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RESUMO

O queijo artesanal colonial ¢ um dos produtos tipicos da regido sul do Brasil muito apreciado
inclusive por turistas, ¢ € definido como aquele obtido pela coagulacao do leite bovino por meio
do coalho e/ou outras enzimas coagulantes. Sabe-se que este tipo de alimento abriga uma
complexa comunidade microbiana. Por isso, este trabalho teve por objetivo avaliar a microbiota
fingica presente em queijos artesanais, através do uso de sequenciamento genético das
populagdes presentes no alimento. Para a identificacao de bolores e leveduras a amplificacao
foi gerada com primers para a regido ITS1, primer ITS]1 (GAACCWGCGGARGGATCA) e
primer ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC). O equipamento utilizado para sequenciar as
bibliotecas foi 0 MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA) e o kit V2, com 300 ciclos e
sequenciamento single-end. As analises das sequéncias foram realizadas por meio do pipeline
Sentinel. Foram identificadas um total de 19 espécies de leveduras, sendo Diutina catenulata,
Clavispora lusitaniae, Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces marxianus e Candida ethanolica as
que apresentaram maior numero de reads na amostra de queijo colonial. Uma vez que o queijo
representa um ambiente propicio para o crescimento de microrganismos, a presenga de
leveduras nao ¢ inesperada. As atividades lipolitica e proteolitica destes microrganismos
contribuem para formacao de produtos diretamente ligados ao aroma, sabor e textura do queijo.

Palavras-chave: queijo artesanal; sequenciamento genético; fungos; leveduras.



ABSTRACT

Colonial artisanal cheese is one of the typical products of the southern region of Brazil, much
appreciated even with tourists, and is defined as that obtained by coagulating bovine milk
using rennet and / or other coagulating enzymes. It is known that this type of food is home toa
complex microbial community. Therefore, this work aimed to evaluate the microbiota present
in artisanal cheeses through the use of genetic sequencing of the populations present in the
food. For the identification of molds and yeasts, amplification was generated with primers for
the ITS1 region, ITS1 primer (GAACCWGCGGARGGATCA) and ITS2 primer
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC). The equipment used to sequence the libraries was the
MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA) and the V2 kit, with 300 cycles and single-end
sequencing. Sequence analyzes were performed using the Sentinel pipeline. A total of 19 yeast
species were identified, being Diutina catenulata, Clavispora lusitaniae, Kodamaea ohmeri,
Kluyveromyces marxianus and Candida ethanolica those that obtained the highest number of
reads. Since cheese represents an environment conducive to the growth of microorganisms, the
presence of yeasts is not unexpected. The lipolytic and proteolytic activities of these
microorganisms contribute to the formation of products directly linked to the aroma, flavor and
texture of the cheese.

Keywords: metagenomics; artisanal cheese; genetic sequencing; mold; yeast
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1 INTRODUCAO

A crescente demanda por alimentos menos processados enaltece, muitas vezes, a
producdo de alimentos feitos de forma artesanal. O Queijo Artesanal Colonial (QAC) ¢ um dos
produtos tipicos da regido sul do Brasil muito apreciado inclusive por turistas. Assim como
ocorre com outros queijos artesanais, sua producao persiste por séculos e simboliza um modo
de vida coberto de relevancia histérica, social, cultural e econdmica para os pequenos
produtores (CORDOVA et al., 2016). A histéria do queijo colonial remonta as primeiras
décadas do século XX, com a colonizagdo do Oeste de Santa Catarina por descendentes de
italianos, alemaes e poloneses migrando do Rio Grande do Sul para Santa Catarina, em busca
da aquisicao de terras a menor custo (DORIGON; RENK, 2016). Essas terras, entdonomeadas
“colonias”, abrigavam os “colonos”, termos que persistem até hoje para denominar propriedade
rural e produtor rural, respectivamente (CARVALHO, 2015). Desta forma, o termo “colonial”
possui ligacdo direta com as tradi¢des, modo de vida e o saber fazer dos imigrantes e que até os
tempos atuais ¢ valorizado pelo consumidor (DORIGON, 2010). A atividade leiteira nas
coldnias era uma pratica feminina, e o destino do leite, especialmente em coldnias italianas, era
para producdo de queijo, no qual as receitas eram passadas de geracdo para geracao
(DORIGON; RENK, 2016).

A valorizagdo do queijo artesanal colonial revela um importante desenvolvimento das
regides rurais. Por isso, o crescimento do consumo do queijo artesanal requer atencao quanto a
sua qualidade, pois a auséncia de processamentos térmicos torna as boas praticas de fabricagao
e a maturagdo as principais formas de diminuir a presenga de patogenos (PEREIRA et al.,
2018). Neste contexto, os bolores e leveduras representam um grande grupo de microrganismos,
e na maioria das vezes, a presenca deles em queijos ¢ indesejavel (ZACARCHENCO et al.,
2011). Porém, em algumas variedades de queijos, os fungos filamentosos representam
importante papel no desenvolvimento de sabores e aromas ao longo da maturagao do produto
(FOX; MCSWEENEY, 2004). Como por exemplo, algumas espécies dos géneros Penicillium
e Mucor, que sao capazes de alterar sabor e aroma durante a maturagao de alguns tipos de queijo
(ARAGAO, 2018). De forma geral, segundo este mesmo autor, os fungos filamentosos dos
géneros Penicillium, Geotrichum, Aspergillus, Mucor e Fusarium sdo os mais frequentes em
queijos fabricados a partir de leite cru, e as leveduras mais frequentes em queijos pertencem

aos géneros Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum, Kluyveromyces, Kodamaea,
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Pichia, Rhodotorula,Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon, Yarrowia e
Zygosaccharomyces.

Diversos estudos ja foram realizados para determinar a composi¢ao da microbiota de
queijos artesanais. A maioria deles utiliza-se da microbiologia classica, ou seja, métodos
dependentes de cultura com a determinacao do nimero de unidades formadoras de coldnias
(UFC) e provas bioquimicas. Entretanto, tais abordagens podem manifestar resultados
imprecisos devido a presenga de microrganismos injuriados que ndo sdo possiveis de se
detectar, além de ndo levar em consideragdo microrganismos que necessitam de meios mais
complexos para analise (RANTSIOU et al., 2005). A andlise de fungos pelo método tradicional
de contagem de placas requer, muitas vezes, o uso de antibidticos para inativar bactérias e dura
pelo menos cinco dias (VANETTI; MACHADO, 2021). Portanto, os longos periodos de
incubagdo das técnicas de cultura tornam os métodos dependentes de cultura demorados e
laboriosos (JANY; BARBIER, 2008).

Visto isso, hd pelo menos vinte anos, o uso de abordagens independentes de cultura
para identificar e caracterizar comunidades microbianas tem sido pesquisado e desenvolvido
(COCOLIN; ERCOLIN, 2015). Os estudos baseiam-se, cada vez mais, na analise direta de
DNA (ou RNA) sem qualquer etapa de cultura, e seguem protocolos em que o DNA total (ou
RNA) ¢ extraido diretamente do substrato, permitindo assim estudar a diversidade total do
alimento em uma unica etapa (JANY e BARBIER, 2008). Estes mesmos autores destacam
como elemento chave das abordagens moleculares a amplificagdo por PCR de uma sequéncia
alvo especifica.

A origem da microbiologia gendmica relaciona-se com o surgimento da biologia
molecular no século XX e com a descoberta de que o DNA porta informagdes hereditarias
(MARDANOV et al., 2018). As técnicas moleculares apresentam como vantagens a rapidez,
precisdo, reprodutibilidade e a capacidade de detectar células vidveis e ndo vidveis, assim como
células danificadas ou lisadas (O’SULLIVAN et al., 2013). Apos andlise de estudos de
microbiologia molecular, Kazou et al. (2021) concluiram que existe variagao consideravel entre
espécies cultivadas e de ocorréncia natural, e isso altera dramaticamente o conhecimento da
verdadeira diversidade microbiana presente nos diversos habitats. O sequenciamento para
identificacdo da microbiota de uma amostra a partir de genes marcadores como o gene 16S para
bactérias e ITS para fungos ¢ o destaque da metagendomica (MARAN, 2020). No presente
estudo foi realizada a andlise metagendmica do queijo artesanal colonial produzido na cidade

de Seara, no Oeste do estado de Santa Catarina, com o objetivo de avaliar a microbiota fingica
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das populagdes presentes neste produto através do uso de sequenciamento genético da regiao
ITS, a qual ¢ altamente polimorfica e possui capacidade de separar fungos em nivel de espécies

e mesmo de subespécies (FAJARNINGSIH, 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a microbiota fungica presente em queijo artesanal colonial da cidade de Seara- SC,

através do uso de sequenciamento genético das populacdes presentes neste produto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar e quantificar o microbioma fingico presente em amostras de queijo
artesanal usando como base o gene ITS;

e Relatar o sequenciamento genético das amostras utilizando o sistema Diagnéstico
Microbiolégico Digital;

e Analisar o metagenoma através da plataforma Miseq da Illumina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 QUEIJO ARTESANAL

O Brasil destaca-se por ser o 4° maior produtor de queijos no mundo, produzindo
aproximadamente 760 mil toneladas de queijos por ano, estando em continuo crescimento
(USDA, 2019). Sao conhecidos mais de 30 tipos de queijos artesanais em territério nacional
(KAMIMURA et al, 2019). Os queijos artesanais brasileiros sdo aqueles elaborados por
métodos tradicionais que possuem vinculacdo e valorizagdo territorial, regional ou cultural e
que respeitam os protocolos de elaboracdo estabelecidos para cada variedade, geralmente
produzidos a partir de leite cru (BRASIL, 2019). As regides sul, sudeste e nordeste do pais sdo
os principais produtores de queijos artesanais, sendo o estado de Minas Gerais o responsavel
por cerca de 50% da producgdo de queijos no territorio nacional (PIMENTEL ef al., 2020). As
microrregioes tradicionais produtoras neste estado sdo: Serro, Serra da Canastra, Cerrado,
Araxa, e Campo das Vertentes, as quais distribuem-se em 62 municipios (DORES, FERREIRA,
2012). Ja na regido norte do pais, o queijo de destaque é o Marajo, produzido ha mais de 100
anos no Estado do Para, através da coagulacio espontinea do leite de bufalo cru, com adi¢ao
oundo de leite de vaca (CRUZ et al., 2015). No Nordeste, os queijos de destaque sao o Manteiga
e o Coalho, sendo este ultimo produzido hd mais 150 anos na regido (QUEIROGA et al., 2013;
NASSU et al., 2009). Na regido central do pais tem-se o queijo Caipira como tradi¢do no estado
do Mato Grosso do Sul (MENEZES, 2009). Por fim, no sul do pais, nos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, destaca-se o queijo Colonial, fabricado a partir do leite cru de
vacas europeias € o queijo Serrano fabricado desde o século XV, o qual funcionava como
produto de barganha para obtencao de sal, agucar, farinha entre outros alimentos (KAMIMURA
et al, 2019). No Estado de Santa Catarina em 2017, a producdo de queijo artesanal foi
computada em 8.210 toneladas por ano, conforme o censo agricola brasileiro (CARVALHO,
M. de M. et al., 2019). Os queijos e outros produtos artesanais podem ser identificados, em
territorio nacional, pelo selo ARTE (BRASIL,2018).

A Lei 17.486 de 2018 do Estado Santa Catarina estabelece a defini¢do de queijo
artesanal como sendo aquele elaborado a partir de leite cru da propria fazenda, com métodos
tradicionais, com vinculagdo ao territério de origem, conforme Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade (RTIQ) estabelecido para cada tipo e variedade (SANTA CATARINA,

2018). Fica permitido a aquisicao de leite de propriedades rurais préximas desde que atendam
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todas as normas sanitarias pertinentes. Esta mesma lei regulamenta a producdo e
comercializacao de queijos artesanais de leite cru no Estado de Santa Catarina.

Ainda no Estado de Santa Catarina, o decreto n® 362/2019 apresenta normas que devem
ser seguidas pelos produtores (SANTA CATARINA, 2019). Algumas delas sdo: o uso de mao
de obra predominantemente familiar na fabricagao dos queijos artesanais conforme tipo e
variedade definidos em Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) e a producao
restrita a propriedade rural certificada como livre de brucelose e tuberculose, conforme disposto
no Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal
(PNCEBT). Em relacdo ao Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade, cada tipo de queijo
artesanal deve apresentar seu RTIQ e sdo classificados de acordo com a matéria gorda, teor de
umidade e maturacdo (SANTA CATARINA, 2019).

O queijo colonial artesanal ¢ definido como aquele obtido pela coagulagdo do leite
bovino por meio do coalho e/ou outras enzimas coagulantes. Normalmente, possui formato
arredondado com peso proximo a lkg (BONDARCZUK, 2013). Quando imaturo pode nao
desenvolver casca, quando maduro pode apresentar casca fina e amarelada e apds maturacao
longa a casca pode tornar-se dura e grossa (BONDARCZUK, 2013). As regides de producao
do queijo colonial correspondem aquelas colonizadas principalmente por descendentes de
italianos e alemaes. Em Santa Catarina, configuram a regido oeste € em menor quantidade o sul
do Estado; no Parana o sudoeste e oeste do Estado; € no Rio Grande do Sul a serra gaucha e o
Noroeste do Estado (DORIGON, 2020).

Segundo Dorigon (2020) a producao do queijo colonial inicia-se com a filtracdo do leite
ndo pasteurizado em peneira apropriada e aquecimento até 30°C, seguido da adicao de sal e
coalho. Cerca de 40 minutos apos a adi¢do do coalho, o leite ja esta coagulado, sendo entdao
talhado para que o soro se separe da massa para posterior transferéncia para as formas. O
processo de transferéncia para as formas ¢ feito através de uma prensa manual com uma forma
redonda, onde permanece até o escoamento do soro. Em seguida sera maturado por 5 a 12 dias
e estard pronto para consumo ou comercializacdo. Tradicionalmente, o coalho utilizado na
fabricacdo do queijo artesanal colonial era bioldgico, obtido do estdmago higienizado, salgado
e seco de bovinos. No entanto, por motivos de praticidade e seguranga, o coalho artesanal foi
substituido pelo coalho industrial.

A qualidade da matéria prima esta diretamente relacionada com a qualidade do produto
final. Fatores como sanidade do rebanho, higiene na ordenha, higiene de equipamentos,

tratamento térmico, manipulagdo e armazenamento adequados sdo alguns critérios para
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alcancar uma qualidade microbioldgica satisfatoria no queijo artesanal (BONDARCZUK,

2013).

3.2 IDENTIFICACAO DE FUNGOS PRESENTES EM QUEIIOS ARTESANAIS USANDO
FERRAMENTAS MICROBIOLOGICAS CLASSICAS

Bolores e leveduras representam um grande grupo de microrganismos. Embora existam
mais de 100 mil espécies conhecidas de fungos, cerca de 200 sdo patogénicas aos seres humanos
e aos animais (TORTORA, 2017). Entre estas espécies estdo as causadoras de alergias, micoses
e micotoxicoses ndo veiculadas por alimentos. Em queijos, a presenga de bolores e leveduras,
em sua maioria, ¢ indesejavel (ZACARCHECNO et al,, 2011). No entanto, em algumas
variedades de queijos, os fungos filamentosos representam importante papel no
desenvolvimento de sabores e aromas ao longo da maturacdo do produto (ARAGAO, 2018).
Os bolores sdo os fungos mais comuns encontrados naturalmente em queijos. Eles formam
massas visiveis, denominadas micélios, compostas de longos filamentos (hifas) que se
ramificam e se entrelacam. Em relacgdo as caracteristicas do ambiente, os fungos sdo capazes de
se desenvolver em condicdes adversas, onde muitas bactérias ndo conseguem. O pH proximo a
5,0 configura um bom ambiente para seu crescimento. Baixos teores de umidade também sao
aceitaveis e a resisténcia a pressdo osmotica, faz com que grande parte dos fungos seja capaz
de crescer em concentragdes mais altas de sal, como em queijos (TORTORA, 2017).

Os fungos filamentosos dos géneros Penicillium, Geotrichum, Aspergillus, Mucor e
Fusarium sao os mais frequentes em queijos fabricados a partir de leite cru, e algumas espécies
dos géneros Penicillium e Mucor possuem papel importante na maturagao de alguns tipos de
queijo, devido a capacidade de alterar sabor e aroma (ARAGAO, 2018). A melhoria das
caracteristicas de textura, sabor e valor nutricional do queijo estdo relacionadas com a agdo de
enzimas fungicas na degradacao de constituintes do leite, como proteinas e lipidios (HYMERY,
2014).

Um dos fatores mais importantes na deterioracdo de alimentos por fungos ¢ a formagao
de metabolitos secundarios toxicos chamados micotoxinas (FILTENBORG; FRISVAD e
THIRANE, 1996). O termo micotoxina” deriva das palavras gregas "mykes" (fungos ou bolor
limoso) e "toxico" refere-se a toxina (HYMERY et al., 2014). Este termo comecou a ser
empregado em 1962 com a morte de mais de 400.000 perus jovens apds a ingestdo de racao

com amendoim de origem brasileira e posterior constatacdo da contaminacdo dos graos por
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aflatoxina, produzida pelo fungo A4. flavus (SANTOS e SILVA, 2010; FREIRE et al., 2007).
As micotoxinas sao compostos de ocorréncia natural, de baixo peso molecular, e uma vez que
sdo metabdlitos secundarios, ndo sdo essenciais para o crescimento do fungo, no entanto,
acredita-se que concedam vantagem seletiva a cepa produtora (HYMERY et al.,, 2014). De
acordo com a FAO (2021) o acamulo de micotoxinas em alimentos e ragcdes ¢ a causa de
diversos envenenamentos, como indu¢do de cancer, mutagenicidade, disturbios urogenitais,
vasculares, renais e nervosos. Em 1974, na india, 397 pessoas foram afetadas e cerca de 108
morreram apos ingestdo de milho contaminado com aflatoxina B1. Em 2004, a presenca de
aflatoxina também em milho causou um surto no Quénia, com mais de 300 casos confirmados
e 125 mortes (FREIRE et al., 2007; CDC, 2004)

A contamina¢dao humana ou animal por micotoxinas pode acontecer de forma direta ou
indireta. A contaminacdo direta ocorre quando o alimento/racao ¢ contaminado com um fungo
toxigénico com posterior formagao de toxina e a indireta ocorre quando o alimento/ragdo tem a
presenga da toxina mesmo apos a eliminagdo do fungo toxigénico durante o processamento
(FREIRE et al., 2007). Em queijos, as toxinas detectadas por varios estudos sdo_principalmente
citrinina, penitrem A, roquefortina C, esterigmatocistina, aflatoxina e ocratoxina A (OTA),
sendo as duas ultimas as mais perigosas (ANELLI et al,, 2019; HYMERY et al,, 2014). Dentre
as micotoxinas encontradas em queijo, a aflatoxina M1 ¢ a Unica controlada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual estabelece o limite maximo toleravel ¢ de
2,5 ug / kg (BRASIL, 2011). As toxinas podem ter origem direta do queijo, através de agentes
de deterioragdo, ou vir do leite usado para fabricagdo do queijo devido a contaminagdo da racao
dada as vacas (HYMERY et al., 2014). O papel das micotoxinas no queijo ainda ndo é bem
elucidado. Entretanto, em uma revisao sobre fungos filamentosos € micotoxinas em queijos,
Hymery et al. (2014) cita algumas hipoteses como competicdo com outros organismos,
adaptagdo ao ambiente e eliminag¢do de residuos. Portanto, a presenca de alguns fungos em
queijos pode ser um sinal de alerta para a producao dessas micotoxinas.

Ja as leveduras sdo fungos unicelulares, ndo filamentosos, geralmente esféricos ou
ovais. Assim como os fungos filamentosos, as leveduras sdo abrangentemente distribuidas na
natureza e ¢ comum serem encontradas na forma de um p6 branco cobrindo frutas e folhas
(TORTORA, 2017). As leveduras mais frequentes em queijos pertencem aos géneros Candida,
Cryptococcus, Debaryomyces, Geotrichum, Kluyveromyces, Kodamaea, Pichia, Rhodotorula,
Saccharomyces, Torulaspora, Trichosporon, Yarrowia e Zygosaccharomyces (ARAGAO,

2018). Debaryomyces hansenii ¢ a espécie mais comumente isolada em queijos (BUCHL;


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/citrinin
https://www.sinonimos.com.br/abrangentemente/
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SEILER, 2011). A identificacdo de leveduras como microrganismos deteriorantes advém de

seu metabolismo heterofermentativo (ZACARCHENCO et al., 2011). Quando contaminado, o
queijo adquire sabor de massa crua fermentada de pao (ZACARCHENCO et al., 2011). Ha

também leveduras proteoliticas que provocam aroma intenso de compostos sulfurosos nos

queijos contaminados, bem como a presenga de acidos graxos livres pode produzir sabores e

aromas de rango em razao da atividade lipolitica (ZACARCHECNO et al.,, 2011). Alguns

géneros de leveduras importantes em alimentos sdo destacados por JAY (2005), FRANCO e
LANDGRAF (2016) e estao apresentados no Quadro 1.

Quadro 1 Géneros e leveduras relevantes em alimentos.

Género

Classificacao

Alimentos

Candida

Este género foi erigido em 1923 por Berkhout e desde
entdo sofreu muitas mudangas na definicdo e
composi¢do. O nome genérico significa “branco
brilhante”.

Podem ser fermentativas ou ndo. Nao produzem esporos
assexuados. Multiplicam-se por brotamento multilateral
ou polar.

Candida tropicalis é a mais comum em alimentos.

Carne de boi e frango

Kluyveromyces

Sdo leveduras fermentativas. Multiplicam-se por
brotamento multilateral.

K. marxianus € uma das duas leveduras mais prevalentes
em produtos lacteos. Kluyveromyces spp. produzem [3-
galactosidase e sao fermentadores vigorosos de agucares,
incluindo lactose. K. marxianus contém coenzima Q-6 e
esta envolvido na fermentacdo de kumiss. Ele também ¢é
usado para a produgao de lactase a partir do soro de leite
e como o organismo de escolha para a producao de
células de levedura a partir do soro de leite.

Frutas, queijo

Trichosporon

Fermentacdo fraca ou ausente. Multiplicam-se por
brotamento e¢ formagdo de artroconidios. Leveduras
oxidativas, ndo formadoras de esporos. Envolvidas nas
fermentagdes de graos de cacau e idli. 7. pullulans é a
espécie mais prevalente e produz lipase.

Camardo fresco,
carne moida, aves,
cordeiro congelado e
outros

Torulaspora

Fortes fermentadores de actcares e contém a coenzima
Q-6. Multiplicam-se por brotamento multilateral sem
formagdo de pseudomicélios.

T. delbrueckii é a espécie mais prevalente

Alimentos com alto
teor de acticar

Yarrowia

Anteriormente  Saccharomycopsis, essas leveduras
pertencem a ordem Endomycetales. Candida lipolytica é

Frutas, vegetais,
carnes ¢ aves.
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o anamorfo e Y. lipolytica ¢ o estagio teleomorfico
(perfeito).
Limo em salmouras,
Fermentagdo fraca. Um dos dois géneros de levedura cresce em salmouras
mais prevalentes em produtos lacteos. D. hansenii ¢ a € qu€lJos € causa a
Debaryomyces L . . . deteri ~ d
espécie de origem alimentar mais prevalente. Ele pode deterioragao 0
crescer em NaCl 24% e em uma atividade de 4gua tio concentrado de suco
baixa quanto 0,65. de laranja e do
iogurte.
Ja encontrada em
peixes e camaroes
N ., o frescos,  conhecida
Fermentacdo variavel. Multiplicam-se por brotamento or crescer
Pichia multilateral. Este € o maior género de leveduras P .
. salmouras de oliva,
verdadeiras. . ~
deterioracdo de
picles e chucrute
Atividade fermentativa intensa. Multiplicacdo por
brotamento lateral ou formagdo de pseudomicélio. Paes, cervejas,
Saccharomyces . .
Destaque para S. cerevisiae. vinhos.

Fonte: Adaptado de JAY (2005); FRANCO;LANDGRAF (2016)

A microbiologia cléssica utiliza-se do método de contagem padrdo em placas para
realizar a quantificagdo de bolores e leveduras em alimentos. Este método ¢é feito a partir da
determinagdo do nuimero de unidades formadoras de colonias (UFC). O plaqueamento em
superficie ¢ 0 método mais indicado, uma vez que evita danos com o meio de cultura aquecido
e aumenta a exposi¢ao ao oxigénio (SILVA et al., 2017).

De acordo com Frank e Yousef, (2004) é recomendado o Agar Dicloran Rosa de
Bengala Cloranfenicol (DRBC) para produtos lacteos em geral. Para alimentos com atividade
de 4gua superior a 0,95, os autores Ryu e Wolf-Hall (2015) recomendam o Agar Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol (DRBC) e o Agar Dicloran Glicerol 18 (DG18), para alimentos de
atividade de 4gua menor ou igual a 0,95. Para produtos ndo submetidos a tratamento térmico,
acidificacdo ou outro tratamento que possa provocar injurias as células, pode também ser
utilizado Agar Batata Dextrose Acidificado (PDA-AC) (SILVA et al., 2017). Também podem
ser utilizados kits analiticos oficializados pela AOAC (Association of Official Analytical

Chemists) (RYU; WOLF-HALL, 2015).
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De modo geral, a identificagao de fungos e leveduras utilizando a microbiologia classica
como ferramenta envolve etapas de pesagem e diluicao da amostra, preparo do meio de cultura
e incubac¢do por um periodo de 5 dias. Para identificar e diferenciar as leveduras, sdo
consideradas a morfologia celular, a morfologia da colonia e a reproducao sexuada. Os testes
fisiologicos para identificacdo de leveduras sao baseados na capacidade dos isolados em
hidrolisar ureia e crescer em meios seletivos, em diferentes temperaturas e fontes de nitrogénio.
Apesar das desvantagens (como variacao interlaboratorial, diferengas entre as cepas € o numero
de caracteristicas testadas) os padrdes de fermentagdo de carboidratos, ainda sdo usados para
identificacao de bactérias e leveduras (KAZOU et al., 2021).

Pereira et al. (2019) analisaram a microbiota do Queijo Artesanal Serrano produzido em
Santa Catarina, em diferentes etapas de maturagdo. Nao foi observado um desenvolvimento
significativo de fungos filamentosos, uma vez que ndo ¢ caracteristica deste produto o
aparecimento de bolores aparentes. Entretanto, dentre os géneros encontrados estao Aspergillus,
Fusarium, Geotrichum, Byssochlamys, Mucor, Cladosporium e Penicillium. O estudo discute
que tais fungos filamentosos ndo podem caracterizar o queijo artesanal serrano devido a baixa
frequéncia nas amostras, ¢ que a presenga dos mesmos pode estar relacionada com
contaminagdes no processo de fabricagdo deste produto. Apesar disso, as leveduras
apresentaram maior relevancia no estudo. Foram isoladas 82 culturas diferentes, as quais foram
observadas em 72 das 80 amostras analisadas. K. lactis, levedura que hidrolisa a lactose, foi a
espécie isolada com maior frequéncia. Esta levedura foi observada em outros estudos de queijos
artesanais. A levedura C. famata também obteve relevancia. C. catenulata, prevalente em
queijos artesanais, também foi identificada, enquanto C. zeylanoides mostrou-se presente em
todas as etapas de maturacdo do queijo.

Aragdo (2018) analisou a diversidade de fungos filamentosos e leveduras do Queijo
Minas Artesanal de amostras maturadas em duas estagdes do ano. No verdo/imido foram
identificados 57 isolados de fungos filamentosos e 46 isolados no inverno/seco. Algumas
espécies identificadas foram: Paecilomyces sp., Aspergillus niger, A. oryzae, A. ochraceus,
Geotrichum candidum e Fusarium sp. Os isolados potencialmente toxicogénicos (Aspergillus
niger e A. ochraceus) nao eram produtores de micotoxinas. Para o estudo de leveduras, na
amostra de queijo maturado no verdo umido, foram isoladas 15 leveduras e no inverno/seco 7
leveduras. No entanto, das 15 leveduras, 80% nao foram identificadas e o restante dosisolados

dividiu-se entre as espécies Candida palmiolephila e Hyphopichia burtonii. Nas amostras do
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inverno/seco, dentre as espécies identificadas estdo Candida intermedia, Kluyveromyces lactis
e Torulaspora delbrueckii.

Souza (2016) em estudo de fungos deteriorantes € micotoxinas em queijo parmesao, nao
constatou a presenca de micotoxinas. Entretanto, detectou contaminagdo no ar e nas prateleiras
da camara de maturacao dos queijos. Oliveira et al. (2011), em pesquisa de AFM | em amostras
de queijo Minas Frescal e queijo Minas Padrao detectou a toxina em 13 das 48 amostras
analisadas (27,1%), sendo seis amostras de Minas Frescal e 7 para o queijo Minas Padrao.
Prado et al. (2000) analisou 75 amostras de queijo "Minas" (in natura, canastra e padrdo) as

quais 56 (74,7%) apresentaram contaminacao com AFM;.

3.3 IDENTIFICACAO DE FUNGOS EM QUENOS USANDO FERRAMENTAS
GENOMICAS OU METAGENOMICA

O leite cru abriga uma comunidade microbiana complexa. Devido ao seu alto valor
nutricional, seu alto teor de 4dgua e pH quase neutro, este alimento esta suscetivel ao
desenvolvimento de muitos microrganismos (FRANK, 1997). Tradicionalmente, o estudo dessa
comunidade microbiana ¢ realizado por técnicas empregadas pela microbiologia cléassica, ou
seja, métodos tradicionais de contagem de bactérias em placas, isolamento e identificagao
bioquimica dos microrganismos (VANETTI; MACHADO, 2021). Todavia, essas abordagens
podem manifestar resultados imprecisos devido a presenca de microrganismos injuriados que
ndo sdo possiveis detectar, além de ndo levar em consideragdo microrganismos que necessitam
de meios mais complexos para analise (RANTSIOU et al., 2005).

Como alternativa aos métodos fenotipicos para fins taxondmicos, reconheceu-se a
necessidade de métodos moleculares rapidos, reproduziveis, precisos e ndo tendenciosos
(KAZOU et al., 2021). Para a identificacdo de bactérias e leveduras associadas a produtos
lacteos, os métodos moleculares baseados em PCR s3ao comumente aplicados, e essas
metodologias utilizam primers com diferentes sequencias gendmicas como alvo, por exemplo
aregido ITS para identificacdo de fungos (KAZOU et al., 2021). Segundo Fajarningsih (2016),
esta ¢ uma regido ndo codificante altamente polimorfica com capacidade de separar fungos em
nivel de espécie e mesmo de subespécies. Por isso, a regido ITS tornou-se a regido
frequentemente usada para identificar bolores e leveduras em derivados lacteos (BANJARA et
al., 2015, BUEHLER et al., 2017). Um exemplo de método molecular amplamente utilizado ¢
a Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE, do inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis),


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160511004454?casa_token=Ln-X3I9PLEUAAAAA%3AWcQZPz0ToS_y6R1sfRs3SVOG4CZDc2o-tbpw4JfOnqtAqUGev4F2DSvzSl8QuQ0Wi3l-J0rZxLYf&bb0185
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o qual consiste em uma técnica em que o DNA ¢ clivado em sitios especificos através de uma
enzima de restricao, e os fragmentos de DNA sao separados por eletroforese em gel de agarose
de campo pulsado (CUNHA, 2016). Os tamanhos dos fragmentos de DNA determinam suas
separagdes, de modo que fragmentos pequenos movimentam-se mais rapido do que fragmentos
grandes, criando entdo padroes de banda de DNA, que sdo comparadas com padrdes de
referéncia para serem identificadas (CUNHA, 2016). O desenvolvimento da técnica de PFGE
constituiu um grande avango metodoldgico para estudar o genoma de microrganismos (LOPEZ-
CANOVAS et al.,, 2019). Dentre os métodos de tipagem molecular, PFGE ¢ atualmente
considerado padrdo ouro (SOFU, 2017).

Entretanto, nos ultimos vinte anos houve maior concentragdao no desenvolvimento de
metodologias independentes de cultura, sem o enriquecimento ou isolamento de cepas, como
forma de evitar resultados enganosos por baixa detec¢do de organismos subdominantes ou
dificeis de cultivar (COCOLIN; ERCOLINI, 2015; YELURI; JONNALA et al., 2018). Esses
estudos baseiam-se principalmente no sequenciamento genético das populagdes presentes nos
alimentos. Afinal, diversos estudos ja demonstraram variacdo consideravel entre espécies
cultivadas e de ocorréncia natural (KASOU et al., 2021).

De forma geral, o termo ‘’metagendmica’’ estd relacionado com a identificacdo e
caracterizagdo de comunidades microbianas a nivel gendmico por meio de abordagens
independentes de cultura (National Research Council (US) Committee on Metagenomics:
Challenges and Functional Applications, 2007). O destaque dessa abordagem estd no
sequenciamento para a identificagdo de toda a microbiota de uma amostra através de genes
marcadores como o gene 16S para as bactérias e da regido intergénica ITS para fungos. Esta
metodologia apresenta resultados a nivel taxondmico do filo até a espécie do microrganismo
identificado, utilizando ferramentas de bioinformatica e bancos de dados publicos como o
GreenGene e RibosomalDatabase (DE CESARE, 2019; FRANCIOSA et al., 2018). A partir
dessas metodologias ¢ possivel identificar a microbiota de qualquer alimento, entre eles os
queijos artesanais. Desta forma ¢é possivel entender a relagdo entre os microrganismos, suas
atividades e funcionalidades no alimento (FRANCIOSA et al., 2018).

O método empregado para descrever o sequenciamento de todo o genoma de um
organismo recebe o nome de Sequenciamento Completo do Genoma (Whole Genome Sequence
(WGS), e este ¢ dividido atualmente em trés geragdes (OAKLEY; GONZALEZ-ESCALONA;
MOLINA, 2015). A primeira geragdo envolve o método de terminagdo de cadeia, também

conhecido por Sequenciamento de Sanger. Neste método, os fragmentos de DNA sao utilizados
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como moldes para sintetizar uma fita de DNA complementar utilizando primers como
iniciadores da reacdo de sintese e dideoxinucleotideos como terminadores de cadeia, que
impedem a reacdo de prosseguir. Dessa forma, obtém-se diversos fragmentos de DNA
complementar de tamanhos diferentes, que sdo separadas por eletroforese para posterior
identificacao das bandas de DNA e sequenciamento (PEIXOTO, 2013). Ainda que alteragdes
tenham sido feitas ao longo dos anos, esse método ainda continua sendo um método trabalhoso,

caro e com comprimento de leitura muito curto (OAKLEY et al., 2015, SANTOS et al., 2013).

Entretanto, a revolucdo gendmica deu-se a partir do desenvolvimento do
sequenciamento do genoma, especialmente em meados dos anos 2000, por métodos de
sequenciamento de ultima geracdo (NGS), abordagem esta que se tornou lider de estudos
(MARDANOV et al, 2018). O sequenciamento de segunda geragdo ou sequenciamento de
proxima geracdo (NGS) surgiu apo6s investimentos publicos e privados que levaram a criagao
de tecnologias como as maquinas de sequenciamento 454 (MARAN et al., 2020). Este
equipamento permite que a quantidade de DNA sequenciado seja maior por meio da
paralelizagdo em massa das reagdes de sequenciamento (HEATHER; CHAIN, 2016). O
sequenciamento direto e paralelo de milhdes e bilhdes de moléculas de DNA é um dos
diferenciais das metodologias NGS, o que possibilita o aumento da escala e a resolucao das
analises (CHRISTOFF, 2016). Além disso, a reducdo da quantidade de amostra necessaria e a
diminui¢ao significativa no custo por nucleotideo sequenciado também sdo progressos obtidos
com NGS (CHRISTOFF, 2016). De forma geral, pode-se dizer que esta técnica esta relacionada
com a detec¢do de fotons de luz produzidos em quantidade proporcional ao numero de

nucleotideos incorporados a cadeia de DNA (FIETTO; MACIEL, 2015).

Uma vez que a plataforma 454 obteve grande sucesso, outras empresas de
sequenciamento desenvolveram suas proprias metodologias (MARAN et al., 2020). A
plataforma Illumina Solexa, por exemplo, realiza o sequenciamento por sintese através da
enzima DNA polimerase e nucleotideos marcados com fluoréforos (SANTOS et al., 2013), e
possui como inovagao a clonagem in vitro dos fragmentos em uma plataforma so6lida de vidro
(METZKER, 2009). Uma outra plataforma ¢ a SOLiD R que realiza o sequenciamento por
ligagdo e que, diferente da Solexa, utiliza a enzima DNA ligase, e ndo DNA polimerase. Esta
enzima une as pontas de moléculas de DNA, e o sequenciamento ¢ feito a partir da sensitividade
da enzima para alinhar pares de base que identifica os nucleotideos presentes em uma dada
posi¢io do DNA (PEIXOTO, 2013). J4 a plataforma fon Torrent, desenvolvida por Jonathan

Rothburg, ¢ a ultima plataforma da segunda gerag¢ao, chamada de “’sequenciamento pos luz’’
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(HEATHER; CHAIN, 2016). Esta técnica utiliza-se de microchips como sensores de detecgao
que identificam ions hidrogénio liberados depois que cada nucleotideo complementar ¢
incorporado na fita-molde de DNA (CHRISTOFF, 2017).

A terceira geragdo realiza o sequenciamento de moléculas unicas sem a necessidade de
amplificacdo, tornando os procedimentos simplificados e reduzindo os custos (MARAN et al.,
2020). Sendo assim, a auséncia da necessidade de amplificagdo prévia da amostra ¢ o principio
basico desta geragdo, tornando possivel detectar a sequéncia de DNA diretamente de uma tnica
molécula (CHRISTOFF, 2017). Nesta geracao, destaca-se a plataforma Pacific BioScienc,
capaz de ler em tempo real pequenos genomas como bactérias, plasmideos e fagos (WASFI;
AWWAD; AYESH, 2018).

Em estudo de Aragdo (2018), citado anteriormente, as amostras de queijo minas
artesanal também foram analisadas por método independente de cultura. Foi identificado na
amostra maturada no verdao imido 39 géneros e 42 espécies, sendo os géneros mais prevalentes
em leveduras Candida, Kodamaea, Torulaspora e Trichosporon e Fusarium, Microascus,
Acremonium os gé€neros de fungos filamentosos. Na amostra maturada no inverno seco 41
géneros e 46 espécies foram identificadas, sendo Trichosporon, Debaryomyces, Torulaspora e
Kluyveromyces os géneros mais prevalentes em leveduras e Aspergillus, Fusarium e
Acremonium os géneros de fungos filamentosos.

Anelli et al, 2009, em estudo do queijo italiano artesanal maturado em caverna,
identificou que maior parte da populagdo fungica incluiu as espécies Aspergillus e Penicillium,
com algumas espécies toxigénicas. Entretanto, a Gnica micotoxina detectada na amostra de
queijo foi a OTA, em apenas uma amostra, e sua presenga estd ligada a ocorréncia de bolores
ocratoxigénicos, especificamente de A. westerdijkiae e A. steynii, detectados na superficie de
alguns queijos. No Quadro 2 estio representados alguns estudos realizados a partir de métodos

moleculares em queijos.
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Quadro 2 Estudos de aplicacdo de métodos microbioldgicos moleculares em queijos.

Queijo de caverna
tradicional italiano

BioNumerics 5.1

melanosporus,
Neosartorya hiratsuka,
Scopulariopsis
brevicaulis ,
Scopulariopsis flava,
Cladosporium
sphaerospermum

Matéria prima Metodologia Principais Referéncia
microrganismos
identificados
Queijo tradicional francés Yarrowia lipolytica, (CEUGNIEZ et
“Tomme d'orchies” [llumina Galactomyces al., 2017)
geotrichum, Aspergillus
niger, Cladosporium
cladosporioides.
Queijo austriaco feito a Candida apicola, (QUIJADA et al,
partir de leite cru MiseQ Ilumina Debaromyces, 2020)
Scopulariopsis
Queijo branco em conserva Debaryomyces hansenii , (SURANSKA et
artesanal da Sérvia BioNumerics 6.5  Kluyveromyces lactis e al., 2016)
Ocidental Candida zeylanoides
Aspergilllus, Penicillium, (ANELLI et al.,
Alternaria. Microascus 2019)

Tarag, leite fermentado de
vaca (Mongolia e China)

454 Life Sciences,
Branford, CT

Candida
Galactomyces ,
Saccharomyces,
Trichosporon,

Kluyveromyces, Pichia e
Candida

(SUN et al., 2014)

Queijo Wagashi de Benin

[llumina

K. marxianus, S.
keratitidis, C.
parapsilosis e S.
Cerevisiae

(SESSOU et al.,
2019)

Queijo coalho

[llumina

Candida tropicalis,
Candida parapsilolis,
Pichia membranifaciens,
Tritirachium oryzae,
Malassezia furfur e
Kluyveromyces
marxianus

(LIMA, 2017)

Queijo Minas Artesanal

[lumina

Kodamaea ohmeri,
Acremonium citrinum,
and Candida catenulata

(ARAGAO et al.,
2018)

Fonte: A autora.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Uma amostra de queijo artesanal colonial comercializada no municipio de Seara, no
oeste de Santa Catarina, Brasil, foi submetida a avaliagdo metagenomica, apos o periodo de
maturagdo de 20 dias. O produtor artesanal faz parte da Cooperativa de Producido e Consumo
dos Produtores e das Agroindustrias Familiares de Seara (COOPASE). A amostra foi coletada
em janeiro de 2021 e congelada em sua embalagem original até o momento da investigagao da

comunidade fngica.

4.2 ANALISE METAGENOMICA

A amostra foi descongelada e utilizando-se bag estéril, pesou-se uma aliquota de 25 g
da amostra a qual foi homogeneizada com 225 ml de solugdo salina triptonada. Posteriormente,
a extragdo de DNA foi realizada utilizando-se a técnica de beads magnéticas, com um protocolo
proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). A metodologia utilizada para
identificagdo de fungos neste trabalho foi o sequenciamento de alto desempenho da regido ITS1.
A amplificacio foi gerada com primers para a regido ITS1, primer, ITSI
(GAACCWGCGGARGGATCA) (SCHMIDT et al., 2013) e primer, ITS2
(GCTGCGTTCTTCATCGATGC) (WHITE et al., 1990). As bibliotecas foram preparadas
segundo um protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). O
equipamento utilizado para sequenciar as bibliotecas foi 0 MiSeq Sequencing System (Illumina
Inc., USA) e o kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. E as analises das sequéncias
foram realizadas por meio do pipeline Sentinel.

A avaliagdo da qualidade Phred (QP) dos arquivos fastq no pipeline Sentinel foi
elaborada utilizando-se o programa FastQC v.0.11.8 (ANDREWS, 2010). Entao, estes arquivos
passaram por uma triagem de primers e sequéncias com baixa qualidade (Phred <20) através
do software proprietario utilizado para tal finalidade que foi construido em Python v.3.6 e
inspirado nas aplicabilidades do projeto BioPython (COCK et al. 2009).

Em geral, os clusters com abundancia menor que 2 estdo associados a sequéncias
quimeras (SMYTH et al., 2010). Portanto, eles foram removidos das analises. Empregou-se

blastn v.2.6.0+ (ALTSCHUL et al., 1990) para obter as identificagdes, € como referéncia
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utilizou-se o banco de dados proprietario. A defini¢ao de espécie foi estabelecida através de
uma instrucao em Python que avalia se um dos trés quesitos foram atendidos pelos hits: 1)
maior bit-score; 2) menor e-value; e 3) taxonomias com maior representacdo. A espécie
representante ¢ selecionada a partir dos hits que atenderam um dos itens anteriores.

A estrutura de bioinformatica da Neoprospecta estd hospedada na platarforma
computacional da Amazon, onde as analises foram executadas. As analises de Diagnostico
Microbiolégico Digital (DMD) para fungos, foram realizadas contra bancos de dados de
referéncia para o gene ITS nos bancos de dados proprietarios. O banco de sequéncias para os
genes ITS, dispde de sequéncias de genes completos, os quais contém sequéncias recuperadas

de genomas, ndo ambiguas e filtradas para sequéncias quimeras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca pela comunidade microbiana de uma amostra utilizando a ferramenta
metagendmica, a bioinforméatica e bancos de dados publicos permite obter resultados a nivel
taxondmico do filo a espécie do microrganismo (FRANSIOSA et al., 2018). As quantidades
respectivas de cada classe taxondmica dos microrganismos encontrados nesse estudo estdo
representadas na Figura 1. Os dois filos encontrados foram Basidiomycota e Ascomycota. As
classes foram Saccharomycetes, Agaricomycetes, Agaricostilbomycetes e Tremellomycetes. A
ordem obteve os representantes Saccharomycetales, Polyporales, Agaricostilbales, Agaricales
e Tremellales. E as familias foram Metschnikowiaceae, Pichiaceae, Tricholomataceae,
Saccharomycetaceae, Agaricostilbaceae, Phanerochaetaceae, Debaryomycetaceae,
Dipodascaceae. Dentre os géneros identificados, destacam-se nos laticinios o género
Kluyveromyce, com as espécies K. lactis ¢ K marxianus, que sdo as Unicas espécies
fermentadoras de lactose e sdo importantes para a maturagao e formagao de aroma (BELLOCH;
QUEROL; BARRIO, 2011). O género Candida também merece destaque devido ao
envolvimento com a deterioragdo de derivados lacteos (SILVA, 2003). Entretanto, a maioria
das espécies desse género ndo sdo patogénicas e geralmente as espécies patogénicas nao siao

encontradas no queijo (JACQUES; CASAREGOLA, 2008).

Figura 1. Quantidade de filos, classes, ordens, familias, géneros e espécies encontradas.

Classes taxondmicas

Reino

Fonte: A autora.
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O resultado obtido apds o sequenciamento dos genomas ¢ dado em numero de reads,
que sao milhdes de pequenos pedagos de DNA, os quais equivalem a uma pequena sequéncia
de poucos pares de base (PEREIRA, 2014). Essa sequéncia esta correlacionada a qual espécie
estes pares de base pertencem a fim de identificar o organismo presente. Na analise
metagendmica do queijo artesanal colonial, foram encontrados um total de 321.083 reads, sendo
identificadas 19 espécies de leveduras.

Embora a metodologia utilizada neste estudo também se aplique a bolores, nesta
amostra estes microrganismos nao foram identificados. Uma vez que o queijo estudado estava
embalado a vacuo, isto pode ter contribuido para a auséncia de bolores. Porém, este resultado ¢
positivo, pois implica na auséncia de producdo de micotoxinas e possivelmente a nao
contaminagdo do ambiente com esporos produzidos por algumas espécies de bolores.

A Tabela 1 apresenta os numeros de reads atribuido a cada espécie identificada. As
leveduras, encontradas em uma grande variedade de queijos, sdo frequentemente utilizadas
como culturas auxiliares e estdo principalmente na superficie, onde seu nimero ¢ geralmente
100-1.000 vezes maior do que no interior do queijo (KAZOU et al., 2021). As leveduras de
amadurecimento mais comuns disponiveis comercialmente sdo Debaromyces hansenii,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Geotrichum candidum e, atualmente,
culturas lacteas especificas contendo cepas de levedura atribuidas a essas espécies estdo
disponiveis comercialmente para maturagao de queijo (LAVOIE et al, 2012; KAZOU et al.,
2021).

Semelhantemente ao presente estudo, Cardoso et al., (2015), em estudo da comunidade
microbiana do queijo serro Minas, também encontraram Debaromyces hansenii, Kodamaea
ohmeri e Kluyveromyces marxianus como as leveduras predominantes. Enquanto isso, no
queijo de leite cru Téte de Moine foram identificadas as seguintes espécies de leveduras
Clavispora lusitaniae, Debaryomyces hansenii, Pichia pseudocactophila, Kluyveromyces
marxianus, Rhodotorula mucilaginosa, Debaryomyces capitatus e Pichia jadinii (BUCHL,;
SEILER, 2011). Devido as caracteristicas de baixo pH, baixo teor de umidade, elevada
concentracdo de sal e armazenamento refrigerado, ¢ esperado a ocorréncia de leveduras no
queijo (FLEET, 1990). Em grande parte das vezes, a presenca de leveduras em alimentos ¢é
benéfica para a construgdo de sabor do produto (PITT; HOCKING, 1997). Em queijos, as
bactérias compdem a microbiota principal, enquanto bactérias halodfilas, bolores e leveduras

constituem a microbiota secundaria (PEREIRA, 2018).
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Tabela 1 Quantidade de sequéncias identificadas das espécies de leveduras em queijo artesanal
colonial.

Espécie Nimero de reads
Diutina catenulata 245.460
Clavispora lusitaniae 42.560
Kodamaea ohmeri 20.882
Kluyveromyces marxianus 5.350
Candida ethanolica 3.875
Tricholoma matsutake 851
Galactomyces sp. BPY-54 707
Candida pararugosa 402
Geotrichum bryndzae 359
Starmerella etchellsii 313
Yarrowia lipolytica 123
Trichosporon

coremiiforme 101
Trichosporon ovoides 23
Phanerochaete sordida 23
Torulaspora delbrueckii 20
Kluyveromyces lactis 8
Candida intermedia 5
Sterigmatomyces

halophilus 5
Debaromyces hanseii 1

Fonte: A autora

A atividade proteolitica e lipolitica realizada pelas leveduras contribui com a liberagao
de aminodcidos, acidos graxos e ésteres, que funcionam como precursores de aroma (LIMA et
al., 2009). Em estudo de caracterizacdo de leveduras do queijo coalho, Yarrowia lipolytica
apresentou-se como melhor produtora de enzimas lipoliticas e proteoliticas (ALMEIDA, 2011).
Atividade sinérgica entre Yarrowia lipolytica e Penicilium roqueforti foi observada por
GKATZIONIS et al. (2014) em estudo do queijo azul Stilton, em que houve potencializa¢ao da
producdo de compostos aromaticos cetonicos, caracteristicos de queijos azuis. Levando em
consideragdo as atividades lipoliticas e proteoliticas dessa levedura, Y. lipolytica pode
contribuir com o processo de maturagdo dos queijos ao atribuir caracteristicas organolépticas
de aroma, corpo, sabor e textura (GROENEWALD et al., 2013), fato que pode ter ocorrido
também no queijo analisado no atual estudo. De forma geral, as propriedades lipoliticas e
proteoliticas, a forma¢ao de componentes do aroma, a fermentacao de lactose, a assimilagdo de

lactato, a interagdes positivas com as culturas iniciadoras e a osmotolerancia sdo caracteristicas
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tecnologicas desejadas em leveduras que funcionam como culturas iniciadoras espontineas ou
controladas para queijos (JAKOBSEN; NARVHUS, 1996).

Neste estudo de identificagdo fungica do queijo artesanal colonial, os cinco
microrganismos mais abundantes foram as leveduras: Diutina catenulata, Clavispora
lusitaniae, Kodamaeae ohmeri, Kluyveromyces marxianus e Candida ethanolica como

mostrado na Figura 2.

Figura 2 Leveduras mais abundantes no queijo artesanal colonial.

1,62% _12%

M Diutina catenulata M Clavispora lusitaniae
M Kodamaea ohmeri H Kluyveromyces marxianus

M Candida ethanolica

Fonte: A autora

Diutina catenulata é uma levedura ascomiceta, contaminante de laticinios e isolada de
humanos, animais e fontes ambientais (O’BRIEN et al., 2018). Em queijo artesanais, mostra-
se como uma das mais prevalentes (PEREIRA, 2018), fato que se repetiu no estudo atual,
mostrando-se a levedura com maior numero de reads. Este mesmo autor, em estudo da
microbiota natural do queijo artesanal serrano, identificou D. catenulata em 14 amostras
durante todo o processo de maturagdo. Bem como no queijo serro Minas, em que a levedura
esteve presente em trés periodos de maturacdo, como identificado por Cardoso et al. (2015).

Welthagen e Viljoen (1999) relataram intensa atividade proteolitica e lipolitica da Diutina
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catenulata em queijo Gouda. No queijo azul Stilton, Diutina catelunata foi identificada na
crosta externa por métodos independentes de cultura, mas sua detec¢ao nao foi possivel em
métodos dependentes de cultura (GKATZIONIS et al., 2014).

Clavispora lusitaniae foi a segunda levedura mais abundante. Em estudo de produtos
lacteos fermentados artesanais tradicionais de Bangladesh, Clavispora lusitaniae, também
esteve como segunda levedura mais predominante da microflora, atras apenas de Kodamaeae
ohmeri (NAHIDUL-ISLAM et al., 2018). Antes nomeada Candida lusitaniae, teve sua
nomenclatura alterada ap6s identificagdo de ascdsporos clavados nunca antes observados nesta
espécie (MIRANDA, 1979). O género Clavispora ¢ caracterizado principalmente pela forma
de ascosporo e liberacao do asco (MIRANDA, 1979). Esta levedura ocorre em uma ampla gama
de substratos de origem vegetal e animal, bem como residuos industriais e amostras
clinicas (LACHANCE et al., 2003). Em estudos de amadurecimento de queijo feitos com
coalhada, foi relatado fraca atividade proteolitica de Clavispora lusitaniae, mas houve aumento
do pH devido a capacidade de utilizar lactato (BUCHL; SEILER, 2011). Entretanto, Clavispora
lusitaniae apresentou atividade proteolitica e crescimento na faixa de temperatura entre 10° e
45°C em estudo de leveduras de starters autoctones de queijos (BINETTI et al., 2013).

Kodamaeae ohmeri ocupa o terceiro lugar de levedura mais abundante. A identificagdo
dessa levedura associada a fabricacao de queijo foi feita pela primeira vez por Borelli ef al.
(2006), em estudo da populagdo de leveduras relacionadas a fabricacdo de queijo artesanal
produzido na Serra da Canastra. Esta levedura ja foi identificada em flores e insetos (ROSA et
al., 2003). K. ohmeri também foi uma das leveduras prevalentes em estudo com queijo artesanal
do serro de Minas em todos os periodos de maturacdo estudados e exibiu baixa atividade
lipolitica e de producao de B-galactosidase (CARDOSO et al., 2015). Esta levedura também ja
foi identificada em intestino de peixe marinho (LI ef al., 2008), em fermento enddgeno (pingo
e rala) utilizados para producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) da regido do Serro-MG
(MIRANDA, 2020), em salmoura de pepino e ¢ conhecida na industria de alimentos por suas
propriedades de fermentagdao em picles e deterioracao de frutas (BORELLI ef al., 2006). Este
mesmo autor, em seu estudo de produtos lacteos de dez diferentes propriedades, sugere que K.
ohmeri pode fazer parte da microbiota natural de iniciagdo em muitas propriedades, fato que
pode ter se repetido no queijo analisado neste estudo.

Kluyveromyces marxianus esta entre as espécies de levedura mais predominantes e
importantes no leite cru devido a sua capacidade de fermentar a lactose e hidrolisar a gordura e

as proteinas do leite (FLEET 1990; EL-SHAROUD et al., 2009). Devido a sua capacidade de
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utilizar a lactose como uma fonte de carbono, K. marxianus é frequentemente isolado de fontes
lacteas, como leites fermentados e queijos (FROHLICH-WYDER; ARIAS-ROTH; JAKOB,
2018). Termotolerancia, producdo de inulinase e taxa de crescimento rapida sdo algumas outras
caracteristicas desta espécie (LANE et al., 2011). Uma vez que cepas pertencentes a espécie
Kluyveromyces marxianus foram isoladas de uma grande variedade de habitats, diferentes
funcionalidades biotecnoldgicas tém sido investigadas com esta levedura, como por exemplo
produgdo de enzimas, de compostos de aroma e de etanol, reducdo do teor de lactose em
produtos alimenticios, producdo de bioingredientes a partir de soro de queijo entre outros
(FONSECA et al., 2008). Nas ultimas trés décadas, diversos estudos abordaram a producgao de
etanol a partir da lactose apods hidrolisd-la em glicose e galactose usando fermentagdo de
levedura, especialmente as pertencentes as espécies K. fragilis, K. marxianus e Candida
pseudotropicalis (AWAST; ANAND, 2020). No entanto, s3o poucos os casos de producao de
etanol em escala industrial a partir de permeado e soro de leite usando espécies Kluyveromyces
(AWAST; ANAND, 2020).

Candida ethanolica foi isolada pela primeira vez a partir de leveduras forrageiras
industriais cultivadas em etanol sintético como unica fonte de carbono e diferenciava-se das
demais espécies de Candida por ndo assimilar nitrato, ndo produzir urease € ndo fermentar
agucares, podendo apresentar crescimento até 42°C (STROS; KRATOCHVILOVA, 1980).
Esta levedura ja fo1 identificada em bebida fabricada a partir da fermentac¢ao so6lida de mandioca
(RAMGOS et al., 2015), em alimento fermentado etiope (BIRMETA ef al., 2018), em rumem
bovino (FERNANDES et al.,, 2019) e em milho iimido e silagem de milho (SANTOS et al.,
2016; CARVALHO et al, 2015). Ja foi identificada também como deteriorante em vinhos e
destilados, como “’Grappa’’, onde ndo favoreceu o processo fermentativo (IACUMIN et al.,
2011). No entanto, mostrou-se util em fermentacdes de graos de cacau por possuir uma enzima
que favorece a qualidade final do produto (FERREIRA, 2018). Ainda, mostrou-se eficaz, em
associacdo com bactérias do acido latico, como cultura inicial, em producao de biomassa de
peixe (INOUE et al., 2013). Assim como na produgdo de cerveja artesanal, como levedurando
convencional ¢ em alternativa a S. cerevisiae, com a inten¢do de melhorar o aroma, o sabor e
gerar produtos diferenciados (FERREIRA, 2018). Uma vez que esta levedura foi isolada em
diferentes ambientes, sua presenga em queijo pode estar relacionada com o fendmeno de
translocacdo microbiana, através da alimentagao da vaca (do trato gastrointestinal para o ubere)

(DERAKHSANI et al., 2018).
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Em relagdo aos microrganismos menos abundantes na amostra, Debaryomyces hanseii
ocupou o ultimo lugar com apenas 1 read. O género Debaryomyces ¢ um dos mais prevalente
em laticinios (JAY, 2005). Em estudos de amadurecimento de queijo feitos com pastas
assépticas de coalhada, Debaryomyces hansenii produziu um aroma acido, frutado e de queijo
(BUCHL; SEILER, 2011). J& as espécies do género Trichosporon spp. sdo amplamente
distribuidos na natureza e ocasionalmente podem pertencer a microbiota humana (CHAGAS-
NETO; CHAVES; COLOMBO, 2008). E a espécie proteolitica Trichosporon ovoides, em
estudo em pasta asséptica de coalhada de queijo de Wyder e Puhan (1999) foi considerada como
tendo um aroma de queijo e rangoso. E a espécie Torulaspora delbrueckii, a mais comum do
género Torulaspora, causou inchago em amostras de queijo feta dinamarqués e esteve associada
com a deterioragdo de outros queijos (JAY, 2005; WESTALL, FILTENBORG, 1998).

A influéncia das leveduras nos produtos lacteos pode ser benéfica ou prejudicial.
Algumas espécies desempenham um papel importante na produgdo de lacteos fermentados
tradicionais e queijos (BUCHL; SEILER, 2011). A func¢do desempenhada pelas leveduras
durante a producdo e maturacdo de queijos esta relacionada com a producdo de etanol,
acetaldeido, etil acetato e etil butirato que sdo resultantes da fermentacdo da lactose e que
atribuem caracteristicas organolépticas especificas ao produto final (BORELLI, 2002;
WELTHAGEN; VILJOEN, 1999).

As interagdes entre leveduras e outros microrganismos em ambientes lacteos pode
ocorrer de trés formas: 1) podem inibir ou eliminar microrganismos indesejaveis por causar
defeitos de qualidade ou por possuirem potenciais caracteristicas patogénicas; i1) podem inibir
a cultura starter, ou iii) podem contribuir positivamente para o processo fermentativo ou de
maturagdo, apoiando a func¢do da cultura starter (JAKOBSEN; NARVHUS, 1996).

Em queijos, pode haver uma relacdo sinérgica entre leveduras, Brevibacterium linens,
Microbacterium spp., Micrococos e bactérias do acido latico (BAL), na qual a sobrevivéncia
dos lactobacilos ¢ aumentada pela presenca de leveduras (BUCHL; SEILER, 2011). As
leveduras aumentam o pH do meio (resultante do metabolismo das BAL) pela utilizagdo do
lactato e pela formacdao de substincias alcalinas por meio da protedlise, permitindo o
desenvolvimento de bactérias sensiveis ao acido como Brevibacterium linens € micrococos,
além de fornecerem vitaminas e aminoacidos as bactérias (BUCHL; SEILER, 2011).

Entretanto, a atividade antagénica também ¢ observada. O crescimento excessivo de
certas espécies de levedura pode ser um fator importante na deterioracdo dos produtos lacteos

(JACQUES; CASAREGOLA, 2008). A deterioracao por leveduras pode ser visivelmente
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identificada devido a alteracdes na superficie dos produtos, como escurecimento, ¢ defeitos
como pele de sapo, causados principalmente por espécies de Yarrowia e Galactomyces
(AWAST; ANAND, 2020). Porém, alteragdes nao visiveis também sdo possiveis através da
observagao de sabor estranho, alteragdo na textura ou mal odor devido a formag¢ao de dioxido
de carbono, enzimas proteoliticas e lipoliticas e outros compostos volateis (AWAST; ANAND,
2020). A fermentagdo continua da lactose por leveduras durante a maturagdo pode levar ao
aumento da acidez, gases e sabores frutados, e a hidrdlise continua de proteina e gordura pode
contribuir para sabores amargos e rangosos, bem como um amolecimento da textura do produto

(FLEET, 1990).
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6. CONCLUSAO

A andlise metagenomica do queijo artesanal colonial obteve como resultado a detec¢ao
de 19 espécies de leveduras dentre as quais Diutina catenulata, Clavispora lusitaniae,
Kodamaea ohmeri, Kluyveromyces marxianus e Candida ethanolica foram as que apresentaram
maior abundancia na amostra. Certas leveduras durante o periodo de maturagao do queijo,
fornecem caracteristicas desejaveis pelo consumidor como aroma, sabor e textura. Portanto, a
presenca destes microrganismos ¢ de grande valia para a qualidade do produto final. Porém,
uma vez que o queijo artesanal pode ser feito a partir do leite cru, as boas praticas de fabricagao
devem ser rigidamente seguidas, para que a presenga de fungos e leveduras ndo torne o produto

contaminado e forneca riscos a saude dos consumidores.
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