partir dessa abordagem, foi construído o gráfico de coordenadas principais (PCoA), que avalia 

e representa a estrutura da comunidade contrastando essa métrica com a similaridade de 

resultados entre as amostras (Figura 11). Os eixos PC1 e PC2 representam, respectivamente, 

20,92% e 13,4% da variância total das amostras.
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Figura 11 – Análise de Coordenadas Principais (PCoA) baseada em uma matriz de Bray-Curtis das sequências obtidas por propriedade.
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Para as propriedades 1, 2, 4, 5, 6, 12, 14 e 16, a distância entre os plots revela uma 

diferença marcante entre as amostras, relacionada à composição fúngica, mesmo estando em 

uma mesma propriedade. Devido ao processo manual de fabricação do queijo artesanal, 

diferenças como essas são esperadas. Além disso, a escolha aleatória de queijos para análise 

metagenômica acaba selecionando amostras com dias de maturação distintos. 

Para queijos que se encontram no início do período de maturação, é natural que bactérias 

iniciadoras do processo fermentativo sejam prevalentes no produto (COTTER & 

BERESFORD, 2017). Associando este fato à coleta aleatória dos queijos, é plausível que alguns 

apresentem não apenas tais diferenças estruturais na comunidade, reveladas pela diversidade 

beta, mas também nos índices de diversidade alfa citados anteriormente. À medida que os dias 

de maturação prosseguem, esporos fúngicos presentes no ar, nas paredes e prateleiras das 

câmaras de maturação se depositam sobre os queijos e ali se desenvolvem, alterando constante 

e progressivamente a microbiota do alimento. Além disso, fungos que já se fazem presentes 

desde o início do processo de maturação começam a se desenvolver de maneira progressiva 

(JONALLA et al., 2018). 

Queijos de outras propriedades, dentre as 3, 7, 8, 9, 10, 11, 13 e 15, apresentaram uma 

estrutura ecológica menos variável. Todas as propriedades com essa característica estão 

localizadas entre 713 e 950 metros de altitude, fortalecendo a hipótese de que a elevação 

influencia – juntamente com os modos de produção dos queijos – na composição da micobiota 

do queijo da Canastra. A análise dos queijos da propriedade 15, em particular, revelou que estes 

apresentam uma micobiota que segue um mesmo padrão de similaridade. Entretanto, essa 

comunidade é estruturalmente distante de todas as outras propriedades, sugerindo que 

microrganismos presentes na mesma são específicos daquela região, cercada pelo Parque 

Nacional da Serra da Canastra (Figura 12); essa barreira geográfica pode estar relacionada à 

dificuldade de dispersão desses fungos para as demais localidades avaliadas neste estudo. 
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        Figura 12 – São João Batista da Glória, localizada entre a Serra da Canastra e o Rio Grande. 
 

 

Em estudo realizado por Li et al. (2017), queijos coletados em diferentes países, como 

Itália, Bélgica e Cazaquistão, apresentaram diferenças na estrutura da comunidade microbiana 

através da mesma análise de PCoA; características edafoclimáticas, correspondentes a regiões 

geográficas distintas, favoreceram o desenvolvimento de diferentes espécies de 

microrganismos, o que está de acordo com o presente estudo. Entretanto, mesmo em casos nos 

quais apenas um tipo de queijo é analisado, essa mesma diferença em composição e estrutura 

pode ser identificada (QUIJADA et al., 2018). 

Estudo de Sant’Anna (2019) demonstrou que a variação na comunidade de 

microrganismos associados à maturação de queijos artesanais da região do Serro foi 

influenciada por fatores abióticos, como localização geográfica, condições de umidade e 

sazonalidade. A microbiota presente nos queijos também sofreu significativa alteração 

estrutural conforme o avanço dos dias de maturação. Perda da umidade do produto, alterações 

de pH e concentração de sais também foram fatores determinantes para uma mudança estrutural 

da comunidade microbiana. 

Liu et al. (2015) analisaram leite cru fermentado na região da Rússia utilizando técnicas 

de pirossequenciamento, cujos resultados revelaram um padrão no qual a distribuição de 
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espécies fúngicas em queijos artesanais também apresentou especificidade para regiões 

geográficas distintas. Tal característica é inerente aos queijos artesanais, e é por causa dela que 

os mesmos apresentam propriedades organolépticas tão distintas, que confirmam sua 

identidade. A estrutura das comunidades de amostras obtidas em Delfinópolis (propriedade 16) 

se mostra relativamente próxima da observada nas amostras de São João Batista da Glória. 

Metadados levantados neste estudo revelaram que queijos das propriedades 1 e 2 foram 

premiados nacional e internacionalmente por conta da qualidade do produto e características 

organolépticas de excelência, assim como queijos das propriedades 6, 7, 8 e 11, reconhecidos 

nacionalmente pelo mesmo padrão de qualidade. É interessante notar que as comunidades 

fúngicas de todas essas propriedades, cujos queijos foram premiados (PRÊMIO QUEIJO 

BRASIL, 2019), estão relativamente próximas umas das outras em termos de similaridade, 

sendo sugestivo de um padrão estrutural com papel relevante no desenvolvimento de 

características tão apreciáveis nestes queijos. 

Propriedades cuja micobiota apresenta semelhança estrutural de comunidade, como 

aquelas produtoras de queijos premiados (9, 10, 14 e 16) possuem potencial de produzirem 

queijos de referência, uma vez que a micobiota, juntamente com fatores abióticos, 

desempenham relevante impacto na qualidade e correta maturação do produto. Todos os queijos 

premiados foram produzidos em propriedades localizadas entre 716 e 950 metros de altitude, 

locais cujos índices de diversidade alfa analisados foram os mais marcantes; alguns deles são 

de propriedades adeptas à produção de queijos com fungos, permitindo seu crescimento 

superficial. Isso pode sugerir que a micobiota típica da região da Canastra favorece a construção 

de características sensoriais agradáveis nos queijos, o que aumenta o estímulo para o 

estabelecimento de uma nova variante do queijo Canastra. 

 

5.3 Padrões de interação fúngica  

 

A rede de interação fúngica, bem como seu grau e integração entre gêneros nas amostras 

de queijos artesanais da Canastra, podem ser visualizados na Figura 13. O grau é definido como 

o número de conexões realizado por cada nó na rede, enquanto que a intermediação 

(betweenness) corresponde à importância de cada fungo na conexão com indivíduos na mesma 

sub-comunidade e outras. O padrão de co-ocorrência revela que o gênero Acremonium 

apresentou o maior grau de intermediação entre os integrantes da comunidade, uma vez que 

este fungo se conecta com outras duas sub-comunidades, interagindo positivamente com os 
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gêneros Gliomastix e Aspergillus. Acremonium ainda co-ocorre com os gêneros Sarocladium e 

Trichothecium, enquanto adota um comportamento de co-exclusão com Kodamaea. 

 

 

 
 
Figura 13 – Rede de co-ocorrência dos gêneros fúngicos nas amostras de queijos artesanais da 
Canastra em diferentes nichos (à esquerda). Grau das interações (acima e à direita) e integração 
dos fungos (abaixo). Linhas vermelhas representam interações negativas; as azuis, interações 
positivas. 

 

 

Acremonium também apresentou a maior integratividade dentre os fungos analisados. 

Com isso, é possível sugerir que este fungo desempenhe algum papel relevante na manutenção 

da micobiota dos queijos artesanais da Canastra. É necessário destacar que Acremonium não se 

mostrou como um dos fungos mais predominantes nas análises de diversidade alfa, tendo 

destaque os gêneros Debaryomyces e Trichosporon. Entretanto, mesmo sendo mais abundantes, 

não são os fungos com maior grau de conectividade. Ao analisar com maior detalhe a interação 

entre estes dois fungos, nota-se um padrão de co-exclusão, que pode ser verificado na Figura 8. 

É possível notar que nas amostras onde um desses fungos é mais presente, o outro acaba estando 

ausente ou com uma prevalência muito baixa, sugestivo de alguma competição entre ambos. 

O gênero Acremonium já foi isolado com uma elevada prevalência em amostras de queijos 

na Turquia (HAYALOGLU & KIRBAG, 2006) e Espanha (ARIZCUN et al., 1996). Luz et al. 
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(2006) constataram considerável produção de lipases e proteases por diversos fungos 

endofíticos, incluindo o gênero Acremonium. Há um crescente interesse na produção de 

enzimas com potencial de aplicação pela indústria de alimentos na última década 

(ORLANDELLI et al., 2012), sendo Acremonium um gênero de destaque na produção dessas 

enzimas, que podem ser utilizadas para otimização do processo de maturação em alimentos 

fermentados. 

Estudo realizado por Zheng et al. (2018) revelou o papel de diversos fungos na produção 

e composição de sabores e aromas em queijos chineses. Dentre os mais relevantes para esse fim 

estava o gênero Dipodascus. Esse fungo apresentou um padrão de co-ocorrência com 

Trichosporon, também conhecido por sua produção de compostos voláteis (TEMPEL & 

JAKOBSEN, 1998). Além disso, ambos possuem marcante atividade proteolítica e lipolítica, 

sendo esta última ainda mais evidente para Dipodascus, que possui função importante na 

geração de ácidos graxos livres durante o processo de maturação (ZHENG et al., 2018). Tais 

informações sugerem um papel importante de ambos na maturação do queijo da Canastra; no 

entanto, mais estudos acerca de seus papéis na maturação do produto são necessários. 

De acordo com a análise metagenômica, o gênero Kodamaea foi inibido por dois fungos 

diferentes, Acremonium e Sarocladium, refletindo em uma baixa prevalência, uma vez que estes 

se fazem presentes em um mesmo nicho, exercendo um comportamento de co-exclusão. 

Cardoso et al. (2015) também detectaram uma baixa prevalência de Kodamaea em queijos 

artesanais da região do Serro nos primeiros dias de maturação. Entretanto, sua porcentagem na 

comunidade não aumentou de forma significativa até o 60º dia de maturação, reforçando a baixa 

prevalência indicada neste estudo. 

Sarocladium, Acremonium e Trichothecium formaram um padrão de co-ocorrência que 

interage com outros fungos da comunidade. Recentemente, Sarocladium e Acremonium foram 

relatados como presentes em alimentos com baixo teor de umidade na Nigéria, incluindo 

queijos (EZEKIEL et al., 2020). Trichothecium já foi descrito como um potente produtor de 

compostos voláteis que podem proporcionar aromas agradáveis em alimentos (VANHAELEN 

et al., 1978). Candida, Diutina e Kodamaea sofreram atividade inibitória dos três fungos 

supracitados. Nestes cenários, é possível sugerir que haja a produção de algum metabólito 

secundário que iniba o desenvolvimento destes três fungos. Entretanto, análises in vitro são 

necessárias para corroborar esta hipótese. 

Candida, por sua vez, é comumente descrita em queijos e produtos lácteos, com uma 

elevada prevalência (MONTEL et al., 2014; CHEN et al., 2017). O resultado do presente estudo 



46 

 

 

 

revela que essa levedura é pouco abundante no queijo da Canastra, interagindo exclusivamente 

por padrões de co-exclusão na comunidade fúngica. Apesar de não ter realizado análises de co-

ocorrência, Zheng et al. (2018) também detectaram Candida com uma baixa frequência durante 

a maturação de queijos, sendo esta responsável por relevante produção de compostos voláteis, 

como ácido propanoico e hexanoico, importantes para a formação de características sensoriais 

de vários queijos (CURIONI & BOSSET, 2002), além da liberação de ácidos graxos e 

aminoácidos livres que podem servir de substrato para bactérias presentes na comunidade. 

Baixas concentrações de ácidos graxos livres são essenciais para a formação de sabores e 

aromas agradáveis em queijos (HASSAN et al., 2012; RICHLIK et al., 1997), enquanto que 

aminoácidos livres são precursores de diversos compostos, como álcoois, aldeídos, compostos 

sulfurosos, aminas e ácidos carboxílicos (BERTUZZI et al., 2018). 

O gênero Gliomastix apresentou um comportamento de co-exclusão com Fusarium, 

conhecido por ser um relevante fitopatógeno, além de contaminante de alimentos (SESSOU et 

al., 2019). Esse resultado indica que padrões de co-ocorrência em comunidades de 

microrganismos são fundamentais na inibição de potenciais patógenos alimentares nos queijos 

(SESSOU et al., 2019). Em relação à Meyerozyma, essa levedura já foi isolada em diversos 

tipos de ambientes, incluindo alimentos, ambientes externos e instalações hospitalares. Apesar 

de alguns estudos sugerirem o uso de Meyerozyma para aplicações alimentícias (CORTE et al., 

2015), há relatos de seu envolvimento em infecções nosocomiais, sendo uma das principais 

leveduras isoladas de ambientes hospitalares (PFALLER et al., 2006), responsável por 

aproximadamente 10% dos casos de fungemia (GIRMENIA et al., 2006). Nota-se, contudo, 

que este gênero foi reprimido por Aspergillus, reforçando a ideia de que a interação com outros 

microrganismos na comunidade presente nos queijos é de suma importância para impedir o 

desenvolvimento de características desagradáveis nos produtos, como odor de ranço e presença 

de potenciais patógenos. 

 

5.4 Potencial gênico funcional da comunidade fúngica 

 

Um panorama acerca do potencial gênico funcional da micobiota dos queijos artesanais 

da Canastra é apresentado na Figura 14.  
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Figura 14 - Análise de componentes principais baseado na predição funcional pelo programa 
PICRUSt. Os pontos representam as amostras e as setas os vetores relacionados às vias 
metabólicas presentes em cada amostra. Pontos em diferentes grupos (azul ou laranja) 
representam fungos em queijos com diferentes abundâncias de vias metabólicas. 

 

A partir das análises no software PICRUSt, foram detectados dois grupos de queijos nos 

quais determinadas vias metabólicas foram mais expressas. Vias metabólicas centrais, entre 

outras essenciais para o funcionamento e manutenção da estrutura celular e de ácidos nucleicos, 

foram detectadas em ambos os grupos. Excepcionalmente, uma via para a degradação de quitina 

e conversão de N-acetil-D-Glicosamina (GlcNAc) em etanol foi detectada nos fungos 

pertencentes ao grupo azul (Figura 14). Além de apresentarem funções de regulação estrutural 

da parede celular fúngica, quitinases também são descritas por regularem o crescimento do 
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fungo (FLACH et al., 1992). Diversos microrganismos, procariotos e eucariotos, já foram 

relatados como responsáveis pela biorefinaria de quitina, como Escherichia coli, fungos 

dimórficos, e microrganismos oleaginosos, como leveduras responsáveis pela maturação de 

queijos artesanais (RODRIGUEZ & DOMINGUEZ, 1984; INOKUMA et al., 2016). 

Compostos alcoólicos e subprodutos oriundos deste grupo são frequentemente relatados como 

presentes em queijos artesanais (ROGER et al., 1988; XU et al., 2020; VAN MASTRIGT et 

al., 2018). A produção destes compostos voláteis parece fundamental para formação de flavor 

dos queijos artesanais. Em trabalho realizado por Andrade et al. (2017), foram detectados 12 

compostos alcoólicos produzidos por leveduras durante a maturação de queijos artesanais da 

Serra da Canastra; ainda que a composição química das amostras analisadas no presente estudo 

não tenha sido realizada, o estudo das vias metabólicas permite sugerir a presença de tais 

compostos nas mesmas, corroborando as informações apresentadas pelos pesquisadores 

supracitados.  

Outra via de relevância para as características sensoriais dos queijos é a de biossíntese de 

octanoil associada à uma proteína carreadora de acil (octanoil-ACP), presente no grupo laranja 

(Figura 13). Este composto é um intermediário para a biossíntese do complexo da piruvato 

desidrogenase, responsável pela obtenção de energia nos processos metabólicos oxidativos 

(MILLER et al., 2000). Apesar de apresentar uma função energética relevante para a célula, a 

presença de uma via responsável pela produção de seu precursor, o ácido octanoico, é evidência 

direta da sua produção por leveduras durante o processo de maturação do queijo da Canastra. 

Dentre diversos ácidos descritos durante a fase de maturação, o ácido octanoico é um dos mais 

produzidos (relacionado à formação de aroma característico nos queijos) (CURIONI & 

BOSSET, 2002), juntamente com os ácidos hexanoico e decanoico (ANDRADE et al., 2017). 

A identificação de vias geradoras ou indicativas de compostos voláteis (álcoois e ácidos) em 

ambos os grupos de queijos é um resultado relevante, visto que estes componentes são os 

principais a serem produzidos por leveduras durante o processo de maturação do queijo da 

Canastra (ANDRADE et al., 2017). 
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6. CONCLUSÕES 
 

• A riqueza, a diversidade e a equitabilidade de espécies fúngicas associadas ao queijo 

artesanal da Canastra pode estar associada ao modo de produção dos queijos; sugere-se, 

ainda, uma influência secundária da altitude nesses índices; 

• Debaryomyces, Trichosporon, Diutina e Candida foram os gêneros prevalentes nas 

amostras, fato decorrente de fortes interações dentre os gêneros; 

• Vias relacionadas à formação de compostos voláteis de relevância para a construção de 

aromas e sabores em queijos artesanais foram identificadas nas amostras analisadas; 

• A micobiota core característica dos queijos artesanais produzidos na Serra da Canastra 

avaliados no presente estudo é composta pelos gêneros Candida, Trichosporon, Diutina, 

Kodamaea, Debayomyces, Fusarium e Sarocladium. 
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APÊNDICE A – TABELA DE GÊNEROS FÚNGICOS IDENTIFICADOS POR 
METAGENÔMICA 

 

Gênero Fúngico Número da Propriedade 

 11 21 32 41 52 62 72 81 91 102 111 121 131 142 152 161 

Debaryomyces X X X X X X X X X X X X X X X X 

Trichosporon    X      X   X    

Fusarium X X  X X X X  X X X    X X 

Aspergillus  X X X X X     X  X X X X 

Sarocladium X X  X X X X X X  X X   X X 

Candida X  X      X X X X X X X X 

Acremonium   X X X X  X   X X   X X 

Trichothecium X   X X X     X    X X 

Diutina X X X X X X X X X X X X X X X X 

Gliomastix    X X      X X   X  

Não identificado   X  X  X  X  X X   X X 

Penicillium   X   X       X  X X 

Apiotrichum  X X X X X X X  X       

Kodamaea X X  X X X X  X X   X X X X 

Dipodascus X   X  X  X         

Cutaneotrichosporon       X   X X    X  

Meyerozyma    X X   X X X  X  X   

Pichia       X  X    X X   

Wickerhamomyces         X X       

Cladosporium   X X X    X     X X  

Rhodotorula    X  X   X X       

Kluyveromyces         X   X X    

Clavispora              X   

Neodevriesia     X            

Alternaria          X       

Mortierella     X       X    X 

Saitozyma   X   X     X  X  X  

Ogataea               X  

Moniliella         X       X 

Trichomonascus               X  

Wallemia   X     X         
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Lodderomyces          X       

Pseudogymnoascus  X             X  

Setophoma      X   X        

Resinicium      X           

Cleistothelebolus         X        

Mucor         X        

Holtermanniella          X       

Ceratobasidium X                

Metarhizium       X          

Clonostachys    X             

Bionectria               X  

Yamadazyma           X      

Gorgomyces               X  

Bipolaris             X    

Phoma          X       

Hortaea              X   

Mycosphaerella           X      

Lasiodiplodia              X   

Archaeorhizomyces             X    

Pseudeurotium  X   X  X  X X  X     

Hyphopichia                X 

1 Amostra de QMA. 
2 Amostra de QAM. 
 


