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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a caracterizagdo microbioldgica de queijos coloniais
artesanais do meio oeste catarinense, por meio de metataxonémica. Foram analisadas
quatro amostras de queijo Colonial artesanal, de um Unico produtor, em diferentes tempos
de maturacdo (CFdl1, 7, 14, 21). A identificacdo bacteriana foi realizada utilizando o
sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene 16s rRNA. No primeiro
dia de maturacdo, a prevaléncia microbiana foi do género Lactococcus spp. (61,48%),
Citrobacter freundii (21,21%), Citrobacter murliniae (8,69%) e Citrobacter sp. (2,99%).
Em 7 dias de maturacdo, encontrou-se prevaléncia das bactérias do género
Corynebacterium sp. além da presenca de Staphylococcus saprophyticus e Weissella
paramesenteroides. A amostra de 14 dias de maturacdo apresentou 75,91% de
Lactococcus sp., 6,24% de Enterobacteriaceae, 3,96% de C. freundii, 2,43% de
Raoultella ornithinolytica e 1,53% de C. murliniae. Na amostra com 21 dias de maturacao
foi encontrada maior diversidade de espécies bacterianas, sendo majoritariamente
bactérias acido laticas. Através da analise genotipica foi possivel verificar quais as
espécies encontradas em queijo colonial artesanal e sua dindmica ao longo da maturacao.

Palavras-chave: Queijos Coloniais Artesanais. Andlise Genotipica. Espécies
Microbianas.

INTRODUCAO

Queijos séo produtos amplamente comercializados e consumidos no Brasil, sendo muitos
deles produzidos de forma artesanal. Esses queijos possuem uma grande importancia para
a economia do pais, além de serem importantes para a renda de familias que depende da
comercializacdo e consumo desses tipos de queijos (1). Na regido sul, os queijos
artesanais mais comuns sdo o queijo Colonial e 0 queijo Serrano, os quais séo produzidos
com leite cru, sendo que cada um possui seu método de producdo especifico (2, 3). Esse
tipo de produto possui uma microbiota especifica, tipica da regido em que s&o produzidos,
constituida por cepas dos géneros Lactobacillus, Lactococcus e Leuconostoc,
principalmente. Essas cepas sdo muito importantes para o produto, pois garantem a
seguranga e caracteristicas sensoriais especificas nos queijos (3).

Pelo fato deste produto ser produzido sem tratamento térmico, 0 mesmo apresenta uma
ampla variedade de microrganismos, havendo a necessidade de um rigoroso controle de
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qualidade, relacionado a sanidade animal, as boas praticas de fabricagcdo e controle de
producdo (4). A analise metataxonémica € utilizada para identificar a microbiota presente
na amostra a partir do sequenciamento de genes marcadores, sendo 16s o gene marcador
de bactérias. O gene 16s rDNA esta presente em todos os procariotos, e € capaz de
fornecer informacdes a respeito da determinagéo de relagdes filogenéticas (5), permitindo
a compreensao detalhada da ecologia microbiana presente nestes produtos. Portanto, para
proteger o aspecto tradicional desses produtos, é essencial entender a ecologia microbiana
durante a maturacgéo, estudando as mudancas dindmicas que podem ocorrer.

OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo a caracterizacdo bacterioldgica de queijos
artesanais do meio oeste catarinense, por meio de analise metataxondémica.

MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas quatro amostras de queijo Colonial artesanal, de um Unico produtor, em
diferentes tempos de maturacdo (CFdl, 7, 14, 21). A identificacdo de bactérias foi
realizada utilizando-se o sequenciamento de alto desempenho das regides V3/V4 do gene
16S rRNA usando os primers 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG), e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT), kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-
end no equipamento MiSeq Sequencing System (Illumina Inc., USA). As sequencias de
DNA obtidas foram comparadas com bancos de dados proprietarios e publicos e
Greengenes. As sequencias foram analisadas por meio de um pipeline proprietario de
bioinformética (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).

RESULTADO E DISCUSSAO

A partir da analise metataxondmica realizada nas amostras de queijo, foram encontradas
56.997 sequencias de DNA de bactérias nas quatro amostras, sendo que essas sequéncias
pertencem a 4 filos distintos, Actinobacteria (18,62%), Bacterioidetes (0,01%),
Firmicutes (61,01%) e Proteobacterias (20,36%).

No primeiro dia de maturacdo (CFd1) o género mais encontrado foi o género Lactococcus
spp. (61,48%). Esse género de bactérias acido laticas (BAL) é geralmente utilizado em
conjunto com outras BAL, como iniciadores na producdo de derivados lacteos, como
iogurtes, creme de leite, manteiga, queijos, e outros lacteos fermentados (6). No entanto,
pode haver cepas indesejaveis, havendo espécies que levam a acidez indesejada, sabor
desagradavel e coagulacao do leite (7). O segundo género mais encontrado na amostra
CFd1 foi Citrobacter spp., sendo representado pelas espécies C. freundii (21,21%), C.
murliniae (8,69%) e Citrobacter spp. (2,99%). C. freundii faz parte da microbiota
intestinal, e no ambiente, podendo se tornar patogénica, causando infec¢bes oportunistas
como meningite e infeccBes urinérias (8). Ainda na amostra CFd1, o terceiro género mais
encontrado foi Pantoea, com a espécie P. agglomerans (1,87%) sendo a mais
representativa. Essa € uma bactéria Gram-negativa encontrada em plantas e fezes de
humanos e animais, ndo sendo um agente infeccioso obrigatdrio (9).

A amostra com 7 dias de maturacdo (CFd7) demonstrou discrepancia entre as bactérias
encontradas nas demais amostras, apresentando majoritariamente as bactérias
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Corynebacterium variabile (46,06%), S. saprophyticus (43,32%), W. paramesenteroides
(1,73%) e Corynebacterium terpenotabidum (1,67%). C. variabile é uma bactéria que faz
parte da microbiota da superficie de queijos, contribuindo para o desenvolvimento de
sabor e textura durante a maturacdo do queijo. S&o encontradas no ambiente e produtos
lacteos (10). Essa espécie € importante para o processo de maturagdo dos queijos, pois
produz lipases e hidrolases, e é formadora de compostos volateis que influenciam no
sabor dos queijos (11). O género Corynebacterium vem sendo encontrado em prateleiras
que sdo utilizadas para maturacdo dos queijos, ou seja, prateleiras podem ser fonte de
transferéncia destas espécies para o queijo, transferindo os microrganismos da superficie
da prateleira para a superficie do queijo (2). Por outro lado, a espécie S. saprophyticus
esta relacionada a mastite em bovinos, essa que afeta a inddstria de laticinios, causando
problemas na producéo de leite (12). Entretanto, apesar de possuir potencial patogénico,
no qual € capaz de produzir biofilmes, essa espécie ndo produz toxinas. Além do mais,
ndo sdo comuns relatos de infec¢bes associados a S. saprophyticus através do consumo
de alimentos (13). Enquanto isso, a espécie W. paramesenteroides pertence ao grupo de
bactérias acido laticas heterofermentativas (14), sendo encontrada em alimentos
produzidos a partir de leite cru. Essa bactéria possui potencial probidtico, sendo
importante no controle de patdgenos em alimentos através da producdo de bacteriocinas
e perdxido de hidrogénio. No entanto, como é considerada nova, ndo é utilizada como
iniciador ou cultura adjunta na industria alimenticia (15).

Analisando a amostra no 14° dia de maturagcdo (CFd14), em comparagcdo com as outras
trés amostras, essa foi onde mais encontrou Lactococcus spp. com abundéancia relativa de
75,91%. O aumento da populacdo de BAL ao longo do tempo de maturacéo tem relagédo
com o metabolismo bacteriano e o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais
caracteristicas para este tipo de produto. Adicionalmente, os produtores destas amostras
de queijo relataram que a maioria dos consumidores prefere ele com este tempo de
maturacdo. Por outro lado, Enterobacteriaceae foram o segundo grupo mais frequente
(6,24%), seguido de C. freundii (3,96%), R. ornithinolytica (2,43%) e C. murliniae
(1,53%).

Ao final do tempo de maturacdo de 21 dias estudado no presente estudo (CFd21), foi
encontrada maior variedade de espécies sendo estas representadas majoritariamente por
Lactococcus sp. (45,76%), C. variabile (12,45%), Enterobacteriaceae (11,42%),
Leuconostoc mesenteroides (5,59%), Bifidobacterium mongoliense (4,96%), C. freundii
(4,24%), R. ornithinolytica (4,17%), S. saprophyticus (1,65%), P. agglomerans (1,43%),
Citrobacter sp. (1,41%), C. murliniae (1,10%) e Lacticaseibacillus casei (1,06%). Sendo
assim, no dia 21 de maturacdo foram encontradas mais bactérias acido laticas, como L.
mesenteroides e L. caseli, estes que sdo frequentemente encontrados em produtos lacteos,
promovendo a formagdo de componentes de aroma e sabor, além de serem possiveis
agentes de conservagdo em queijos (16).
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Figura 01: Espécies de bactérias encontradas nas amostras CFd1, CFd7, CFd14 e CFd21 atraves de analise metataxondmica.
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CONCLUSAO

Devido a elevada variedade microbiana presente em queijos produzidos a partir de leite
cru, é importante a realizacdo de caracterizagdes microbiologicas para compreender a
dindmica da ecologia microbiana durante a maturacdo. Através da analise
metataxondmica foi possivel verificar quais as espécies encontradas em cada uma das
amostras ao longo de diferentes dias de maturacdo. Lactococcus sp., C. variabile, S.
saprophyticus e C. freundii foram as espécies mais encontradas considerando todas as
amostras. Por fim, vale destacar que as bactérias acido laticas foram as mais abundantes
nas amostras, principalmente nos dias 1, 14 e 21 de maturagao.
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