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Resumo 

 

O queijo Minas artesanal é um produto tradicional em relação ao seu modo de 

produção, realizado no estado de Minas Gerais. Este queijo é elaborado a partir de leite 

de vaca cru com o acréscimo de uma cultura inicial endógena denominada ―pingo‖, 

responsável pela inoculação de microorganismos específicos que potencializam o sabor 

e os aspectos sensoriais. São sete regiões capazes de produzir e comercializar este 

produto - Araxá, Campo das Vertentes, Canastra Cerrado, Serra do Salitre, Serro e 

Triângulo Mineiro. O objetivo deste estudo foi avaliar a comunidade bacteriana de leite 

cru, pingo e descobrir possíveis mudanças na comunidade bacteriana da casca e no 

interior da massa dos queijos aos sessenta dias de maturação, localizados na região da 

Serra do Salitre por meio de sequenciamento de nova geração utilizando a plataforma 

Illumina MiSeq, com alvo específico para o gene 16S rRNA. O leite cru e o pingo são 

responsáveis pela inoculação de bactérias específicas no queijo, sendo as espécies de 

Planococcaceae e Streptococcaceae prevalentes durante todo o período de maturação. 

A família Planococcaceae parece estabelecer interações com a família 

Leuconostocaceae na superfície desses queijos e está associada a aspectos ambientais da 

região, provavelmente levando a uma assinatura microbiana desses produtos. Além 

disso, fatores abióticos, como localização geográfica, umidade e acidez são os principais 

direcionadores das mudanças na dinâmica populacional desses queijos. 

 

Abstract 

 

The Minas artisanal cheese is a traditional product in its way of producing. Produced in 

the Minas Gerais state, Brazil, this cheese is made using raw cow‘s milk with the 

addition of an endogenous starter culture called ―pingo‖, responsible for inoculating 

specific microorganisms that could enhance flavor and sensorial aspects. There are 

seven regions able to produce and commercialize this product - Araxá, Campo das 

Vertentes, Canastra Cerrado, Serra do Salitre, Serro and Triângulo Mineiro. This study 
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aimed to assess the bacterial community of raw milk, endogenous starter culture and to 

uncover possible shifts in the bacterial community of the rind and core of cheeses at 

sixty days of ripening located in the Serra do Salitre region by Illumina MiSeq 16S 

rRNA gene amplicon sequencing. Raw milk and starter culture are responsible for 

inoculating specific bacteria into the cheese, with Planococcaceae and 

Streptococcaceae being prevalent throughout ripening time. The Planococcaceae 

family seems to develop strong interactions with the Leuconostocaceae family on the 

surface of these cheeses, and is associated with environmental aspects of the region, 

probably leading to a microbial signature of these products. Additionally, abiotic factors 

such as geographical location, moisture and acidity are major drivers in the microbial 

shift. 
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1 – INTRODUÇÃO 

 

O estado de Minas Gerais é o maior produtor de queijos no Brasil, sendo conhecido 

pelos seus variados tipos de queijo, especialmente o queijo Minas artisanal, produzido a 

partir de leite cru. A tradição local na produção do queijo consiste na transmissão tanto 

da habilidade na produção do queijo quanto da sabedoria das gerações passadas para as 

novas gerações. Atualmente, existem sete regiões reconhecidas como produtoras de 

queijo Minas artesanal: Araxá, Campo das Vertentes, Cerrado, Serra da Canastra, Serra 

do Salitre, Serro e Triângulo Mineiro.  

 

O leite cru, associado a um fermento endógeno natural conhecido como pingo e a um 

período de maturação garantem aspectos sensoriais únicos no queijo. O ―modo de fazer‖ 

do queijo Minas artesanal é hoje um patrimônio imaterial do país e recentemente o 

queijo Minas artesanal tem vencido diversos campeonatos em nível nacional e 

internacional, com sua última premiação ocorrendo na França com a medalha ―Super 

Gold”, no Mondial du Fromage, em 2017. Pelas técnicas atuais de sequenciamento de 

alto rendimento, algumas comunidades bacterianas estão sendo caracterizadas em 

diversos alimentos, especialmente queijos, carnes e produtos fermentados de uma forma 

geral, revelando comunidades microbianas que variam desde uma organização mais 

simples até estruturas microbianas complexas, altamente específicas para cada produto.  

Diversos fatores como o uso da matéria-prima, as práticas de fabricação e as 

características ambientais de uma região determinam a diversidade e a dinâmica de 

comunidades microbianas, bem como propriedades sensoriais e a qualidade do produto 

final. A dinâmica populacional que ocorre nos queijos é reflexo de inúmeros fatores 

intrínsecos e extrínsecos. Sendo assim, caracterizar e compreender os aspectos 

envolvendo a sucessão microbiana pode trazer respostas valiosas para o melhor 

entendimento desse complexo ecossistema. Dessa forma, o sequenciamento de alto 

rendimento por amplicon aplicado ao estudo de comunidades microbianas em 

alimentos, especialmente queijos, juntamente da aplicação de robustas ferramentas de 
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bioinformática, tem se manifestado como um promissor campo de pesquisa, uma vez 

que se pode entender a dinâmica populacional em diversos níveis de interação, como 

modulação da microbiota em diversos níveis taxonômicos, alterações funcionais que 

essa microbiota possivelmente manifesta e também de expressão de genes de interesse, 

como produção de compostos voláteis, produção de compostos associados ao flavor, 

peptídeos bioativos dentre outros de interesse para a produção do queijo.  

Em virtude de a produção regional apresentar terroirs únicos, entender e definir a 

microbiota em queijos Minas artesanal pode contribuir para o estabelecimento de 

indicações geográficas como as ―Denominações de Origem Protegidas‖ europeias 

(P.D.O.). Até o momento, estudos que abordam o estudo de microrganismos associados 

ao queijo Minas artesanal foram capazes de identificar somente populações específicas 

como as bactérias ácido-láticas, microrganismos deteriorantes e microrganismos 

patogênicos utilizando abordagens dependentes de cultivo. De acordo com a literatura 

recente, sabe-se que essa técnica é capaz de abordar somente uma pequena fração de 

uma complexa comunidade microbiana. Assim, as abordagens independentes de cultivo 

como o sequenciamento de alto rendimento (HTS) com alvo específico no gene rRNA 

16S se mostram mais capazes de definir uma comunidade microbiana e seus 

desdobramentos ao longo de um período específico de maturação. A produção do queijo 

Minas artesanal veio sofrendo com legislações muito duras e/ou pouco específicas para 

a sua produção, principalmente no que diz respeito ao período de maturação ideal. 

Atualmente, grupos de pesquisa estão empenhados em estudar qual seria o período ideal 

de maturação dos queijos em todo o território, uma vez que esse produto não pode ser 

maturado por períodos superiores a 60 dias em virtude da descaracterização do produto 

original.  
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2 – OBJETIVO 

 

O objetivo desse trabalho foi: i) caracterizar a comunidade bacteriana de leite cru e 

pingo e ii) descobrir possíveis mudanças microbianas na comunidade bacteriana da 

casca e do interior da massa de queijos Minas artesanal da região da Serra do Salitre, ao 

longo de sessenta dias de maturação, via sequenciamento de alto rendimento pela 

plataforma Illumina MiSeq®. 
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3 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

3.1 - Histórico do queijo Minas artesanal 

 

A história do queijo remonta a tempos antiquíssimos, embora muitos especialistas 

considerem a Idade Média como o marco inicial da sua fabricação. Há relatos do 

consumo de leite solidificado datando de 7.000 anos a.C. e achados arqueológicos 

revelam a existência de queijos feitos a partir de leite de vaca e de cabra 6.000 anos 

a.C.. Murais em tumbas egípcias mostram cenas de fabricação de queijo no Antigo 

Egito e a Bíblia cita este produto em mais de uma passagem no Velho Testamento. Nos 

escritos de Aristóteles há referência a queijos feitos de leite de égua e jumenta. 

(PERRY, 2004). 

Segundo Chalita e colaboradores (2009), na Europa, os gregos teriam sido os primeiros 

a produzi-los a partir do leite de cabras e ovelhas e a incorporá-los em seus cardápios.  

Existem referências ao queijo nos tempos bíblicos e Homero (1184 a.C.) faz referência 

a queijos elaborados em cavernas a partir do leite de cabras e ovelhas. Mais tarde, 

Heródoto (484-408 a.C.) se refere a queijos elaborados com leite de égua e Aristóteles 

(384-322 a.C.) menciona o queijo elaborado com leite de égua e burra. Os primeiros 

coagulantes do leite foram os coalhos de lebre e cabrito, mas também se utilizava o leite 

de égua e vinagre. Naquela época, a coagulação era realizada de diversas maneiras. Há 

também relatos de aplicação de defumação em queijos utilizando lenhas. 

Já no Império Romano, foi desenvolvida a técnica da ―maturação‖ dos queijos, que 

eram servidos tanto à nobreza quanto aos soldados romanos das Legiões, distantes da 

capital romana. Na idade média, os monges trapistas elevaram a produção do queijo 

para o estado da Arte, adicionando diversas características em suas produções que são 

utilizadas ainda hoje (PERRY, 2004). 

No século XX ocorreu a produção em massa do queijo já na França, tendo uma 

produção aproximada de 400 tipos de queijos dentre os mais de 1.000 existentes no 

mundo. (PERRY, 2004). 
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Durante muitos anos, os queijeiros perceberam que o leite procedente de diversos locais 

se comportava de forma diferente. Uma publicação realizada em 1899 por F. J. Lloyd 

relatava sobre todos os aspectos da fabricação do queijo, incluindo detalhes geográficos, 

intensidade pluvial, cultivo, manejo dos animais de criação, defeitos na fabricação entre 

outros (CHALITA, 2009). 

No Brasil, o primeiro evento de maior importância para a produção nacional de queijo 

se deu em 1880, quando o português Carlos Pereira de Sá trouxe ao Brasil dois mestres 

queijeiros da Europa, culminando com a produção do queijo tipo edam, na região da 

Zona da Mata. Entretanto, relatos consistem em afirmar que o queijo mais antigo já 

produzido no Brasil foi o queijo Minas (CHALITA, 2009; SEBRAE, 2004). 

 

A história do queijo Minas artesanal tem origem polêmica, uma vez que uma 

representativa parte dos historiadores e estudiosos do tema declara que sua origem se dá 

na produção do queijo português Serra da Estrela, que aplica a flor de cardo ao leite de 

ovelha como método principal de coagulação (IPHAN, 2008). Outra vertente de 

pensamento indica que sua origem tem raízes no queijo de Açores que por sua vez era 

produzido utilizando coalho e leite bovino, assim como o tradicional QMA. A 

imigração açoriana com destino ao Brasil foi impulsionada pela ocasião da erupção do 

vulcão ―Ilha de Pico‖, tornando Minas Gerais e, principalmente, a região do Serro como 

opção de fuga (MERGAREJO NETTO, 2011). Analisando o contexto histórico de 

Minas Gerais à época (séc. XVIII), o crescimento exponencial da atividade mineradora 

impulsionou outras atividades como a produção de alimento e, dentre elas, o 

aprimoramento da atividade leiteira. Não obstante, Minas Gerais é considerada, salvo 

pequenas variações na produção, uma das maiores bacias leiteiras do Brasil (GOMES, 

2006; SANT‘ANNA et al., 2017). A partir desse fenômeno, a elaboração de derivados 

lácteos acompanhou o crescimento da atividade leiteira, tornando assim a produção do 

queijo artesanal uma opção de alimento, muito em virtude pela característica de 

conservar o alimento. Doravante deu-se início às formações das propriedades rurais que 

culminaram com o atual cenário de produção do QMA (MELO e SILVA, 2014). A 

confecção desse queijo se estabeleceu com variações por todo território de Minas Gerais 

dos tempos antigos e, hoje, tem características específicas reconhecidas para regiões 
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geográficas distintas do Estado de Minas Gerais com condições geográficas, 

econômicas e socioculturais particulares (MENESES, 2006).   

 

3.2 - O queijo Minas artesanal (QMA) 

 

O QMA é o tipo mais tradicional de queijo produzido no Brasil e de grande aceitação 

no mercado nacional. A tecnologia de produção artesanal desse queijo a partir do leite 

cru constitui uma tradição secular que deve ser preservada (SANTOS et al., 1992). O 

aspecto desse queijo é cilíndrico, com aproximadamente 40 cm de diâmetro. Em 

algumas queijarias o queijo é produzido com diâmetro ligeiramente maior e um pouco 

menor em altura. A casca é normalmente esbranquiçada, tendendo a se transformar 

numa crosta fina e amarelada quando o queijo é maturado por alguns dias. 

Internamente, a massa é branca e consistente, às vezes ligeiramente quebradiça. O 

queijo apresenta sempre aberturas mecânicas de pequeno tamanho e, não raramente, 

diversas e pequenas olhaduras irregulares. O sabor desse queijo é bastante típico e 

acentuadamente mais ácido em comparação ao queijo Minas industrializado (Furtado, 

1980). Segundo os critérios de caracterização, é considerado QMA o produto que 

apresente consistência firme, cor e sabor próprios, massa uniforme, isenta de corantes e 

conservantes, com ou sem olhaduras mecânicas, confeccionado a partir do leite integral 

de vaca fresco e cru, retirado e beneficiado na propriedade de origem (MINAS 

GERAIS, 2012).  

Todos esses fatores influenciam a qualidade físico-química, microbiológica e sensorial 

desses queijos, com destaque para a utilização do soro-fermento (pingo). O pingo é 

considerado como um verdadeiro fermento natural que o produtor mantém viável e 

atuante por longos períodos de armazenamento. Após a enformagem e salga do queijo, 

por aspersão de sal grosso em sua superfície, os queijos são deixados sobre uma 

―banca‖ (tipo de mesa de madeira grossa, estreita, com canaletas laterais, ligeiramente 

inclinada, amplamente empregada pelos produtores) onde ficam a dessorar. O soro que 

escorre de um dia para o outro é coletado e vem a constituir o pingo. Trata-se de um 

soro que fermentou de um dia para o outro, e que, associado a uma alta concentração de 

sal, apresenta potencial inibidor de fermentações indesejáveis por microrganismos 
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deteriorantes. No momento de ser adicionado ao leite, na fabricação do dia, o pingo 

constitui um autêntico fermento natural, contendo altas concentrações de 

microrganismos benéficos viáveis. Atualmente o coalho líquido ou em pó é amplamente 

utilizado na produção da massa, em detrimento da coagulação natural por enzimas 

digestivas bovinas, outrora utilizadas pelos produtores (FURTADO, 1980). O 

fluxograma abaixo ilustra o modo de produção do QMA. 

 

 

Fluxograma 1. Produção do QMA. Adaptado de Machado, 2004. 

De acordo com Meneses (2006), usa-se o tecido ―volta ao mundo‖ para a 

prensagem/dessoragem da massa do QMA antes de enformá-la. Entretanto, na região do 

Serro, não se usa tecido para a prensagem, a qual é feita diretamente na forma, pelas 

mãos do manipulador.  Em maio de 2008, o registro no Inventário Nacional de 
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Referências Culturais do Instituto do Patrimônio Histórico e Artístico Nacional 

(IPHAN, 2008) reconheceu o ―modo de fazer‖ do queijo artesanal como patrimônio 

imaterial, destacando a forma tradicional de se fazer queijo, à base de leite cru, pingo e 

coalho. 

 

Em Minas Gerais, o QMA resiste às pressões da modernização dos processos de 

produção, não só pelo apego às tradições, mas também pelo isolamento das 

propriedades produtoras, espalhadas pelas colinas e pelos vales do Estado. Isso 

contribuiu para que se preservem produtos com características próprias e de imenso 

valor cultural e econômico (EMATER, 2004). Atualmente, existem sete regiões do 

Estado consideradas bem definidas em relação à localização das propriedades e das 

características inerentes às regiões, como altitude, latitude e características climáticas. 

Essas regiões possuem características únicas quanto à localização geográfica (como 

latitude e longitude, clima e amplitude térmica), composição da pastagem e dieta do 

gado, composição do rebanho e técnicas particulares de produção, de caráter tradicional 

e familiar. De acordo com o Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA), as principais 

mesorregiões com seus respectivos municípios que produzem o legítimo QMA são 

descritas a seguir: 

 

 Araxá (MINAS GERAIS, 2003a) – Araxá, Campos Altos, Conquista, Ibiá, 

Pratinha, Pedrinópolis, Perdizes, Sacramento, Santa Juliana, Tapira;   

 Canastra (MINAS GERAIS, 2004) - Bambuí, Delfinópolis, Medeiros, Piumhi, 

São Roque de Minas, Tapiraí, Vargem Bonita;  

 Cerrado (MINAS GERAIS, 2007) – Abadia dos Dourados, Arapuá, Carmo do 

Paranaíba, Coromadel, Cruzeiro da Fortaleza, Guimarânia, Lagamar, Lagoa 

Formosa, Matutina, Patos de Minas, Patrocínio, Presidente Olegário, Rio 

Paranaíba, Santa Rosa da Serra, São Gonçalo do Abaeté, São Gotardo, Serra do 

Salitre, Tiros, Varjão de Minas; 

 Serro (MINAS GERAIS, 2003b) – Alvoradas de Minas, Conceição do Mato 

Dentro, Dom Joaquim, Materlândia, Paulistas, Rio Vermelho, Sabinópolis, 

Santo Antônio do Itambé, Serra Azul de Minas, Coluna, Serro;  
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 Campo das Vertentes (MINAS GERAIS, 2009) - Barroso, Conceição da Barra 

de Minas, Coronel Xavier Chaves, Carrancas, Lagoa Dourada, Madre de Deus 

de Minas, Nazareno, Prados, Piedade do Rio Grande, Resende Costa, Ritápolis, 

Santa Cruz de Minas, São João Del Rei, São Tiago e Tiradentes.   

 Triângulo Mineiro (MINAS GERAIS, 2014b) - Araguari, Cascalho Rico, 

Estrela do Sul, Indianópolis, Monte Alegre de Minas, Monte Carmelo, Nova 

Ponte, Romaria, Tupaciguara e Uberlândia  

 Serra do Salitre (MINAS GERAIS, 2014a) – município de Serra do Salitre 

 

A figura 1 mostra um mapa com a localização de cada mesorregião dentro do estado de 

Minas Gerais 

 

Figura 1. Mapa das mesorregiões produtoras de QMA. Adaptado de EMATER, 2014. 

 

Ainda de acordo com documentos de cadastro no IMA, são listados um total de um 

total de 263 produtores cadastrados e os produtores inseridos no programa de 

agricultura familiar. Além disso, o estado de Minas Gerais conta com oito entrepostos - 
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locais específicos de armazenamento e maturação, de temperatura e ventilação 

controladas - de queijo oriundo de associações de produtores de QMA nas regiões da 

Serra da Canastra e Araxá (MINAS GERAIS, 2019a).  

 

A característica climática, a localização geográfica, o modo artesanal de produção e sua 

associação com o uso de soro-fermento podem influenciar significativamente a 

população microbiana desses queijos, atuando como fatores predisponentes para as 

possíveis sucessões microbiológicas que ocorrem nesse produto, conferindo ao queijo 

uma microbiota diversificada. Dessa população microbiana no queijo, destaca-se a 

importância das bactérias ácidas láticas que, dentre outras características inerentes ao 

grupo, podem manifestar potencial probiótico. Segundo a Food And Agriculture 

Organization (FAO) juntamente da World Health Organization (WHO), define-se como 

probiótico ―microrganismos vivos que, quando administrados em concentrações 

adequadas, conferem um benefício à saúde do hospedeiro‖ (FAO/WHO 2002) 

 

3.3  – Legislação do QMA 

 

Os aspectos legais envolvendo o QMA remetem à uma grande lista de decretos, projetos 

de lei, leis e portarias, muito em virtude dos aspectos polêmicos envolvendo o uso do 

leite cru para sua produção. Em 07 de março de 1996, foi estabelecida a Portaria nº 146 

e a resolução nº 07 de 28 de novembro de 2000, elaboradas pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). Nesses documentos, estabeleceu-se 

que o período mínimo de maturação do queijo seria de 60 dias a partir da sua data de 

fabricação (BRASIL, 1996; BRASIL, 2000). Apesar de pertinentes, os requisitos 

pleiteados por essas legislações acabariam por desqualificar e descaracterizar o QMA 

no que diz respeito ao seu processo produtivo, uma vez que o queijo quando submetido 

a períodos longos de maturação acabaria por se tornar duro, seco, não sendo compatível 

com o padrão tradicional regularmente obtido pelos produtores. Para tanto, houve a 

elaboração da Lei Estadual nº 14.185 de 31 de janeiro de 2002, que possibilitou a 

comercialização de queijos com períodos de maturação inferiores aos preconizados pelo 

MAPA. Além disso, essa lei também visou implementar parâmetros microbiológicos do 
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queijo e dos processos produtivos, como a qualidade da água e das instalações (MINAS 

GERAIS, 2002). Entretanto, essa Lei apresentava uma dissonância em relação à Portaria 

nº 146 do MAPA no que diz respeito aos parâmetros microbiológicos e também em 

relação ao percentual de umidade do queijo. Assim, foi publicado o Decreto Estadual nº 

44.864 de 1º de  agosto de 2008, alterando, então, a lei nº 14.185.  

Em 2011, foi elaborada a Lei Estadual nº 19.492 que estabeleceu a produção do QMA 

em todo o território mineiro sem, contudo, permitir o uso dos nomes das regiões 

previamente caracterizadas e/ou que possuem indicação geográfica. Esse fato permitiu 

que regiões tradicionais não descritas anteriormente pudessem se destacar na produção 

do QMA, embora também permitisse que regiões sem nenhum vínculo histórico com o 

queijo também fossem consideradas regiões produtoras de QMA.  

De forma revisional, a Instrução Normativa nº 57 do MAPA (BRASIL, 2011) previu 

que os queijos pudessem ser maturados em período inferior a 60 dias, desde que as 

propriedades atendessem diversos requisitos de instalação e vigilância higiênico-

sanitária do rebanho, como o atestado de propriedade livre de tuberculose e controle de 

brucelose no rebanho, trazendo pouco impacto no que diz respeito ao cenário de 

produção do queijo na ocasião de seu decreto. Para tanto, uma força-tarefa envolvendo 

IMA e MAPA publicaram, respectivamente, a Portaria nº 1.305, de 30 de abril de 2013 

e a Instrução Normativa nº 30 de 07 de agosto de 2013, cujo conteúdo estabelece o 

período mínimo de maturação de 17 dias para a região do Serro e 22 dias para as demais 

regiões, além de permitir a comercialização dos mesmos em todo território nacional 

desde que sejam inseridos no Sistema Brasileiro de Inspeção de Produtos de Origem 

Animal (SISBI/POA) (BRASIL, 2013; MINAS GERAIS, 2013). 

No ano de 2012 foi estabelecida a lei nº 20.549 que dispunha da comercialização e da 

caracterização de queijos Minas artesanal no estado de Minas Gerais. Dentre os tipos de 

queijos citados na supracitada lei, houve a inclusão do chamado ―meia-cura‖, trazendo 

confusão e problemas no que diz respeito à caracterização desse tipo de queijo, uma vez 

que não há consenso no que diz respeito ao período específico associado ao processo de 

―meia-cura‖. Além disso, essa lei estabelecia outros pormenores como a adição 
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facultativa de fermento lácteo, contradizendo a característica do QMA da 

obrigatoriedade do uso do pingo (MINAS GERAIS, 2012). 

Recentemente, em dezembro de 2018, foi promulgada a lei nº 23.157 que substituiu a 

Lei de nº 20.549. Nesse documento, admite-se a produção de variedades derivadas de 

determinado tipo de queijo artesanal desde que respeitadas às características de 

qualidade estabelecidas no regulamento do produto. Ainda, a lei estabelece e diferencia 

o processo de maturação do processo de afinação, no qual a primeira é caracterizada 

pela etapa do processo de produção do queijo, na qual ocorrem alterações físicas, 

químicas e sensoriais, relacionadas ao processo de amadurecimento, e necessárias para a 

definição da identidade do produto; ao passo que a afinação trata-se da etapa do 

processo de fabricação do queijo, na qual ocorrem alterações que transformam as 

características do produto por meio da utilização de técnicas específicas. Ou seja, a lei 

visa hoje incluir os chamados afinadores dentro do processo legal, uma vez que os 

queijos Minas artesanal, em virtude do aumento do seu consumo e reconhecimento 

nacional e internacional, tem sofrido os chamados processos de ―gourmetização‖, 

visando diferenciação no preço e no mercado consumidor por trazer novos aspectos 

sensoriais ao produto final. Os afinadores participam ativamente desse processo, 

realizando a afinação em cavernas e/ou salas especiais com condições de temperatura e 

umidade controladas. Isso faz com que o QMA desenvolva características únicas, como 

o crescimento exuberante de fungos na casca. É necessário, contudo, estabelecer em 

regulamentos técnicos específicos à característica de cada tipo de queijo, visando 

diferenciá-lo do QMA original, uma vez que as características do QMA são únicas e 

imutáveis quando contrastadas com essas novas variedades de queijos. A própria 

legislação traz consigo a possibilidade de confecção de regulamentos específicos, 

possibilitando incluir e diferenciar os queijos Minas artesanal dos queijos com 

características distintas (maturados em vinho/cerveja, uso de especiarias, presença de 

fungos e bolores na casca, queijos produzidos a partir de leite de outros ruminantes, 

etc.) (MINAS GERAIS, 2018).  
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3.4 – A região da Serra do Salitre 

 

A região da Serra do Salitre apresenta peculiaridade por ser constituída por apenas um 

município homônimo. Segundo registros do IMA, em 2018 constava o total de 17 

produtores certificados para produção do QMA nessa região (IMA, 2018). A Serra do 

Salitre é um município com população estimada de 11.493 habitantes e área de 

1.295,272 Km2, em 2018 (IBGE, 2018). Estima-se ainda um efetivo bovino de 55.636 

bovinos, com produção leiteira anual de 64.800.000 litros, em 2017 (IBGE, 2017). A 

atividade leiteira é a maior responsável pela geração de renda no município, 

movimentando um total de R$73.314.000,00 no ano de 2017. Ainda de acordo com o 

registro de produtores cadastrados no programa do QMA, a Serra do Salitre posssui 

número inferior de produtores quando comparado as regiões do Serro, que conta com 

261 produtores e Araxá, com 123 produtores. As demais regiões (Cerrado, Araxá, 

Campo das Vertentes e Triângulo Mineiro) apresentam número inferior ao registrado 

pela Serra do Salitre. 

É importante ressaltar que a região da Serra do Salitre é constituída por apenas um 

município, diferente das demais regiões, tornando superior a razão do nº de produtores 

em relação à extensão territorial. Essa característica reforça a ideia de que o QMA 

representa mais do que uma renda complementar para muitas famílias, mas sim uma das 

principais atividades remuneradas praticada pelos produtores de leite, apesar do baixo 

número de produtores certificados. 

Antes de seu reconhecimento como mesorregião, o município pertencia à então 

chamada mesorregião do Alto Paranaíba, atualmente conhecida como mesorregião do 

Cerrado.  
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3.5 – Métodos de identificação de microrganismos e/ou comunidades microbianas 

em queijos 

 

A identificação de microrganismos pode ser dividida atualmente em dois grandes 

grupos: identificações dependentes de cultivo, a qual é necessária o isolamento prévio 

de um determinado microrganismo em um meio de cultura (seletivo ou inespecífico) e 

análises independentes de cultivo, a qual não se torna necessário o cultivo prévio de um 

determinado microrganismo, podendo assim obter um maior número de microrganismos 

identificados, uma vez que não há necessidade de isolamento e crescimento de colônias. 

As análises independentes de cultivo apresentam uma determinada vantagem sob a 

metodologia clássica no que diz respeito à identificação de microrganismos que teriam 

seu crescimento limitado em virtude tanto da ausência de meios de cultura específicos 

ou da dificuldade de crescimento desses microrganismos em determinadas situações, 

tanto de fatores extrínsecos como de fatores intrínsecos. A seguir serão apresentados os 

principais métodos utilizados para identificação de microrganismos abordando ambos 

os métodos, com uma ênfase em sequenciamento de nova geração independente de 

cultivo  

3.6.1 – Análises dependentes de cultivo 

a) Métodos de cultura e isolamento 

A análise de alimentos para a presença, os tipos e números de microrganismos e/ou seus 

produtos é muito importante na microbiologia de alimentos, entretanto, nenhum desses 

métodos permitem a determinação exata do número de microrganismos em um 

alimento. Mesmo que alguns métodos de análise sejam melhores que outros, cada 

método tem limitações associadas ao seu uso. Os quatro principais métodos para 

determinação total de microrganismos são: 

 Contagem-padrão em placas (CPP) para microrganismos viáveis (FDA, 1995; 

MARSHALL, 1993; AOAC, 1995; VANDERZANT, 1992):  

o porções de amostras de alimentos são misturadas ou homogeneizadas, 

diluídas serialmente em um diluente específico, plaqueadas sobre ou 

dentro de um meio de cultura (ágar ou caldo) adequados e incubados sob 
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temperatura e tempo adequados, sendo então contadas as colônias 

viáveis por contagem manual ou assistida por equipamentos.  

o É o método mais utilizado para determinar o número de células viáveis 

ou unidades formadoras de colônia (UFC) em um alimento.  

o Apresenta limitações referentes aos fatores intrínsecos (como aw, pH, 

etc.) e extrínsecos (temperatura, umidade, etc.) além de sofrer alterações 

oriundas da própria natureza do alimento, diluição inadequada e 

competição por ação antagonista de outros microrganismos. 

o A CPP é frequentemente associada à técnica pour-plate, embora o 

plaqueamento spread-plate também seja viável, sendo que o segundo 

oferece vantagens na determinação de microrganismos aeróbios estritos. 

Uma grande desvantagem desse método é que não há seleção de colônias 

diferenciadas, dificultando a contagem. 

o A partir das diluições seriadas também é possível utilizar a técnica de 

spread-plate para identificação de colônias específicas em meios de 

cultura seletivos e a partir daí utilizar identificações fenotípicas baseadas 

em métodos bioquímicos para a identificação de microrganismos em 

nivel de espécie. É uma técnica atualmente pouco utilizada em virtude 

dos resultados não serem compatíveis com métodos mais precisos como 

a identificação em nível molecular. 

 Número mais provável (NMP) (FDA, 1995; MARSHALL, 1993; AOAC, 1995; 

VANDERZANT, 1992: 

o Nesse método as diluições são preparadas como para contagens-padrão 

em placas. Três alíquotas seriais ou diluições são então semeadas em 

números específicos de tubos (três ou cinco). O número de 

microrganismos nas amostras originais é determinado pelo uso de uma 

tabela-padrão do NMP, geralmente apresentando resultados maiores que 

a CPP.  

o É a técnica mais utilizada para determinação de coliformes totais e/ou 

termotolerantes em uma amostra de alimento. 

o Existem problemas inerentes à natureza desse método, como falhas no 

limite máximo e mínimo de detecção  
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 Contagem por microscopia direta (CMD) (FDA, 1995; MARSHALL, 1993; 

AOAC, 1995; VANDERZANT, 1992: 

o Consiste basicamente em um esfregaço de uma amostra de alimento 

associado ao uso de corantes específicos (como a coloração Gram). 

o O esfregaço é realizado, geralmente, em lâminas para microscopia e 

visualizadas com o auxílio do microscópio (objetiva de óleo de imersão). 

o Muito utilizada em laticínios para estimar a qualidade microbiológica de 

leite cru e outros derivados lácteos 

o Suas vantagens: é rápido, simples e permite analisar a morfologia celular 

bacteriana; pode ser melhorado pela adição de sondas fluorescentes 

o Desvantagens: depende de um microscópio para análise, as células 

viáveis e não-viáveis são contadas sem distinção entre elas; difícil 

distinguir partículas de alimento das células bacterianas; distribuição 

irregular das células bacterianas no esfregaço 

 Redução de corantes (FDA, 1995; MARSHALL, 1993; AOAC, 1995; 

VANDERZANT, 1992) 

o Duas técnicas são muito utilizadas: azul-de-metileno e resazurina.  

o Sobrenadantes de alimentos são adicionados a uma solução padrão dos 

corantes 

o A redução do azul-de-metileno (de azul para branco) e da resazurina (de 

azul para rosa) é inversamente proporcional ao número de 

microrganismos na amostra 

o Vantagens: simplicidade, baixo custo, detecção de células viáveis 

o Desvantagens: nem todos os microrganismos reduzem corantes 

igualmente, não são aplicados para alimentos que apresentem enzimas 

redutoras 

b) Amplificação de DNA 

É uma técnica aplicada à identificação de microrganismos, não sendo capaz de detectar 

contagens e/ou nível de abundâncias de determinadas espécies microbianas. Utiliza 

enzimas como a DNA polimerase termoestável e oligonucleotídeos iniciadores 

(primers) de 5‘ e 3‘ específicos, capazes de amplificar uma única molécula de DNA até 
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10
7
 moléculas depois de uma série de ciclos de amplificação, normalmente de 20 a 50 

ciclos. É considerada uma técnica dependente de cultivo pois, a partir do plaqueamento 

e isolamento pois o DNA é extraído diretamente de uma colônia ou de um caldo 

previamente inoculado com microrganismos de interesse para a pesquisa propriamente 

dita. Portanto, é incapaz de detectar mais de uma espécie simultaneamente, salvo sob a 

exceção de reações multiplex de PCR - embora limitadas a microrganismos 

filogeneticamente próximos entre si. Existem inúmeros tipos de reações específicas de 

PCR amplamente utilizadas na identificação de microrganismos. Na presente revisão, 

serão abordados os mais comumente utilizados em microrganismos associados a 

matrizes alimentares. 

 Análises por enzima de restrição:  

o O DNA cromossomal é digerido pelo uso de uma endonuclease de 

restrição apropriada. As endonucleases quebram as duplas fitas de DNA 

em sequências nucleotídicas específicas. Algumas endonucleases de 

restrição mais utilizadas são EcoRI, HhaI e outras específicas para 

grupos bacterianos como as BAL. É bastante utilizado para subtipagem 

de amostras (WESLEY, 1990). 

 Amplificação randômica de DNA polimórfico (RAPD): 

o Emprega o uso de PCR para obter perfis eletroforéticos de DNA 

polimórficos. A partir da cultura bacteriana, utiliza-se lisados para 

obtenção do DNA. Primers específicos são adicionados ao DNA para 

amplificação via reação de PCR. Os produtos são visualizados em gel de 

agarose e submetidos à uma corrida eletroforética para a formação de 

bandas, que são posteriormente fotografadas e comparadas à bandas 

padronizadas. É utilizada para identificação de linhagens específicas de 

patógenos como Listeria monocytogenes (BLACK, 1995). 

 Eletroforese em gel de campo pulsado:  

o Esse método vincula a digestão de DNA genômico por enzimas de 

restrição com a separação de fragmentos por eletroforese de campo 

pulsado. Diferente de uma técnica eletroforética convencional, o campo 

pulsado gera pulsos elétricos em várias direções, formando perfis 
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eletroforéticos, designados pulsovares. É uma técnica utilizada para 

discriminar linhagens de vários patógenos envolvidos em surtos 

alimentares (Jay, 2012). 

 Fragmentos de restrição de tamanhos polimórficos (RFLP) 

o Consiste em diferenças herdadas nos tamanhos dos fragmentos de DNA 

quando ele é digerido com uma endonuclease de restrição. O DNA 

digerido é então separado por eletroforese e hibridizado por Southern 

Blot com uma sonda de DNA de um determinado gene de interesse do 

microrganismo em questão (HARVEY, 1994). 

 Sequenciamento do gene rRNA 16S:  

o Trata-se de uma técnica amplamente difundida e utilizada para 

identificação molecular de diversos microrganismos. Uma reação de 

PCR permite a amplificação do gene 16S rRNA (ou de suas regiões 

hipervariáveis), empregando primers que são direcionados à regiões 

universalmente conservadas em ambas as regiões terminais do gene. O 

amplicon (de aproximadamente 1.5 kb) resultante dessa reação pode ser 

submetido à análises de sequenciamento por várias metodologias 

diferentes. Então, a análise sequencial pode ser comparada à diversas 

bases de dados que podem ser acessadas via web, a exemplo: ARB 

package (http://www.arb-home.de/), NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) e RDP 

(http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch/seqmatch_intro.jsp) (O'SULLIVAN, 

2000). A eficácia dessa reação é afetada diretamente pela escolha dos 

primers relacionados às regiões hipervariáveis do gene 16S. Grupos 

filogeneticamente próximos, como as BAL podem apresentar baixa 

eficácia na identificação correta das espécies, pelo fato da cobertura de 

amplificação não cobrir todas as regiões variáveis, impossibilitando a 

separação em nível de espécie ou gênero. 

a) Proteômica 

A proteômica pode ser dividida em três etapas: bottom-up; bottom-down e shotgun, que 

visam o isolamento ou o pré-fracionamento do proteom da amostra, análise qualitativa 
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e/ou quantitativa de peptídeos e macroestruturas proteicas via bases de dados dedicadas. 

A técnica mais utilizada para a identificação de microrganismos pela abordagem 

proteômica é por através da técnica de time off light (TOF), como MALDI-TOF. A sigla 

MALDI-TOF significa Matrix Associated Laser Desorption-Ionization - Time of Flight 

e consiste num sistema no qual material biológico (uma colônia ou um concentrado de 

hemocultura) é colocado em uma placa em que há a matriz polimérica. Nessa matriz é 

irradiado um laser que vaporiza a amostra, ionizando suas moléculas e posteriormente 

fazendo-as transitar num tubo de vácuo e detectadas por um sensor. Cada molécula vai 

apresentar um tempo de vôo específico (time of flight - TOF), permitindo assim sua 

separação e posterior identificação em picos e gráficos, que são depois comparados com 

um banco de dados para a caracterização final de cada bactéria ou fungo 

(PASTERNAK, 2012). 

3.6.2 – Análises independentes de cultivo 

Atualmente, existe uma gama de novas abordagens independentes de cultivo, entretanto, 

as mais comumente utilizadas em alimentos são as técnicas de eletroforese em gel de 

gradiente desnaturante (DGGE) e a abordagem via sequenciamento de nova geração 

(baseado em amplicon). Para efeitos didáticos, o sequenciamento baseado em amplicon 

será tratada em um tópico à parte. 

a) PCR-DGGE 

Assim como na análise metagenômica, a técnica de PCR-DGGE também utiliza a 

amplificação do rRNA 16S do DNA de uma comunidade inteira, utilizando 

sequências iniciadoras (primers) específicas para o rDNA. A amplificação por PCR 

resulta em produtos do mesmo comprimento, porém de sequências distintas do gene 

rRNA 16S, permitindo a identificação dos microrganismos. Eles são então 

separados por DGGE, no qual o gel de poliacrilamida contém um gradiente linear de 

ureia e formamida, ambos agentes de desnaturação do DNA. A amplificação prévia 

do gene rRNA16S permite a inclusão de um ―grampo G+C‖, de aproximadamente 

39 nucleotídeos, que impedem a desnaturação completa do DNA no gel. As bandas 

no perfil representação as populações microbianas dominantes, e as mudanças no 
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perfil de bandas entre amostras refletirão as alterações na diversidade microbiana. 

Uma grande desvantagem desse método, em relação à metagenômica, é que nele não 

é possível estimar a diversidade total da microbiota do alimento, devido a falhas na 

lise celular e baixa prevalência, além do fato de que, assim como no sequenciamento 

do gene rRNA 16S já previamente descrito, microrganismos pertencentes a um 

mesmo grupo podem não apresentar diferença significativa na corrida da banda, por 

serem filogeneticamente próximos. 

Assim, a melhor alternativa para poder caracterizar diversidade, riqueza e outras 

variáveis presentes em amostras de alimentos, especialmente queijos, é a abordagem 

metagenômica, caracterizada pelo sequenciamento de nova geração. 

3.6.3 – Sequenciamento de nova geração (NGS)  

NGS é um método independente de cultivo para estudar amostras de microrganismos 

extraídos diretamente de um ambiente específico (água, solo, leite, fezes, dentre outros). 

Essa abordagem permite estabelecer algumas vantagens: a análise de uma grande 

maioria dos microrganismos em natureza que ainda não foram cultivados e/ou não 

permite cultivo in vitro e a facilidade de se estudar os microrganismos atuando no 

contexto de suas comunidades. Uma vez que o DNA se origina de múltiplas populações, 

a recuperação de genomas provenientes de análises metagenômicas é uma tarefa 

complexa (SHARON E BANFIELD, 2013). Atualmente, de acordo com a capacidade 

de sequenciamento e processamento da maioria dos softwares e hardwares, o 

sequenciamento contendo comunidades de eucariotos, em particular microrganismos 

protistas, torna os custos de execução extremamente elevados tornando-se proibitivos. 

Isso ocorre em virtude da extensão de seus genomas e de baixa densidade de 

endereçamento dos genes. Entretanto, a seleção de comunidades nas quais os eucariotos 

ou seus DNA‘s podem ser excluídos torna o processamento mais adequado. 

Existem dois tipos de estudo de NGS: 

1. Estudo de diversidade utilizando o gene rRNA 16S (sequenciamento baseado em 

amplicon): nesse tipo de estudo amplifica-se por PCR a sequência 16s e se compara o 

resultado contra um banco de dados de bactérias conhecidas. Essa amplificação por alvo 
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possui uma ampla variedade de aplicações, incluindo a caracterização de populações 

bacterianas pertencentes ao trato gastrintestinal de mamíferos e outros animais, 

microbiota da pele, ar e outros sistemas biológicos como ambientes de água 

contaminada, biorremediação e outras aplicações (WILDE, WATTS e LU, 2014). 

Estratégias de NGS podem diferir dependendo da plataforma de sequenciamento a ser 

utilizada, uma vez que cada plataforma apresenta vantagens e desvantagens inerentes à 

sua construção. Essas plataformas propõem diferentes protocolos de preparação de 

bibliotecas e sequenciamento (como o número e comprimento das leituras ou reads).  

2. Shotgun Metagenomics/Whole Genome Shotgun (WGS): nesse segundo caso não se 

faz seleção de alvo. Todo o DNA extraído da amostra é fragmentado e sequenciado. A 

análise consiste em montar o ―metagenoma‖ da amostra para tentar identificar, além da 

diversidade de genomas, novos genes. Essa é a abordagem frequentemente associada ao 

termo ―metagenômica‖, pois permite sequenciar genes de interesse, genes funcionais, 

genomas completos e sequências de interesse taxonômico (FERROCINO e COCOLIN, 

2017). O WGS é capaz de gerar um grande volume de informações não enviesadas de 

todos os genes de todos os membros da comunidade bacteriana por empregarem um 

método diferente de sequenciamento de DNA e RNA, aliado à disponibilidade de 

ferramentas rápidas e confiáveis Para se obtiver a melhor de bioinformática (SCHATZ 

et al., 2010 e POWER et al., 2013). montagem de um genoma, especialmente de origem 

metagenômica, o melhor pipeline é o ―sequenciamento mate-pair‖, que fornece uma 

preparação de protocolo particular para bibliotecas (RAMOS et al., 2013). 

 

Isolar o DNA de uma amostra ambiental é a primeira e a mais importante etapa para a 

análise NGS, sendo que a qualidade da análise NGS é diretamente relacionada com a 

qualidade do DNA isolado (SCHOLZ, LO E CHAIN, 2012). Teoricamente, o DNA 

microbiano isolado de uma amostra ambiental representa todo o DNA da comunidade 

de microrganismos nativa. Entretanto, amostras de DNA oriundas de ambientes 

extremamente insalubres ou com excesso de contaminantes, como solos ácidos, 

minerais, sedimentos, produtos lácteos fermentados como o kefir, (cujo 

exopolissacarídeo – EPS - atua como forte inibidor da lise da parede bacteriana de 

determinados microrganismos) e queijos (principalmente pela ação de macromoléculas 
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como caseína e lipídios que podem adsorver detergentes e agentes quelantes) tornam o 

processo de extração menos flexível, devendo-se utilizar kits ou adaptações de 

protocolos existentes (WILSON, 1997 E BONAÏTI, 2007).  

 

O objetivo de qualquer projeto de NGS é a caracterização completa de uma comunidade 

(essencialmente respondendo às questões ―quem são eles‖ e ―o que estão fazendo‖), 

trazendo consigo os esforços para a compreensão de: (1) composição e estrutura de uma 

comunidade, incluindo a taxonomia e abundância relativa das espécies; (2) contribuição 

genética de cada membro da comunidade, incluindo seu número e capacidade funcional; 

e (3) heterogeneidade dos genes intra-específicos ou intra-populacionais (SCHOLZ, LO 

e CHAIN, 2012). 

 

Durante várias décadas foram concentrados esforços no isolamento de microrganismos 

patogênicos, ou relacionados à determinada patogenia, bem como aqueles com 

capacidade de sintetizar antimicrobianos, em laboratório. Isso permitiu um enorme 

avanço para a microbiologia médica. Por isso, alguns grupos como actinomicetos, 

enterobactérias e bacilos Gram positivo apresentam um grande número de espécies 

identificadas com representantes que manifestam crescimento in vitro (SCHLOSS e 

HANDELSMAN, 2004). Entretanto, os processos tradicionais de isolamento e cultivo 

de microrganismos não se aplicam para a análise de comunidades microbianas. Nos 

primeiros estudos envolvendo metagenômica, o sequenciamento completo do gene 

rRNA 16S era realizado pelo método Sanger, tornando os trabalhos laboriosos, 

dispendiosos e alcançando resultados que nem sempre eram suficientes para desvendar 

a total diversidade bacteriana em um ambiente complexo. O NGS fornece leituras curtas 

com enormes ciclos de sequenciamento, com custos mais acessíveis, facilitando o 

acesso à informação por poder dispensar a necessidade de se cultivarem esses 

microrganismos, uma vez que são gerados grandes volumes de informação nessas novas 

plataformas de sequenciamento associadas às poderosas ferramentas computacionais.  

 

Todos os experimentos envolvendo NGS abordam um protocolo similar, composto da 

coleta de amostra e extração do ácido nucléico, seguido de diversos passos comuns a 

grande maioria das plataformas de NGS: (1) preparação e montagem da biblioteca; (2) 
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protocolos de sequenciamento complementados por montagem e alinhamento de 

genomas/metagenomas.  

 

3.6.3.1 - Sequenciamento do gene rRNA 16S para identificação de microrganismos 

O sequenciamento do gene rRNA 16S é amplamente aceito como uma forma de avaliar 

aspectos evolucionários de eubacterias (WOESE, 1987). Desde a introdução de técnicas 

moleculares baseadas em rDNA, o estudo da diversidade microbiana em ambientes 

naturais tem avançado significativamente (AMANN, LUDWIG e SCHLEIFER, 1995 e 

MUYZER, 1999). Adicionalmente, o sequenciamento do gene rRNA 16S tem sido 

amplamente aplicado no campo da ecologia microbiana, obtendo grandes números de 

sequências depositadas em base de dados de relevância, categorizando o 16S como 

―padrão-ouro‖ no estudo ecológico de microrganismos (RONAGHI, UHLÉN e 

NYRÉN, 1998; RONAGHI, 2001; THOMPSON et al., 2001 e SOGIN et al., 2001). Ao 

passo que fragmentos do gene rRNA 16S – contendo uma ou mais regiões variáveis – é 

o alvo mais comumente utilizado para bactéria e archea, as regiões de espaçamento 

interno transcrito (ITS) e o gene rRNA 18S são os alvos escolhidos para o estudo de 

fungos e eucariotos, respectivamente (OULAS et al, 2015). 

 

A metagenômica propriamente dita refere-se aos estudos independentes de cultivo de 

comunidades microbianas ao explorar consórcios e associações microbianas que 

ocorrem em um determinado nicho específico de plantas ou hospedeiros animais como 

superfícies mucosas e pele humana (DEL CHERICO et al., 2014). Estudos iniciais em 

filogenia e taxonomia bacteriana baseavam-se no sequenciamento tipo Sanger do gene 

rRNA 16S, gene esse comumente utilizado como marcador housekeeping (JANDA e 

ABBOTT, 2007). A escolha desse lócus baseia-se em diferentes razões: (1) sua 

presença em quase todas as bactérias como um gene com cópias múltiplas; (2) a 

presença de regiões conservadas de sequência de nucleotídeos, espaçadas por nove 

regiões variáveis (de 50 a 100 bases de distância) (CHAKRAVORTY et al., 2007) e (3) 

o próprio comprimento desse gene rRNA 16S (1,500 bp) (PATEL, 2001). Entretanto 

por meio da tecnologia NGS, a identificação em níveis de gênero e espécie pode ser 



39 
 

otimizada, com um razoável intervalo de confiança, em menos da metade da sequência 

desse gene (aproximadamente 500 bp), incluindo diversas regiões hipervariáveis 

(MARGULIES et al., 2005).  

 

A introdução do NGS e sua combinação com DNA barcoding de amostras multiplex 

aumentou consideravelmente a produção de análises de dados de comunidades 

bacterianas. Essas melhorias têm promovido estudos em larga escala envolvendo 

centenas de indivíduos diferentes e possíveis sucessões microbianas (HUMAN 

MICROBIOME CONSORTIUM, 2012). Em um típico experimento de 

sequenciamento, um curto fragmento cobrindo uma ou duas regiões variáveis de gene 

rRNA16S é amplificada com primers específicos para 16S e, então, associados com 

sequências de biblioteca adaptadoras, sendo posteriormente sequenciados. O 

comprimento desse segmento pode variar de 300 a 500 pares de bases, em virtude do 

uso da tecnologia paired-end da Illumina (AMIR et al., 2013). Ao amplificar regiões 

selecionadas contidas no gene rRNA 16s, bactéria e Archea podem ser identificados 

pelo uso de primers universais que sondam regiões conservadas e flanqueiam 

sequências de regiões variáveis, auxiliando numa melhor identificação em nível de 

gênero e espécie.  

 

As regiões hipervariáveis apresentam eficácia variável na identificação de espécies 

diferentes, sendo as regiões V2-V3 mais efetivas para identificação universal em nível 

de gênero (CHARKRAVORTY et al., 2007). A identidade e a frequência de bactérias 

em uma amostra são determinadas ao assimilar as leituras amplificadas do gene rRNA 

16S em base de dados conhecidas por sequências homólogas (WANG et al., 2007), ou 

por leituras alocadas (KUCZYNSKI et al., 2012). Gêneros e espécies são relativamente 

identificáveis em níveis de similaridade variando entre 96 e 97%, respectivamente, e 

amostras ou cepas podem ser diferenciáveis em níveis de similaridade próximos de 99% 

(PETERSON et al., 2008).  

 

A construção de bibliotecas genômicas de rRNA 16S representa uma poderosa 

ferramenta para a análise da diversidade molecular de comunidades de microrganismos 

representativos de uma amostra. O conjunto de sequências, bem como a análise de suas 
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frequências dentro de uma biblioteca pode representar de maneira geral, uma correlação 

com as unidades taxonômicas predominantes (JANSSEN, 2006; NOGALES et al., 

2001). SCHLOSS e HANDESLMAN (2004) avaliaram a diversidade taxonômica de 

procariotos através de 56.215 sequências curadas do gene rRNA 16S depositadas no 

banco de dados de genes ribossômicos RDP (Ribosomal Database Project). Foram 

identificados mais de 50 filos, sendo metade deles compostos inteiramente por membros 

não cultivados. Levantamentos da diversidade de ecossistemas terrestres e marinhos 

revelam sequências dominantes pertencentes a grupos taxonômicos como filo 

Acidobacteria e o clado SAR11 (JANSSEN, 2006; VENTER et al., 2004), que 

apresentam poucas espécies cultivadas já isoladas em comparação com o número de 

espécies identificadas pelos métodos independentes de cultivo. Além disso, a 

abordagem metagenômica tem permitido a identificação de táxons em baixa frequência, 

em ambientes terrestres e aquáticos, que não apresentam relação filogenética com filos 

descritos (ELSHAHED et al., 2008; SCHLOSS and HANDELSMAN, 2006; SOGIN et 

al., 2006). 

É importante ressaltar determinados aspectos da terminologia exigidos para uma melhor 

compreensão dos dados oriundos desse tipo de análise, sendo eles: (1) amplicon – um 

fragmento de DNA que é amplificado por PCR (podendo ser uma ou mais regiões, a 

exemplo das regiões hipervariáveis do gene rRNA 16S, ou outros marcadores de genes). 

A grande maioria dos pesquisadores utilizam primers padrão para essa análise de PCR; 

(2) Distinção de espécies por OTU (operational taxonomic unit) – comumente 

identificados por rRNA e uma porcentagem de similaridade para a classificação dos 

microrganismos em OTUS iguais ou diferentes; (3) barcode – uma curta sequência de 

DNA que é adicionada a cada read durante a amplificação, sendo específica para cada 

amostra. Isso permite que amostras diferentes possam ser adicionadas juntas 

(multiplexed) para reduzir o custo de sequenciamento. Durante a análise, as sequências 

precisam ser de-multiplexed, ou seja, separadas por amostras. Usualmente, a análise 

reque uma base de dados (database) de referência, onde se procura inferir a mais 

próxima similaridade de uma OTU em uma linhagem taxonômica (OULAS et al., 

2015).  
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Inúmeras bases de dados online fornecem acesso a grandes volumes de informação em 

relação a sequências de RNA ribossomal. Dentre as base de dados existentes, as mais 

comumente utilizadas são o Ribossomal Database Project II (RDP II) 

(http://redp.cme.msu.edu/) (COLE et al., 2007), Greengenes (http://greengenes.lbl.gov) 

(DE SANTIS et al., 2006) e ARB-Silva (PRUESSE et al.,, 2007). RDP II baseia-se na 

taxonomia de Bergey, que contém um relativo pequeno grupo de Filos. Greengenes 

incluem vários esquemas de taxonomia usando diferentes sistemas de classificação. A 

base de dados ARB-Silva também oferece opções para classificação taxonômica 

microbiana, embora seja mais limitado em sua plasticidade que o Greengenes (DE 

SANTIS et al., 2006). Bases de dados online para rRNA incluem uma multiplicidade de 

ferramentas e softwares para classificação de sequencias e alinhamento de múltiplas 

sequências, a fim de facilitar a identificação de microrganismos em outputs oriundos de 

NGS, principalmente. Todas essas bases contêm ferramentas de emparelhamento, 

programas de alinhamento de sequências e editores de sequências. Greengenes fornece 

um programa de alinhamento de sequências e editores de sequências diferentes para 

identificação microbiana baseada em sequências.  Greengenes utiliza a ferramenta de 

alinhamento chamada NAST e gera outputs que são compatíveis com as ferramentas do 

software ARB (DE SANTIS et al., 2006). Além disso, diferentes ferramentas de 

classificação de sequências supervisionadas são disponíveis para testar a equivalência 

com as sequências enfileiradas. Comparado ao BLAST, classificadores supervisionados 

como o RDP Seqmatch demonstram uma melhor acurácia em encontrar sequências 

similares de rDNA (WANG et al., 2007).  

 

3.6.3.2 – Esquemas de análise para dados oriundos de NGS 

a)  Formato dos arquivos de sequências oriundos de plataformas NGS 

 

O processo de representação das bases é considerado bastante simplificado e dinâmico. 

De acordo com a International Union of Pure and Applied Chemistry – IUPAC, existe 

um código oficial para a representação do DNA, e que também inclui códigos para 

identificar bases ambíguas, ou seja, os casos em que não se sabe ao certo a base correta, 

mas se sabe que deve ser C ou T ou algo similar, como pode ser observado no quadro 3 

(VARUZZA, 2013) 

http://redp.cme.msu.edu/
http://greengenes.lbl.gov/
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Quadro 3. Código IUPAC para representar o DNA  

Associada à informação base, os sequenciadores também utilizam ferramentas que 

monitoram a qualidade dessas bases. Usualmente, essa probabilidade é representada 

pelo ―Phred Quality Score‖, assim chamado porque foi utilizado pela primeira vez no 

software phred (EWING et al., 1998). 

 

Usualmente, os valores da escala de phred variam entre 1 e 40. Tipicamente, os valores 

de phred score estão entre 1 e 40. A maneira mais simples de representar os valores de 

qualidade em formato texto é uma lista de inteiros, o que adiciona de dois a três bytes 

de dados para cada base sequenciada (um a dois caracteres para o valor da qualidade e 

um caracter como separador entre os valores) (VARUZZA, 2013). 

b)  Formatos FASTA e FASTQ  

 

Representação Significado 

A Adenina 

C Citosina 

G Guanina 

T (ou U) Timina (ou Uracila) 

R A ou G 

Y C ou T 

S G ou C 

W A ou T 

K G ou T 

M A ou C 

B C ou G ou T 

D A ou G ou T 

H A ou C ou T 

V A ou C ou G 

N qualquer base 

. ou - gap 
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FASTA é o formato universal de representação de sequências biológicas. Aplica-se 

principalmente para programas de alinhamento de DNA e proteínas FASTA. Em 

virtude de sua simplicidade, diversos softwares e ferramentas, bem como algumas bases 

de dados utilizam esse formato como entrada inicial dos dados (LIPMAN e PEARSON, 

1985 e VARUZZA, 2013).  

O arquivo FASTA é composto de uma série de cabeçalhos seguidos pelo texto da 

sequência. Cada cabeçalho é definido por uma linha que se inicia com o caracter >. Os 

caracteres ; e # t são utilizados para descrever comentários acerca do arquivo inicial, de 

acordo com o exemplo abaixo: 

>HSBGPG Human gene for bone gla protein (BGP) (fragment) 

GGCAGATTCCCCCTAGACCCGCCCGCACCATGGTCAGGCATGCCCCTCCTCA

TCGCTGGGCACAGCCCAGAGGGTATAAACAGTGCTGGAGGCTGGCGGGGCA

GGCCAGCTGAGTCCTGAGCAGCAGCCCAGCGCAGCCACCGAGACACCATGA

GAGCCCTCACACTCCTCGCCCTATTGGCCCTGGCCGCACTTTGCATCGCTGG

CCAGGCAGGTGAGTGCCCCCCTGGAGCCCAGGAGGGAGGTGTGTGAGCTCA

ATCCGGACTGTGACGAGTTGGCTGACCACATCGCTTTCAGGAGGCCTATCG

GCGCTTCTACGGCCCGGTCTAGGGTGTCGCTCTGCTGGCCTGGCCGGCAACC

CCAGTTCTGCTCCTCTCCAGGCACCCTTCTTTCCTCTTCCCCTTGCCCTTGCC

CTGACCTCCCAGCCCTATGGATGTGGGGTCCCCATCATCCCAGCTGCTCCCA

AATAAACTCCAGAAG 

 

>HSGLTH1 Human theta 1-globin gene (fragment) 

CCACTGCACTCACCGCACCCGGCCAATTTTTGTGTTTTTAGTAGAGACTAAA

TACCATATAGTGAACACCTAAGACGGGGGGCCTTGGATCCAGGGCGATTCA

GAGGGCCCCGGTCGGAGCTGTCGGAGATTGAGCGCGCGCGGTCCCGGGATC

TCCGACGAGGCCCTGGACCCCCGGGCGGCGAAGCTGCGGCGCGGCGCCCCC

TGGAGGCCGCGGGACCCCTGCTTCTTGCCGTGCTCTCTCGAGGTCAGGACGC

GAGAGGAAGGCGC 

 

Acima, existem duas sequências identificadas como HSBGPG e HSGLTH1, 

respectivamente. Após cada identificador existe um espaço e em seguida o comentário 
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sobre a sequência e logo abaixo o corpo do de cada sequência, cujo padrão é quebrado 

em linha entre 70 e 132 caracteres. 

Com o avanço das plataformas NGS, os dados começaram a ser gerados com um 

enorme volume de informação, uma vez que a cobertura e número de leituras 

aumentaram consideravelmente. Assim, o formato FASTA, que fora amplamente 

utilizado, já não conseguia transmitir todo o volume de dados gerados ou gerando 

arquivos extremamente pesados em termos de memória e processamento, exigindo 

grande perfomance de servidores e poder de processamento. (VARUZZA, 2013) 

 

Assim, foi criado o formato FASTQ, no qual as bases e os valores de qualidade são 

representados em um mesmo arquivo, sendo indicados por caracteres ASCII em 

detrimento a uma sequência de números. Esse formato é mais eficiente uma vez que a 

antiga representação de qualidade necessitava no mínimo três bytes (dois dígitos e um 

espaço), ao passo que nesse novo formato FASTQ a representação necessita de apenas 1 

byte, como pode ser observado no exemplo abaixo: 

 

@SEQ_ID 

GATTTGGGGTTCAAAGCAGTATCGATCAAATAGTAAATCCATTTGTTCAACT

CACAGTTT 

+ 

!‘‘*((((***+))%%%++)(%%%%).1***-+*‘‘))**55CCF>>>>>>CCCCCCC65 

 

O cabeçalho, nesse formato, é definido por @ e seguido pelo identificador da sequência. 

Na linha abaixo, observa-se a sequência que difere do formato FASTA, justamente por 

não haver a necessidade de quebrar a sequencia de caracteres em diversas linhas, sendo 

que o formato FASTQ utiliza apenas uma linha. A próxima linha apresenta o caracter +, 

que por ser seguido pelo identificador da sequência novamente, e na última linha tem-se 

os valores de qualidade representados em ASCII. Para a conversão do valor de 

qualidade phred para FASTQ, soma-se 33 a ele e procura-se o caracter ASCII 

correspondente. Este é o padrão definido pelo Sanger Institute e mais utilizado 

atualmente (VARUZZA, 2013). 
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c)  Arquivo SFF 

 

 

O SFF ou Standard Flow Format (NCBI, 2012) é um arquivo binário que foi 

desenvolvido em conjunto pela 454 Life Science, o Whitehead Institute e pelo Sanger 

Institute, para representar sequências geradas por um sequenciador baseado em fluxos 

como o 454 e o Ion Torrent. As bases e o tamanho normalizado do sinal detectado são 

representados em termos de fluxo, como, por exemplo, a sequência AATGG, que pode 

ser representada como o equivalente A3 T1 G2. Entretanto, a relação dos 

homopolímeros quase nunca obedece uma proporção perfeita, podendo ser gerados 

números decimais como A2.9 T1.1 G1.5. Entretanto, essa informação é perdida devido 

aos arredondamentos executados quando se converte de SFF para FASTA. Essa 

informação em termos de intensidade de sinal é também denominada flow space em 

oposição à sequência pura que está em base space. Esse arquivo SFF possui um 

cabeçalho com informações da corrida, semelhante a um cabeçalho por read, além de 

informas os valores de qualidade e os adaptadores utilizados na amplificação por meio 

de clipping. Com o arquivo SFF, torna-se possível extrair ambas informações de 

qualidade e adaptadores sem o clipping, podendo ser útil para diversas aplicações 

(VARUZZA, 2013). 

 

Embora o formato SFF seja útil, muitos softwares e ferramentas não lidam diretamente 

com esse formato, sendo necessária a conversão desse arquivo para outros formatos 

como FASTA ou FASTQ. A tabela 1 abaixo discrimina alguns programas utilizados 

para conversões entre SFF e outros formatos:  
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 Tabela 1. Programas de conversão de formatos SFF e suas linguagens  

 Adaptado de Varuzza, 2013. 

 

O conversor mais utilizado, sendo também o de mais fácil implementação é o 

sff_extract, uma vez que ele nada mais é que um script em linguagem Python. 

Entretanto, é também o mais lento. O sff2fastq é considerado mais rápido que o 

anterior; porém, de difícil implementação, uma vez que só é gerado um formato FASTQ 

dele. O Flower é mais rápido e mais flexível que os anteriores, porém necessita ter uma 

linguagem de programação Haskell instalada no sistema (VARUZZA, 2013). 

Novos algoritmos capazes de processar de milhões a bilhões de sequências curtas  estão 

constantemente sendo desenvolvidos e anunciados no meio científico. Esses softwares 

atuam em alinhamento de sequências, montagem bem como anotações das reads 

(FLICKEY e BIRNE, 2009), dentre outras aplicações. Qualquer pesquisa 

metagenômica por NGS atualmente requer significativos recursos computacionais e um 

núcleo de bioinformatas com habilidades para instalar, atualizar e executar as 

ferramentas mais modernas. Ademais, utilizar plataformas de NGS requer grande 

capacidade de armazenamento e processamento, na escala de centenas a milhares de 

gigabytes por amostra.  

Além dos desafios inerentes ao grande volume de dados que incluem diferentes 

metadados, análises metagenômicas adicionalmente apresentam seus próprios desafios e 

Nome Linguagem URL 

sff_extract Python http://bioinf.comav.upv.es/sff_extract/ 

sff2fastq C https://github.com/indraniel/sff2fastq 

Flower Haskell http://biohaskell.org/ 
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obstáculos, incluindo erros de sequência, formação de quimeras (reações inespecíficas 

gerando leituras errôneas) (SWAT et al., 2002, WOOLEY e YE, 2010), e a biologia 

oculta desses microrganismos (múltiplas espécies ou singularidades, abundâncias 

relativas, funções complexas, etc.).  

d)  Medidas de diversidade 

Dentre o número de espécies encontradas em uma amostra, pode-se estabelecer uma 

curva de rarefação que permite avaliar o tamanho e a riqueza dessas espécies presentes 

em determinada amostra. Amostras de tamanhos diferentes podem ser comparadaspor 

meio do uso de índices de diversidade e o tamanho total pode ser estimado a partir das 

relações de contribuição das espécies, sem a necessidade de acessar todos os indivíduos 

de uma amostra (TRINGE, 2005).  

e)  Riqueza de espécies 

A partir da adição aleatória das amostras pode-se calcular uma curva média relacionada 

à riqueza dessas espécies. Essas curvas são denominadas coletoras, uma vez que 

permitem avaliar o quão fidedigno é o estudo quando comparado ao ambiente natural de 

onde foi extraída essa amostra. A estabilização do índice de riqueza acontece quando a 

curva se estabiliza, indicando que a riqueza total fora obtida (TRINGE, 2005).  

Obter o alcance de estabilidade dessa curva torna-se uma tarefa difícil, uma vez que 

muitas espécies raras costumam ser adicionadas após muitas amostragens, 

principalmente se o estudo que está sendo realizado não obtém um bom universo 

amostral. Dessa forma, medidas de riqueza de espécies que permitam estimar a riqueza 

a partir dos dados obtidos ou comparar dados de diferentes áreas e diferentes unidades 

amostrais, são bastante úteis para comparar comunidades microbianas. Ainda assim, a 

comparação de comunidades é baseada em diferentes tamanhos amostrais, que, por sua 

vez, dificultam conclusões. A técnica de rarefação consiste em calcular o número 

esperado de espécies em cada amostra para um tamanho de amostra padrão. A obtenção 

de uma curva desse tipo permite a comparação de amostras, mesmo com intensidades 

amostrais diferentes. Nesses casos, índices também são úteis para comparar 

comunidades de diferentes tamanhos amostrais. Índices de diversidade são expressos 
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por um único número, que pode representar a redução ou a abundância de um conjunto 

complexo de táxons. Os índices permitem dimensionar a riqueza, a igualdade e a 

diversidade nos diferentes ambientes estudados (KENNEDY e SMITH, 1995). 

f)   Estimadores de diversidade e riqueza 

A análise de dados oriundos de rRNA 16S pode ser orientada em relação a algumas 

questões como (1) quão diversa é a comunidade? (2) como duas ou mais comunidades 

diferem? (3) quem são os membros dessa comunidade? (4) como os membros dessa 

comunidade se relacionam? A resposta a esses questionamentos podem ser de origem 

qualitativa ou quantitativa, uma vez que diversas ferramentas de bioinformática e de 

análises estatísticas estão disponíveis para auxiliar nesse entendimento. A resposta à 

primeira questão diz respeito à diversidade alfa, que é mede quanto membros são 

diferentes em uma dada comunidade (HIGHLANDER, 2012). 

O índice de Shannon-Wiener (H) expressa a importância relativa de cada espécie e não 

apenas a proporção entre espécies e indivíduos. Esse tipo de abordagem torna-se 

extremamente importante em um estudo metagenômico, uma vez que pode apontar 

espécies importantes para determinado acontecimento no ambiente (SHANNON, 1984). 

Este é um índice que atribui maior peso a espécies raras, prevalecendo o componente de 

riqueza de espécies. O índice de Shannon assume que toda uma população microbiana 

está representada em sua totalidade, indefinidamente e ao acaso em uma amostra 

coletada, independente de seu tamanho. De acordo com Hutcheson (1970), os dados 

obtidos se enquadram em uma distribuição normal, desde que N seja um número inteiro, 

de modo que os métodos estatísticos quantitativos possam ser empregados para o teste 

de significância. Já o índice de Simpson (1949) foi o primeiro a ser usado em estudos 

ecológicos e mostra a concentração de dominância, uma vez que, quanto maior o valor, 

maior a dominância por uma ou poucas espécies. Este índice expressa a tanto a riqueza 

(número de espécies) quanto seu equilíbrio (abundância relativa de espécies) 

(MAGURRAN, 1988 e HIGHLANDER, 2012).  Considerando-se as duas medidas 

heterogêneas, Shannon e Simpson, o último é que atribui um peso maior às espécies 

comuns. Outra medida muito comum para se avaliar a diversidade alfa é o estimador 

Chao1 (CHAO, 1984), que calcula a riqueza de espécies por extrapolação. 
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As diferenças (e similaridades) entre comunidades é denominada diversidade Beta. 

Pode ser calculada usando um de inúmeros índices de similaridade qualitativa ou 

quantitativa para criar matrizes de distância que podem posteriormente ser utilizadas 

para visualização da comunidade em clusters. O Unique Fraction ou UniFrac 

(LOZUPONE e KNIGHT, 2005) tem sido utilizado por muitos grupos de estudo em 

metagenômica para examinar a diversidade Beta em comunidades microbianas.  É uma 

análise que utiliza a relação evolucionária de sequências e comunidade para calcular 

matrizes de distância. Alguns coeficientes de diversidade Beta que não dependem em 

filogenias pré-determinadas são os índices Bray-Curtis, Morisita-Horn e Sorensen 

(MAGURRAN, 1988). Um método comum usado para visualizar beta diversidade entre 

comunidades é a análise de coordenada principal (PcoA). De uma forma simplificada, 

PcoA processa a matriz de distância calculada em pequenos números de variáveis, 

denominadas componentes principais, e depois re-orienta essa matriz para que o 

primeiro componente corresponda a maior taxa da variabilidade no dataset e o segundo 

componente corresponda à segunda maior taxa de variabilidade, e assim por diante. 

Pode-se então plotar as duas primeiras (X e Y) ou mais coordenadas das análises, para 

visualizar os clusters da comunidade. Outros métodos para visualização da diversidade 

Beta incluem clustering hierárquico e criação de árvores filogenéticas (HIGHLANDER, 

2012). 

 

Os estimadores de riqueza podem calcular: o número de espécies por meio  de curvas 

coletoras (figura 2), de modo que seja possível estimar o esforço empregado para 

inventariar uma área; número real de riqueza de espécies baseada em espécies raras 

compartilhadas entre grupos de amostras baseadas em incidência e a riqueza de espécies 

raras compartilhadas entre grupos de amostras. Amostras amientais costumam 

apresentar um grande número de espécies. Por exemplo, as estimativas baseadas em 

análises não paramétricas apontam um número de espécie entre 6.400 a 38.000 espécies 

por grama de solo (CURTIS et al., 2002; SCHLOSS e HANDELSMAN, 2006). Os 

estimadores de riqueza fornecem a quantidade de espécies que se pode encontrar em 

uma área, sem levar em conta a quantidade de indivíduos por espécie (abundância). 

Esses estimadores são aplicáveis aos dados com diferentes distribuições de abundância, 
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levando-se em conta os dados relativos às espécies raras (ou aquelas que só aparecem 

em uma ou em poucas amostras). O cálculo da riqueza de espécies é mais acurado em 

comunidades com alta equivalência, nas quais as espécies ocorrem em número 

semelhantes de indivíduos. Abordagens metagenômicas de NGS têm revelado que uma 

grande maioria de comunidades microbianas apresenta elevado número de espécies 

compostas por poucos indivíduos, indicando uma biosfera rara (ELSHAHED et al., 

2008; SOGIN et al., 2006).  Os estimadores que se baseiam na riqueza de espécies raras 

podem ser divididos em quatro categorias: singletons (espécies com somente um 

indivíduo), doubletons (espécies com somente dois indivíduos), uniques (espécies que 

ocorrem em somente uma amostra) e duplicates (espécies que ocorrem em somente 

duas amostras). As estimativas realizadas com espécies representadas por poucos 

indivíduos são, segundo (HELLMANN e FOWLER, 1999), uma função do número de 

espécies raras encontradas em uma comunidade.  

 

Figura 2. Exemplos de curvas coletoras e índice de Simpson (adaptado de 

HIGHLANDER, 2012) 

 A figura acima demonstra uma curva coletora com três diferentes comunidades 

microbianas hipotéticas. Os números acumulados de espécies são plotados como 

uma função do número de sequências determinados por comunidade. Estima-se 

que a comunidade de linha cheia foi sequenciada à saturação entre 800 e 1000 

sequências e é prevista de conter cerca de 60 espécies. A comunidade 
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representada pela linha pontilhada não atingiu saturação, mas é prevista de ser 

composta por não mais que 200 espécies quanto forem obtidas cerca de 3000 

sequências. A terceira comunidade, mostrada pela linha tracejada está 

continuamente acumulando espécies além do nível de sequenciamento, 

indicando grande riqueza de comunidade. 

 

 Box de plotagem do Índice de diversidade de Simpson para duas comunidades 

microbianas hipotéticas, na qual a comunidade B apresenta-se mais diversa que 

a comunidade A. 

g)  Métodos de análises metagenômicas 

 

Apesar do principal objetivo de uma análise metagenômica é reconstruir todos os 

genomas contidos em uma amostra ambiental, tal fato ainda não pode ser alcançado em 

virtude do grande volume computacional que seria exigido, bem como da grande 

complexidade de dados gerados. Atualmente, existem dois tipos gerais de análises com 

o intuito de obter o genoma reconstruído (ambos com suas limitações inerentes às 

técnicas): (1) montar as reads em contigs e executar classificação taxonômica e 

anotações funcionais ou (2) reconstrução baseada em reads dos componentes 

taxonômicos e funcionais presentes no metagenoma. Métodos baseados em reads 

utilizados para classificação taxonômica e funcional de dados oriundos de NGS podem, 

frequentemente, apresentar obstáculos como um grande volume de reads, levando a 

longos períodos para análise, como também comprimentos curtos de reads 

fragmentadas, levando a uma alta taxa de erro (SCHOLZ, LO e CHAIN, 2012).   

Análises taxonômicas para procariotos (bacteria e archea) são geralmente realizadas 

utilizando dados 16S oriundos de diversas tecnologias de NGS (pirosequenciamento 

454, Illumina, Solid e Ion Torrent). As ferramentas mais utilizadas para análise de 

dados para sequenciamento do 16S, bem como realização de denoising (retirada de 

fragmentos inespecíficos, limpeza dos dados) são QIIME (CAPORASO et al., 2010), 

mothur (SCHLOSS et al., 2009), SILVAngs (QUAST et al., 2013), MEGAN 

(HUDSON, AUCH, QI e SCHUSTER, 2007) e AmpliconNoise (QUINCE et al., 2011). 

Apesar da vasta disponibilidade de algoritmos e softwares para análise de dados 
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metagenômicos de 16S, QIIME pode ser considerado como sendo o ―padrão-ouro‖ 

(NILAKANTA et al., 2014 e OULAS et al., 2015). WATERS (HARTMAN et al., 

2010) foi desenvolvido com o objetivo principal de expandir as análises de 

sequenciamento para usuários não bioinformatas. RDPipeline (COLE et al., 2014) foi 

criado para amplicons de grande volume de dados. VAMPS (HUSE et al., 2014) 

também foi designado para permitir que ecologistas e clinícos pudessem analisar dados 

facilmente, com uma interface ―point and click‖, assim como o software Genboree 

(RIEHLE et al., 2012), que também fora criado com esse intuito. Por último, SnoWMan 

(STOCKER et al., 2010) foi desenvolvido com uma interface para análise bem 

direcionada e basicamente opera como um pipeline de pipelines (NILAKANTA et al., 

2014). 

h)  Montagem 

 

Os métodos atuais melhor adaptados a executar montagens de dados oriundos de NGS 

utilizam métodos baseados em gráficos transversais de Kmer DeBrujin, como os 

programas Velvet, SOAPdenovo, ALLPATHS, AbySS, CLC Bio, bem como novos 

programas que estão em desenvolvimento e constantes atualizações (MILLER, KOREN 

e SUTTON, 2010 e LASERSON, JOJIC e KOLLER, 2011). A abordagem por Kmer foi 

desenvolvida em uma tentativa de sobrepujar as limitações por tempo encontradas nas 

estratégias de montagem por sobreposição (overlap-based). Ao passo que os volumes 

de dados gerados por NGS têm aumentado, esse processo se tornou extremamente lento 

(SCHOLZ, LO e CHAIN, 2012).  

 

Os métodos atuais melhor adaptados a executar montagens de dados oriundos de NGS 

utilizam métodos baseados em gráficos transversais de Kmer DeBrujin, como os 

programas Velvet, SOAPdenovo, ALLPATHS, AbySS, CLC Bio, bem como novos 

programas que estão em desenvolvimento e constantes atualizações (MILLER, KOREN 

e SUTTON, 2010 e LASERSON, JOJIC e KOLLER, 2011). A abordagem por Kmer foi 

desenvolvida em uma tentativa de sobrepujar as limitações por tempo encontradas nas 

estratégias de montagem por sobreposição (overlap-based). Concomitante o aumento de 

volume de dados de NGS, esse processo se tornou extremamente lento (SCHOLZ, LO e 
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CHAIN, 2012). Metagenomas possuem diversos desafios de montagem adicionais. 

Múltiplos genomas estão representados desproporcionalmente em virtude da 

composição não-equacionada de uma comunidade (sendo essa uma característica 

inerente à amostra), resultando em baixa ou nenhuma cobertura de diversas partes de 

um genoma. Sendo assim, a montagem de reads em contigs quase sempre é limitada em 

virtude da complexidade de composição da população (XIE et al., 2010) e mais dados 

são requeridos para cobrir essas regiões diversas do genoma, a um custo computacional 

muito grande. Dos diversos montadores existentes, MetaVelvet e Meta-IDBA são os 

mais adequados para análises metagenômicas, uma vez que eles se baseiam em alocar 

os genomas em abundância por separação de dados de short-reads em frequência de 

Kmer e/ou colapsando o gráfico.   

 

i)  Análises baseadas em leitura 

 

Abordagens baseadas em leitura podem permitir explorar funções de genes e 

classificação taxonômica. Entretanto, apenas um grupo de dados podem ser designados 

tanto para função ou classificação, associado ao grau de confiança que pode se alterar 

como resultado do uso de ambas as bases de referência, além do pequeno tamanho das 

reads.  

Métodos baseados em mapeamento de leituras no alinhador Burrows-Wheeler como o 

BWA, Bowtie MAQ e outros podem realizar alinhamentos rápidos de leituras em um 

dado set de sequências de referência (FLICEK e BIRNEY, 2009). Esse método possui 

limitações em relação às sequências de referência, porém é extremamente rápido. 

MUMmer (DELCHER et al., 2002) é menos limitada em sua base de dados, porém 

mais lento que o anterior. BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) é mais sensível e pode ser 

usado para encontrar sequências homólogas distantes para taxonomia e atributos 

funcionais, porém exige um grande poder de processamento da máquina. Dependendo 

dos recursos computacionais a serem empregados no alinhamento, os resultados 

variando de dez a centenas de milhares de leituras podem ser obtidas em horas 

(BURROWS WHEELER), dias (Nucmer) ou semanas (BLAST). Outras abordagens 
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rápidas como o uso de Hidden Markov Models (HMM) pré-desenvolvidos pode também 

ser aplicado para encontrar domínios conservados (SCHOLZ, LO e CHAIN, 2012). 

j)   Denoising 

 

Denoising é o ato de eliminar os possíveis interferentes em uma análise (por exemplo, 

formação de reações inespecíficas e leituras incompatíveis com o tamanho padrão). O 

processo de denoise propriamente dito não remove as sequências atuais, mas preserva 

informação abundante em sequências errôneas. Diversos algoritmos de denoise estão 

disponíveis para as análises. PyroNoise (QUINCE et al., 2011) implementa um método 

de clustering por fluxograma e outras ferramentas de denoise como Denoiser (REEDER 

e KNIGHT, 2010), DADA (ROSEN et al., 2012) e Acacia (BRAGG et al., 2012) 

utilizam abundância de informação das sequências no processo. Semelhantemente, 

preclustering podem ser usados anterior à classificação por OTU, reduzindo sequências 

noise geradas por erros de sequenciamento. Primeiramente, são ranqueados sequências 

em ordem decrescente de abundância e sequências mais raras contidas em um 

determinado limite são aglomeradas às sequências originais abundantes (KIM et al., 

2013 e HUSE et al, 2010) 

k)  Retirada de quimeras 

 

Uma vez que o denoising é finalizado, e processos adicionais de controle de qualidade 

são completados, as sequências quiméricas devem ser removidas dos dados. Quimeras 

são recombinações artificiais entre dois ou mais sequências parentais, e elas são 

normalmente formadas quando fragmentos pré-existentes re-anelam a outros templates 

de DNA durante a amplificação em PCR (BRADLEY e HILIS, 1997). Essas moléculas 

artificiais tornam difícil a diferenciação de sequências originais das recombinantes, 

resultando em uma superestimação do nível de diversidade microbiana em amostras 

(HUGENHOLTZT e HUBER, 2003). A partir do momento que quimeras são formadas 

e sequenciadas, necessitam ser retiradas dos dados utilizando ferramentas de 

bioinformática. Entretanto, detectar quimeras ainda é um obstáculo, uma vez que suas 

formações podem ocorrer em qualquer posição, mais de uma vez. Plataformas NGS 

geram sequências de curto comprimento, tornando difícil a diferenciação da origem das 
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sequências, gerando informação taxonômica insuficiente. Diversos algoritmos e 

ferramentas têm sido desenvolvidos especialmente para identificar quimeras em dados 

oriundos de sequências com alto throughput. Essas ferramentas incluem UCHIME 

(EDGAR et al., 2010), Chimeraslayer (HAAS et al., 2011), Perseus (QUINCE et al., 

2011) e Decipher (WRIGHT et al., 2012). Todas essas ferramentas, com exceção de 

Chimerslayer, usam informações de frequência de sequências para identificar quimeras, 

assumindo que as sequências quiméricas são menos frequentemente representadas em 

um dado específico em detrimento às sequências normalmente amplificadas. Não existe 

nenhum algoritmo que consiga detectar quimeras perfeitamente, mas até o presente 

momento, sabe-se que UCHIME sobrepuja os outros algoritmos, ao menos para reads 

de NGS (KIM et al., 2013 e EDGAR et al., 2011). 

l)  Agrupamento de OTUS 

O passo seguinte à retirada de quimeras é o agrupamento em OTU (OTU clustering) - 

um processo essencial em análises de comunidade - ao passo que agrupa sequências 

com maiores similaridades e então fornece um significado taxonômico para cada 

agrupamento. Erros de sequenciamento, quimeras e algoritmos de agrupamento 

exercem grande influência na qualidade dos OTUs (SCHLOSS et al., 2011). Existem 

duas maneiras para se realizar esse agrupamento. A primeira delas é baseada em 

agrupamento por alinhamento e a outra é um método livre de alinhamento. O 

alinhamento das sequências é realizado ao emparelhar sequências próprias contra 

sequências de referência pré-alinhadas ou utilizando alinhamentos de sequência 

múltiplos (THOMPSON, HIGGINS e GIBSON, 1994 e DESANTIS et al., 2006). A 

qualidade do alinhamento pode variar, porém alinhamentos incorporando informações 

secundárias geralmente tendem a melhorar a anotação dos OTUs, ao menos para 

sequências do gene rRNA 16S. O algoritmo NAST (DESANTINS et al., 2006) tem sido 

utilizado com sucesso na ecologia microbiana como uma ferramenta de alinhamento 

baseada em perfil. O alinhador SINA, baseado no alinhamento de ordem parcial que usa 

perfis estruturais secundários em regiões consenso foram recentemente introduzidos, 

juntamente do software Infernal (NAWROCKI, KOLBE e EDDY, 2009 e PRUESSE et 

al., 2012).  
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Não existe nenhum método ou algoritmo que garanta um alinhamento perfeito ou que 

permita alcançar índices máximos de qualidade. Alternativamente, métodos livres de 

alinhamento são mais amplamente utilizados em OTUs. Algumas dessas ferramentas de 

livre alinhamento são UCLUST (EDGAR, 2010), CD-HIT (FU et al., 2012) e ESPRIT-

Tree (CAI e SUN, 2011). UCLUST e CD-HIT implementam seu próprio processo de 

agrupamento de OTU ao elencar sequências em ordem de abundância (UCLUST) ou 

diminuindo o comprimento (CD-HIT). ESPRIT-Tree utiliza um algoritmo de 

agrupamento baseado em média hierárquica por elos. Existem algumas outras 

ferramentas que implementam a ―opção de colapsar homopolímeros‖, com o intuito de 

minimizar os erros causados por esses homopolímeros em leituras 454: CLOTU 

(KUMAR et al., 2011), SCATA (http://scata.mykopat.slu.se), CrunchCluster 

(HARTMANN et al., 2012) e TBC (LEE et al., 2012).  

Uma abordagem dependente de taxonomia foi recentemente proposta como uma 

alternativa para os agrupamentos por OTUs (SUL et al., 2012). Esse método possui 

duas grandes vantagens para esse tipo de agrupamento. Primeiramente, a anotação 

taxonômica direta para cada sequência emparelhada é mais tolerante aos erros de 

sequenciamento que o processo de escolha de OTUS, pois o processo de anotação é 

menos afetado pelos erros de substituições, deleções ou inserções, uma vez que os erros 

de sequenciamento são conhecidos por gerar diversos OTUS falsos. Também ajuda a 

prevenir a perda massiva de sequências errôneas (mas que ainda assim podem ter 

significado taxonômico). Em segundo lugar, permite aos pesquisadores que realizem 

análises de comunidade mais padronizadas, baseadas em uma única regra de anotação 

(KIM et al., 2013). 

m)  Base de dados para 16S e classificação taxonômica 

A análise de anotação geralmente requer uma base de dados de referência que é 

procurada para se detectar a mais próxima semelhança de um OTU com uma linhagem 

taxonômica. Algumas bases de dados amplamente utilizadas são Greengenes (16S) 

(DESANTIS et al., 2006), Ribossomal Database Project (16S) (COLE et al., 2007), 

Silva (16S + 18S) (QUAST et al., 2013), Unite (ITS) (KÕLJALG, NILSSON e 

ABARENKOV, 2013) e NCBI (FEDERHEN, 2012). Essas bases de dados são menos 

http://scata.mykopat.slu.se/
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aplicáveis a determinados grupos de microrganismos como protistas e vírus, pois são 

organismos extremamente diversificados com menor volume de sequências e 

consequentemente de informações (OULAS et al., 2015). 

 

Ao se realizar uma abordagem de classificação taxonômica, o pesquisador pode 

encontrar algumas divergências em sua estrutura, uma vez que os OTUs podem ser 

anotados baseados em sua sequência de similaridade (ou distância), ou então podem ser 

anotados relacionando-os em uma árvore filogenética. Considera-se então: (1) 

independência de filogenia ou métodos baseados em OTU (SCHLOSS et al., 2009), 

versus (2) dependência de filogenia ou métodos filogenéticos (LOZUPONE e KNIGHT, 

2005); LOZUPONE et al., 2011). Uma vantagem da abordagem baseada em OTU é que 

não apresenta viés taxonômico e prontamente aceita novas sequências de taxonomia 

desconhecida. Uma desvantagem dessa abordagem é que anotações de novo de OTU 

exigem grande poder de processamento. O método filogenético, como o usado no 

UniFrac, pode ser mais útil em examinar diferenças e similaridades entre espécies em 

uma determinada comunidade (HIGHLANDER, 2012; LOZUPONE e KNIGHT, 2008). 

 

n)  Softwares integrados para análise de comunidades microbianas (pipelines) 

IMG-M, CAMERA e MG-RAST permitem algumas análises além da anotação, 

incluindo identificações taxonômicas e funcionais, além de re-construção de vias, 

tornando-se portais populares que podem fornecer uma única plataforma para 

deposição, localização, análise, visualização e compartilhamento de dados. Esses 

recursos são bastante úteis para indivíduos sem acesso a potentes servidores e não 

contam com auxílio de um bioinformata em suas análises. METAREP é outra 

ferramenta desenvolvida para metagenômica comparativa de alta performance. Os 

usuários podem analisar e comparar dados metagenômicos anotados por sumários 

gráficos para classificações taxonômicas e funcionais, além de realizar testes 

estatísticos. Caso existam metadados, esses sites/ferramentas podem criar análises 

estatísticas multivariadas como análises de componentes principais (PCA) e 

escalonamento multidimensional não métrico para agrupar amostras e demonstrar quais 

fatores pode contribuir mais significativamente para uma observada função ou 
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classificação taxonômica, em virtude da população (WILLNER et al., 2011 e SCHOLZ, 

LO e CHAIN, 2012). 

Dois outros pacotes disponíveis para análises de rRNA 16S são o QIIME 

(http://qiime.org) (KUCZYNSKI et al., 2011) e mothur (http://mothur.org) (SCHLOSS 

et al., 2009). Inicialmente, o QIIME foi implementado para uso apenas da plataforma 

454, utilizando arquivos sff, porém atualmente QIIME tem sido modificado para aceitar 

também o formato FASTQ, tornando possível a análise de dados oriundos de outras 

plataformas como Illumina. Os desenvolvedores do QIIME fornecem aos usuários 

extensivos tutoriais online para diversos fluxos de trabalho. O software utiliza 

linguagem de programação PYTHON, sendo denominado open-source (OULAS et al., 

2015). Mothur foi um resultado da combinação de softwares pré-existentes como 

DOTUR, SONS e Treeclimber, mas, graças ao suporte da comunidade científica, 

mothur incorpora muitos outros algoritmos atualmente, fornecendo assim ao usuário 

uma ampla varidade de escolhas (OULAS et al., 2015). 

Essas ferramentas podem realizar todas as análises já relacionadas anteriormente além 

de muitas outras abordagens. O pacote QIIME usa a abordagem métrica filogenética 

para beta diversidade por meio do software Unifrac (LOZUPONE e KNIGHT, 2005) 

para criar matrizes de distância que ora são balanceadas ou desbalanceadas, para 

avaliações qualitativas e quantitativas, respectivamente. O input requerido é uma tabela 

de abundância de OTU e árvore filogenética, que podem ser geradas pelo QIIME. 

Outros mais complexos tipos de interação de comunidades, como agrupamento 

hierárquico e redes de distribuição podem também ser visualizados usando a matriz de 

distância como input. A plataforma também irá realizar uma análise baseada em OTUs. 

O pacote mothur é mais focado em abordagens baseadas em OTU para avaliar a 

diversidade da comunidade, mas também possui algoritmos Unifrac. Ainda conta com 

uma útil leitura de processamento de pipeline, utilizada pelo Human Microbial Project 

(HMP). Ambos QIIME e mothur incluem ferramentas de agrupamento e análises de 

redes de distribuição, que podem ser utilizadas para trazer respostas às dúvidas de 

―como os membros da comunidade se interrelacionam?‖ (HIGHLANDER, 2012). 

http://qiime.org/
http://mothur.org/
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Nilakanta e colaboradores (2014) avaliaram a diferença entre sete pipelines, sendo eles 

QIIME, WATERS, RDPipeline, VAMPS, Genboree e SnoWMan, para alvo específico 

do gene rRNA 16S. Como resultado, os pesquisadores descrevem que QIIME e mothur 

apresentaram melhores resultados, não só pela melhor estrutura compreensiva de 

funções e procedimentos incorporados aos pipelines, mas também pelo fato da 

documentação que acompanha esses softwares. O pipeline mothur apresenta explicações 

claras das análises e técnicas, além de fornecer um tutorial fácil de ser seguido e 

implementado. 

Recentemente, Plummer e colaboradores (2015) resolveram comparar três das 

plataformas mais populares para análise metagenômica de rRNA 16S – QIIME, mothur 

e MG-RAST. Para tanto, os autores utilizaram um único dataset oriundo de microbiota 

intestinal de humanos (N=35, utlizando amplificação das regiões V3—V5 do gene 

rRNA 16S), utilizando SILVA 16S rRNA como base de referência. Todas as amostras 

foram submetidas às mesmas plataformas de sequenciamento: Illumina, Sanger, Ion 

Torrent, 454 e PacBio. Foram adotados os mesmos processos de controle de qualidade 

para os três processos (retirada de quimeras e outros processos). Os pesquisadores não 

encontraram diferenças significativas em nível de Filo para os três pipelines. As 

diferenças notáveis se deram em nível de gênero, particularmente na classificação de 

membros da família Enterobacteriaceae. Os autores atribuem essas dificuldades em 

virtude da ausência de regiões variáveis no gene rRNA 16S desses microrganismos, ao 

passo que sequenciamento havia sido realizado com primers-alvo para regiões 

hipervariáveis (V3-V5). O mesmo obstáculo é observado na classificação taxonômica 

de microrganismos pertencetes a família dos Lactobacillaceae. O quadro 4 resume as 

principais diferenças observadas nas três plataformas. 
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Quadro 4. Principais diferenças e semelhanças entre os três pipelines QIIME, mothur M 

RAST para análise metagenômica do generRNA 16S 

Adaptado de Plummer et al., 2015. *de acordo com Scopus em 15/01/19 

o)  Análise metagenômica por biomarcadores 

Diferenças observadas nos diferentes pipelines para as análises 16S evidenciam uma 

limitação desse tipo de análise, uma vez que até mesmo a taxonomia em nível de gênero 

pode não ser confiável. Diversos microrganismos apresentam grande similaridade no 

Licença QIIME mothur MG-RAST 

Open-source Open-source Open-source 

Implementação Python C++ Perl 

Citações * 13476 9990 2496 

Site http://qiime.org http://mothur.org http://metagenomics.anl.gov  

Interface baseada em 

web 

Sim Não Sim 

Uso primário Linha de comando Linha de comando Interface guiada pelo usuário 

Análise de amplicon Sim Sim Sim 

Análise WGS Sim (experimental) Não Sim 

Compatibilidade 

plataformas NGS 

Illumina, Sanger, Ion Torrent, 

PacBio 

Illumina, Sanger, Ion 

Torrent, PacBio 

Illumina, Sanger, Ion Torrent, 

PacBio 

Controle de qualidade Sim Sim Sim 

Base de dados 16S 

rRNA 

RDP Silva, Greengenes e bases 

próprias 

RDP Silva, Greengenes e 

bases próprias 

M5RNA, RDP, Silva 

e Greengenes 

Método de 

alinhamento 

PyNast, MUSCLE, INFERNAL Needleman-Wunshc, 

blastn, gotoh 

BLAT 

Análise 

taxonômica/anotação 

UCLUST, RDP, BLAST, 

mothur 

mothur, DOTUR e CD-

HIT 

BLAT 

Algoritmo de 

agrupamento 

UCLUST, RDP, BLAST, 

mothur e BLAST 

Wang/RDP BLAT 

Análise de diversidade Alfa e Beta Alfa e Beta Alfa 

Árvore filogenética FastTree Algoritmo 

Clearcut 

Sim 

Detecção de quimera UCHIME, chimera slayer, 

BLAST 

UCHIME, chimera slayer, 

BLAST 

Não 

Visualização PCA, rede OTUs, barras, 

heatmaps 

Dendrogramas, diagramas 

de Venn, barras, heatmaps, 

PCA 

PCA, heatmaps, gráficos de 

fatia, barras, visualização 

para Krona e Circos 

Suporte ao usuário Tutoriais em fóruns, FAQs, 

vídeos 

Forum, SOPs, FAQs, 

manual do usuário 

Tutoriais em video, manual 

do usuário, ajuda no site 

http://qiime.org/
http://mothur.org/
http://metagenomics.anl.gov/
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que diz respeito ao gene 16S, tornando difícil a real caracterização dessas espécies 

(CHAKRAVORTY et al., 2007).  Uma notável variabilidade particular (como a 

presença de marcadores moleculares) poderia apresentar propriedades notórias de 

diversas comunidades microbianas. Como exemplo, ambos microbiomas ambientais e 

humanos podem estar sujeitos a uma grande gama de organismos raros (PEDRÓS-

ALIÓS, 2006 e LIAO et al., 2011).  

 

A redundância é um grande obstáculo na análise de dados metagenômicos. 

Taxonomicamente, como uma comunidade microbiana é dinâmica, é muito comum que 

existam muitas amostras similares bem como amostras mutantes de uma mesma 

espécie. Entretanto, para maximizar o poder desses biomarcadores para aplicação 

clínica em diagnósticos e outras análises ambientais, torna-se desejável a descoberta de 

biomarcadores que sejam tanto distinguíveis quanto representativos. No atual contexto, 

biomarcadores de amostras semelhantes e mutantes são consideradas redundantes, uma 

vez que contém a mesma informação genética (WANG et al., 2015). 

 

Portanto, ferramentas robustas e eficientes de bioinformática para garantir a 

reprodutibilidade da identificação desses biomarcadores em dados metagenômicos, que 

são cruciais para aplicação, se tornam necessários. Segata e colaboradores (2011) 

elucidaram que biomarcadores não-redundantes são extremamente importantes para 

entender o papel e a consistência biológica dos microrganismos, sendo fatores cruciais 

para esclarecer os mecanismos envolvidos nas interações entre comunidade-comunidade 

ou hospedeiro-comunidade. 

 

Wang e colaboradores (2015) realizaram um experimento com três datasets (amostras 

de cavidade oral e de solo) que foram, então, comparados pelo gene rRNA 16S quanto a 

presença de biomarcadores, em três pipelines: Metastats, LefSe e Metaboot. Os 

resultados indicaram que Metaboot foi capaz de identificar mais marcadores não-

redundantes, com maior acurácia e robustez. Em dois datasets, Metaboot foi capaz de 

identificar marcadores mais confiáveis para distinguir entre os diferentes tipos de 

microrganismos em comunidades, demonstrando que seus resultados foram 

biologicamente mais significativos. 
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p)  Análises multivariadas 

 

Análises multivariadas são ferramentas frequentemente associadas a datasets com um 

grande número de dados, como HTS (highthroughput sequencing). Embora muitas 

ferramentas experimentais diferentes possam ser utilizadas para obter dados ecológicos 

de alto rendimento, o output na maioria dos casos é apresentado como uma matriz de 

números positivos, cada um representando um valor medido para variável X (por 

exemplo, nível de mRNA ou proteína, concentração de metabolito abundância de 

espécies) no objeto Y. Basicamente, as análises multivariadas podem ser divididas em 

três métodos: exploratórios, interpretativos e discriminatórios. A seguir, serão 

apresentados exemplos para método de análise. 

 Métodos exploratórios: São utilizados para explorar as relações entre objetos 

com base nos valores das variáveis medido nesses objetos, e.g.: amostras de 

solo (objetos) coletadas em diferentes paisagens podem ser comparadas com 

base na abundância de espécies microbianas provenientes desses solos 

(variáveis). As abordagens mais utilizadas são principal component analysis 

(PCA), correspondent analysis (CA), principal coordinates analysis (PcoA) e 

nonmultimetric dimensional scale (NMDS). 

o PCA: A análise de componentes principais (PCA) é uma das mais 

amplamente utilizado e um dos mais antigos métodos de ordenação 

análises (Pearson 1901). O princípio geral da PCA é calcular novas 

variáveis sintéticas chamadas componentes baseados nas operações da 

matriz aplicado ao conjunto de dados original de variáveis quantitativas. 

Cada componente principal (PC) é uma combinação linear de variáveis 

originais calculadas para que o primeiro PC represente um eixo no 

espaço de dados multidimensional que produziria a maior dispersão de 

valores ao longo este componente. Devido ao fato dessa análise utilizar 

distâncias Euclideanas, deve-se evitar utilizar essa abordaem em datasets 

com muitos zeros. 
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o CA: A análise de correspondência é uma técnica exploratória projetada 

para encontrar relacionamentos (correspondência) entre linhas e colunas 

de uma matriz de tabelas dados (muitas vezes chamada de tabela de 

contingência) e para representar essas relações em um espaço de 

ordenação (HILL 1973, 1974).  

 

o PcoA: Pode ser considerada uma extensão da técnica de PCA. Essa 

análise também procura ordenar os objetos ao longo dos eixos de 

coordenadas principais ao tentar explicar uma variação no conjunto de 

dados original. No entanto, enquanto o PCA organiza objetos por uma 

análise automática de uma correlação ou matriz de covariância, o PCoA 

pode ser aplicado a qualquer matriz de distância (dissimilaridade) 

(GOWER 1966). A técnica de PcoA ganhou popularidade recente em 

ecologia microbiana devido a sua capacidade de usar distâncias 

filogenéticas (UNIFRAC) (LOZUPONE e KNIGHT 2005) e composição 

de comunidade (Bray-Curtis distance) (BRAY e CURTIS 1957) para 

calcular a (dis)similaridade entre populações microbianas. 

 

o NMDS: é uma técnica de ordenação em que um (pequeno) número de 

eixos de ordenação são explicitamente escolhidos antes da análise e os 

dados são então adaptados a essas dimensões. Semelhante ao PCoA, uma 

matriz de dissimilaridades objeto é calculada usando um métrica de 

distância escolhida e os ranks dessas distâncias entre todos os objetos são 

calculados 

 

 Métodos interpretativos: podem ser divididos em simétricos e assimétricos. 

Abordagens simétricas comparam dois conjuntos de dados e não distinguem 

entre variáveis explicativas e de resposta. Já as análises assimétricas são 

abordagens também usam dois conjuntos diferentes de variáveis, mas designam 

um conjunto como variáveis explicativas (independentes) e outro como variáveis 

de resposta (dependentes). Ainda são considerados métodos interpretativos as 
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estatísticas de significância entre grupos observados, podendo ser citadas as 

redudancy analysis (RDA), Mantel test, analysis of similarity (ANOSIM) e 

permutational analysis of variance (PERMANOVA).  

 

o RDA: É um tipo de ordenação restrita que avalia quanto da variação em 

um conjunto de variáveis pode ser explicada pela variação em outra 

conjunto de variáveis. É a extensão multivariada da  regressão linear 

simples aplicada a um conjuntos de variáveis. Uma variante especial do 

RDA, chamada distance-based RDA ou db-RDA, pode ser aplicada 

quando os dados de resposta estão disponíveis como matriz de 

dissimilaridade, ou quando o uso da distância euclidiana é inapropriada 

(Legendre e Anderson 1999; Anderson e Willis 2003). db-RDA é, 

portanto, um versão restrita do PCoA e fornece uma oportunidade usar 

distâncias filogenéticas e ecológicas em análise de ordenação restrita 

(SHAKYA et al. 2013). 

 

o Mantel test, ANOSIM e PERMANOVA são testes estatísticos 

multivariadas de significância. O teste de Mantel normalmente compara 

duas matrizes de distância que foram calculadas para o mesmo conjunto 

de objetos, mas que são baseados em dois conjuntos independentes de 

variáveis (por exemplo, uma matriz e local de dissimilaridade de 

espécies matriz de distância) (MANTEL 1967). O teste calcula a 

correlação entre valores nas posições correspondentes de duas matrizes. 

Significância da linearidade entre matrizes é avaliada por meio de 

permutação de objetos. O adonis é muito semelhante ao PERMANOVA, 

embora seja mais robusto, pois pode aceitar variáveis categóricas ou 

contínuas no arquivo de mapeamento de metadados, enquanto 

PERMANOVA só pode aceitar variáveis categóricas 

 

 Métodos discriminatórios: compreende um grupo de técnicas de ordenação que 

encontram combinações lineares das variáveis observadas que maximizam a 
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agrupamento de objetos em classes separadas (Fisher 1936). Aqui, as variáveis 

medidas são as variáveis preditoras, e a variável que define classes de objetos é 

tratado como a variável de resposta (também chamado de agrupamento 

variável). 
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4 – MATERIAL E MÉTODOS 

O presente trabalho foi realizado em duas etapas: uma no Brasil e outra na Áustria, 

como parte do Doutorado Sanduíche com bolsa (processo número -88881.133802/2016-

01) fornecida pela Coordenação de Aperfeiçoamento Pessoal de Nível Superior 

(CAPES), realizado pelo autor do trabalho no período de Março a Junho no ano de 

2017. 

O formulário de envio das amostras, segundo normas regulamentadas pelo Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) se encontra no ANEXO I desse 

trabalho. 

As etapas realizadas no Brasil ocorreram no Laboratório de Genética Molecular de 

Parasitos e Protozoários – LGMPP, no Instituto de Ciências Biológicas da UFMG, Belo 

Horizonte/MG Brasil. e também no Laboratório de Microbiologia de Alimentos do 

Departamento de Tecnologia e Inspeção de Produtos de Origem Animal da Escola de 

Veterinária da UFMG, Belo Horizonte/MG Brasil.  

Etapas realizadas no Brasil: 

 Visita às propriedades rurais 

 Coleta das amostras de leite, pingo e queijos Minas artesanal da Serra do Salitre 

 Pré-tratamento e extração do DNA total bacteriano 

 First-step PCR para sequenciamento do gene rRNA 16S 

 Quantificação e purificação dos amplicons 

 Envio dos amplicons para Áustria 

 Análises de bioinformática complementares (downstream analysis) 

As etapas realizadas na Áustria ocorreram no Institut für Milchhygiene, na 

Veterinärmedizinische Universität – Viena, Áustria, sob a supervisão do Prof. Dr. 

Martin Wagner e orientação de Dr. Evelyne Mann, Dr. Stephanie Wetzels e Dr. Stephan 

Schmitz-Esser (atualmente na Iowa State University).  

Etapas realizadas na Áustria 
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 Quantificação dos amplicons 

 Second-step PCR para o sequenciamento de alto rendimento do gene rRNA 16S 

(realizado pela Microsynth, uma facility de sequenciamento localizada em 

Balgach, Suíça) 

  Processamento das reads  

4.1 – Caracterízação das propriedades rurais 

Realizou-se, no município de Serra do Salitre, uma reunião com a presença dos 

produtores de QMA, técnicos de instituições públicas relacionadas à cadeia produtiva 

do QMA e colaboradores do projeto de pesquisa. Nesta, foi elencado um conjunto fixo 

de seis produtores de QMA cadastrados pelo IMA na região de Serra do Salitre, que 

concordaram em participar da pesquisa. Ainda, nesta reunião, foram apresentados os 

objetivos do projeto de pesquisa e procedeu-se o planejamento das ações de coleta de 

amostras. Assim, os técnicos locais foram instruídos sobre os procedimentos de coleta e 

foram abastecidos com materiais apropriados para tal finalidade.  

Durante o período seco (entre 08 de agosto de 2016 e 10 de outubro de 2016) foram 

coletadas amostras em réplica de queijos com períodos de maturação de um, sete, 14, 

21, 28, 45 e 60 dias. Além dos queijos, foram coletadas amostras do leite cru que deu 

origem aos queijos coletados e o pingo utilizado na elaboração dos queijos. 

A tabela abaixo relaciona as características de cada propriedade quanto ao sistema 

produtivo e localização geográfica, ilustrado pela figura 3.  
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Tabela 2. Características das propriedades rurais quanto ao sistema produtivo e 

localização geográfica 

Fazend

a 

Raça predominante no 

rebanho 

Alimentação do 

rebanho 

Método de 

ordenha 

Localização 

geográfica  

A 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho   

B 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho   

C 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho   

D 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho   

E 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho   

F 1/2 Holandes ; 1/2 Gir Silagem de milho     

A figura 3 abaixo relaciona a localização geográfica das propriedades dentro da região 

da Serra do Salitre, inserida na mesorregião do Cerrado.  

 

Figura 3 Localização geográfica das fazendas inseridas na região da Serra do Salitre 

 

4.2 – Design experimental 

Na época da realização das coletas (2016), a região da Serra do Salitre contava com 14 

produtores de QMA. Sendo assim, o número de propriedades foi adotado de acordo com 

o total de propriedades presentes na região, por meio de cálculo estatístico de 

amostragem: Δ = (t.CV)/√n, donde 30 = (2.100)/ √n, obtendo um valor de n = 45 

amostras (número mínimo a ser amostrado pela região). Dessa forma, seis produtores 
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certificados pelo Instituto Mineiro de Agropecuária (IMA, Minas Gerais, Brasil) foram 

aleatoriamente selecionados para o estudo.  

Amostras de leite, pingo e queijo em sete períodos de maturação distintos foram 

coletadas de seis produtores localizados no município de Serra do Salitre – MG. Assim, 

o delineamento experimental consiste em:  

 Períodos de maturação: 1, 7, 14, 21, 28 45 e 60 dias 

 Leite e soro-fermento: 6 (queijarias) x 2 (leite e soro-fermento)  

 Queijos: 6 (queijarias) x 7 (períodos de maturação) x 2 (áreas do queijo a serem 

analisadas – casca e massa interna)  

  Número de amostras:  

o Leite e soro-fermento: 12 amostras  

o Queijos (casca): 42 amostras  

o Queijos (massa interna): 42 amostras 

o  Número total: 96 amostras  

 

4.3 – Coleta das amostras 

Todas as amostras foram coletadas a partir do mesmo lote de produção da respectiva 

propriedade rural. O mesmo lote de leite cru deu origem ao pingo e a todos os queijos 

durante o período de maturação. O leite cru foi coletado diretamente do tanque de 

expansão em frasco estéril de 25 mL e armazenado sob-refrigeração a 7ºC até o 

momento do processamento. O pingo foi coletado diretamente de um balde limpo em 

frasco estéril de 25 mL e armazenado sob-refrigeração a 7ºC até o momento do 

processamento. Os queijos foram envolvidos em papel alumínio autoclavado e 

armazenados sob-refrigeração a 7ºC até o momento do processamento. Todas as 

amostras sob-refrigeração foram processadas em menos de 24h de armazenagem para 

evitar crescimento bacteriano que pudesse interferir nas análises das comunidades 

bacterianas.  

 

As amostras de queijo foram obtidas em duplicatas para cada tratamento (duas rodas de 

queijo por período de maturação). Para as amostras da casca do queijo, lâminas de 
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bisturi estéreis foram utilizadas para raspar partes aleatórias das duplicatas, e então um 

pool de aproximadamente 3g foi formado a partir dessas duplicatas. Para o interior do 

queijo, novas lâminas de bisturi estéreis foram utilizadas para coletar partes aleatórias 

da massa interna das duplicatas, e então um pool de aproximadamente 3g foi formado a 

partir dessas duplicatas. Um cuidado extra foi tomado para evitar que a raspagem da 

casca pudesse adentrar a massa interna e vice-versa, de forma a evitar contaminação 

cruzada das amostras. 

 

4.4 – Análises físico-químicas e aquisição de metadados 

Umidade e acidez titulável das amostras de leite, pingo e queijos foram determinados de 

acordo com a metodologia empregada por Castro et al. (2016). Fatores abióticos como 

média da temperatura na região (ºC) e precipitação média foram obtidos do Instituto 

Nacional de Meteorologia (INMET, 2018). Dados geográficos das fazendas como 

latitude, longitude e altitude foram obtidos a partir do IMA.  

 

4.5 – Pré-tratamento das amostras para extração 

Um total de 3g de cada amostra de queijo (casca e interior) foram diluídos (1:10) em 2% 

(v/v) de citrato de sódio em tubos Falcon e homogeneizados utilizando um UltraTurrax 

(24.000 RPM/1min). Para as amostras de leite e pingo, um total de 5 mL de cada 

amostra foi diluído em 2% (v/v) de citrato de sódio e também transferidos para tubos 

Falcon de 15 mL, e então foram centrifugados a 4.000 x G por 15 minutos. O 

sobrenadante foi descartado e o pellet remanescente foi diluído em 15 mL de citrato de 

sódio (2% v/v) e homogeneizado usando um Ultra Turrax (24.000 RPM/1min). Para 

todas as amostras, as lâminas do Ultra Turrax foram limpas com duas passagens em 

etanol a 70% (v/v), água deionizada. Então, 100 µL de álcool iso-amílico foi adicionado 

a 1.5 mL de cada homogenate (leite/pingo/queijo) e incubados em água quente a 45ºC 

por 10 minutos, para então serem centrifugados a 10.000xG por 10 minutos. A camada 

de sobrenadante formada pela centrifugação foi descartada e o pellet remanescente foi 

incubado a 37ºC por 10 minutos para que as soluções residuais evaporassem. Esse 

protocolo para o pré-tratamento de extração do DNA foi adaptado de Quigley e 

colaboradores (2012). 
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4.6 – Extração do DNA 

 

Os pellets obtidos a partir do pré-tratamento foram suspensos em 500µL de tampão de 

lise (20 nmol/L de Tris HCl, 2 nmol/L de EDTA, Triton X-100 a 2%, 10 mg/mL de 

lisozima e 200 µg de lisostafina). Então, 10 µL de proteinase K (25 mg/mL) foram 

adicionados às amostras e incubados a 55ºC por 1 hora. A suspensão dessas amostras 

foi transferida para novo micro tubos de 2.5 µL contendo 0.3g de beads de zircônio e 

agitadas por 10 minutos em um vórtex a velocidade máxima. Posteriormente, as 

amostras foram centrifugadas a 12.000 x G por 10 minutos, e 500 µL do sobrenadante 

foi transferido para novos micro tubos de 2.5 µL, e igual volume de 

fenol:clorofórmio:álcool iso-amílico (25:24:1)µL foi adicionado e então as amostras 

foram centrifugadas a 12.000xG por 10 minutos. A fase aquosa da suspensão foi 

transferida para novos microtubos de 1.5 µL, sendo adicionado 1/10 do volume total em 

acetato de sódio e 2 volumes de etanol gelado. Um controle negativo (no-template 

control - NTC) foi incluído na extração de DNA e processado juntamente com todas as 

amostras para assegurar que os reagentes não estivessem contaminados com DNA 

estranho. As amostras foram armazenadas a -20ºC até futuro uso. Para o processamento, 

as amostras foram descongeladas a temperatura ambiente, centrifugadas a 14.000 RPM 

por 10 minutos e secadas por 5 a 10 minutos em uma estufa de secagem 

(aproximadamente 50ºC). Os pellets secos foram purificados utilizando o kit de 

purificação Wizards SV Genomics Purification System (Promega, Wisconsin, USA), 

seguindo as recomendações do fabricante e armazenadas a -20ºC até futuro uso. 

4.7 – Preparo da biblioteca e sequenciamento de alto rendimento do gene rRNA 

16S 

 

A reação de first-step PCR foram realizadas utilizando DNA polimerase pfu (Promega) 

e utilizando os primers 5‘ das regiões hipervariáveis V3/4/5: 357_hmp 

(CCTACGGGAGGCAGCAG) e 926R_hmp (CCGTCAATTCMTTTRAGT), gerando 

amplicons de 570 bp. As concentrações dos reagentes foram: 10X tampão com MgSO4; 

200 µM de dNTP mix; 0.1 µM de cada um dos primers; 0.5 µg de template de DNA e 

1.25 U de DNA polimerase pfu. Água livre de nucleasse (Promega) foi adicionada a um 
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volume final de 50 µL. Os ciclos foram: 95ºC por 2 minutos; 95ºC por 30 segundos; 

72ºC por 2 minutos e alongamento final a 72ºc por 5 minutos.  

 

Como descrito anteriormente, essa etapa de amplificação foi realizada no Brasil e, 

portanto, foi necessário o envio do material amplificado até a Áustria. O envio foi 

realizado seguindo todos os protocolos de envio de material genético preconizados pelo 

Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA). Os amplicons foram pipetados em placas 

contendo 96 poços, o número exato de amostras a serem processadas, adicionados de 

dois micro tubos de 2 µL contendo o controle negativo (NTC). Para o envio, as placas 

foram seladas com fita seladora apropriada, acondicionadas em plástico-bolha e 

adicionadas de gelo seco, sendo enviadas por uma empresa privada (FedEX, Memphis, 

Tennessee, EUA). 

 

Imediatamente à chegada dos amplicons no laboratório do instituto na Áusrtia 

(aproximadamente 4 dias), foi realizada uma quantificação utilizando Qubit 2.0 

(Thermo Scientific). Após a quantificação, a purificação dos amplicons foi realizada 

utilizando o GeneJet PCR Purification Kit (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA), de 

acordo com as recomendações do fabricante e novamente quantificadas no Qubit 2.0 

(Thermo Scientific). 

 

Os amplicons foram então enviados à uma facility (Microsynth, Balgach, Suíça), para a 

realização do second-step PCR, preparo das bibliotecas, sequenciamento de alto 

rendimento e pós-processamento, via plataforma Illumina® Miseq (Illumina, San 

Diego, California, EUA). As regiões hipervariáveis V3/4/5 do gene rRNA 16S foram 

amplificadas utilizando primers  5‘-341F_CCTACGGGRSGCAGCAG 

(ZAKRZEWSKI   et   al., 2012) e 5‘- 909R_TTT CA-GYCTTGCGRCCGTAC 

(TAMAKI et al., 2011). As bibliotecas foram elaboradas pela ligação de sequências 

adaptadoras e indexes nos produtos de PCR purificados. O kit Nextera Preparation Kit 

(Illumina) foi utilizado de acordo com as recomendações do fabricante. Os amplicons 

foram inseridos nos cartuchos Illumina MiSeq com cada sequência paired-end  anexada 
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ao seu index correspondente. Após o sequenciamento, as sequências paired-ends 

correspondentes que formassem sobreposição entre si foram ―costuradas‖ obtendo um 

tamanho aproximado de sequência de 298 bp.  

 

 

 

4.8 – Processamendo das reads 

 

As sequências paired-end foram ―demultiplexadas‖ em arquivos FASTQ e o fluxo de 

análises foi realizado utilizando Qiime v.1.9.1 (CAPORASO, et al., 2010). Sequências 

de baixa qualidade foram eliminadas usando um limite de p>19 pela linha de comando - 

-phred_quality_threshold e a checagem e filtragem de quimeras foi realizada usando o 

programa Usearch 6.1, por meio da comparação das sequências obtidas contra a base de 

dados de referência Gold (http://drive5.com/uchime/gold/fa). As sequências foram 

agrupadas em operational taxonomic units (OTU) com um limite mínimo de 97% de 

similaridade em relação a base de dados de referência SILVA SSU (PRUESSE, et al., 

2007) e posteriormente alinhadas. OTUs com menos de 10 sequências por OTU foram 

excluídos do dataset, para prevenir viés nas análises de bioinformática. Para as medida 

de diversidade α, foi utilizado a linha de comando alpha_diversity.py e as seguintes 

medidas de diversidade foram calculadas: número de OTUS por amostra, Shannon, 

Simpson e Chao1. Para a medida de diversidade β, uma matriz de distância UNIFRAC 

(LOZUPONE e KNIGHT, 2005) foi calculada usando medidas do tipo ponderada (que 

leva em conta a abundância e distância filogenética dos OTUS) e unwieghted (que leva 

em conta apenas as distâncias filogenéticas dos OTUS). A visualização dos PCoA 

bidimensionais foi realizada por meio do programa Emperor (VAZQUEZ-BAEZA et 

al., 2013) e também pelo próprio QIIME (--make_2d_plots.py -i 

unponderada_unifrac_pc.txt -m arquivo_metadados.txt -b 'tratamento').  

 

4.9 – Visualização dos dados 

Os arquivos originados do fluxograma de análise do QIIME foram processados 

utilizando o programa phyloseq v.1.20.0 (MCMURDIE e HOLMES, 2013), para a 

http://drive5.com/uchime/gold/fa
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produção dos histogramas utilizando o pacote ggplot2 v.2.2.1 no ambiente do phyloseq. 

Ambos os programas foram implementados no RStudio v.1.0.143 (RSTUDIO, 2015). 

 

4.10 – Teste de variabilidade significativa entre os grupos 

 

Uma análise de variância (ANOVA) foi utilizada para verificar diferenças significativas 

entre a riqueza e a diversidade das amostras, utilizando o programa Graphpad Prism 

v.5.0 (Graphpad software, San Diego, California, EUA). A significância estatística entre 

as amostras foi realizada utilizando análise de variância permutacional (adonis), 

utilizando a distância de matrix UNIFRAC do tipo não ponderada como base de 

cálculo. Para verificar se houve variabilidade entre a interação amostra-metadado, um 

método de análise de distância baseada em redundância (db-RDA) foi aplicado, também 

utilizando não ponderada UNIFRAC como base de cálculo para análise de ordenação 

restrita. Ambas linhas de comando foram utilizadas via QIIME pelo comando --

compare_categories.py. 

 

4.11 – OTUs diferencialmente abundantes 

A análise de OTUs diferencialmente abundantes foi realizada utilizando o pacote 

DeSEq2 v.1.16.1 (LOVE, HUBER e ANDERS, 2014), no ambiente do phyloseq. De 

acordo com McMurdie e Holmes (2014), nenhuma rarefação de espécies foi realizada 

para a análise de abundância diferencial. Apenas amostras com menos que 1.000 OTUS 

por reads na contagem total foram removidas. Então, a variância-média dependente de 

dados foi calculada e testada para abundância diferencial (p<0.05), baseado num 

modelo de distribuição binomial negativo. 
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5 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 – Visões gerais das comunidades bacterianas no leite, pingo, casca e interior 

dos queijos. 

Um total de 4.821,455 sequências foram obtidas, resultando em 1.202 OTUS. A tabela 

1 mostra o número total de OTUs por amostra. As amostras com baixas contagens 

foram eliminadas a partir de um limite mínimo de 3.066 sequências por amostra, 

obtendo um total de 91 amostras (n=91). Conforme a tabela 3, as amostras de queijo e 

casca referentes às fazendas A, C e D foram eliminadas.  

Tabela 3. Número de sequências em relação à fazenda, origem e tempo de maturação  

Fazenda Origem 
Tempo de 

maturação 
Número de sequências 

A Leite zero 13290.0 

A Pingo zero 61523.0 

A Casca 1 12723.0 

A Interior 1 42576.0 

A Casca 7 414.0 

A Casca 7 37823.0 

A Interior 7 67938.0 

A Interior 14 1890.0 

A Casca 14 34546.0 

A Interior 21 68089.0 

A Interior 28 65605.0 

A Casca 28 85570.0 

A Interior 45 24866.0 

A Casca 45 38421.0 

A Casca 60 10779.0 

A Interior 60 31607.0 

B Leite zero 22938.0 

B Pingo zero 40323.0 

B Interior 1 28964.0 

B Casca 1 43496.0 

B Casca 7 45581.0 

B Interior 7 80522.0 

B Casca 14 44152.0 

B Interior 14 73935.0 
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B Interior 21 62614.0 

B Casca 21 105655.0 

B Casca 28 79703.0 

B Interior 28 101316.0 

B Casca 45 71434.0 

B Interior 45 89380.0 

B Casca 60 24340.0 

B Interior 60 34274.0 

C Leite zero 16116.0 

C Pingo zero 72685.0 

C Casca 1 48538.0 

C Interior 1 127231.0 

C Casca 7 46058.0 

C Interior 7 46233.0 

C Casca 14 164.0 

C 
Chesse 

rind 
14 20310.0 

C Interior 21 33477.0 

C Interior 28 1746.0 

C Casca 28 3066.0 

C Interior 45 11967.0 

C Casca 45 38216.0 

C Interior 60 9405.0 

D Leite zero 5072.0 

D Pingo zero 45328.0 

D Casca 1 59396.0 

D Interior 1 90042.0 

D Casca 7 6638.0 

D Interior 7 72839.0 

D Interior 14 34361.0 

D Interior 21 3417.0 

D Interior 21 66480.0 

D Casca 21 91365.0 

D Interior 28 46114.0 

D Casca 28 64437.0 

D Interior 45 56349.0 

D Casca 45 69276.0 

D Interior 60 1557.0 

D Casca 60 57122.0 

D  Casca 14 47387.0 

E Leite zero 14884.0 

E Pingo zero 63000.0 
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E Casca 1 47057.0 

E Casca 1 47485.0 

E Interior 1 69520.0 

E Interior 7 86267.0 

E Casca 7 94543.0 

E Interior 14 57586.0 

E Casca 21 42979.0 

E Casca 28 58753.0 

E Interior 28 90756.0 

E Casca 45 21374.0 

E Interior 60 31368.0 

E Casca 60 38575.0 

E  Interior 21 69784.0 

E  Interior 45 72870.0 

F Leite zero 28702.0 

F Pingo zero 42629.0 

F Interior 1 68972.0 

F Casca 1 81791.0 

F Interior 7 46088.0 

F Casca 7 209871.0 

F Interior 14 52598.0 

F Casca 14 70717.0 

F Interior 21 4885.0 

F Casca 21 90519.0 

F Casca 28 17107.0 

F Casca 45 47865.0 

F Interior 45 81997.0 

F Casca 60 39099.0 

F Interior 60 39858.0 

F Casca 60 47788.0 

F  Interior 28 78465.0 

 

Após a rarefação, um total de 1.009 OTUs foram associados a seis filos: Firmicutes 

(87%), Proteobacteria (7.5%), Actinobacteria (3.7%), Bacteroidetes (0.5%), 

Deinococcus-Thermus (0.15%) e Acidobacteria (0.15%). Conforme mostra a tabela 4, o 

número de OTUs observados foi significativamente maior (p<0.05), uma vez que o dia 

14 apresentou aumento significativo do número de OTUS em relação ao dia um. 
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Tabela 4. Análise estatística de riqueza de OTUs em relação ao período de maturação, 

fazenda e origem 

* Os contrastes de tempo de maturação foram testados entre todos os grupos e as diferenças não 

significativas foram marcadas com as mesmas letras 

** Os contrastes da fazenda foram testados entre todos os grupos e as diferenças não significativas foram 

marcadas com as mesmas letras 

 

O número total de OTUs observados foi significativamente maior nas fazendas B, E e F 

quando comparadas com a fazenda E (p<0.05). De acordo com o índice de diversidade 

de Simpson, as fazendas D e E apresentaram maior diversidade (p<0.05) quando 

comparadas à fazenda C. Não foram observadas diferenças significativas de riqueza 

estimada para os índices de Chao1 e Shannon. Esses dados demonstram que a 

variabilidade dentro de cada amostra não foi significativa, o que pode ser justificado 

pela baixa abundância de OTUs raros. A figura 4.A mostra uma visão holística da 

  Tempo de maturação     

  0 1 7 14 21 28 45 60 p-value 

OTUs 

observados  

70 ± 

28
a,b

 

56.1 ± 

18.67
a
 

76.73 ± 

26.27
a,b

 

108.8 ± 

40
b
 

87 ± 

32.09
a,b

 

91.82 ± 

46.61
a,b

 

98.73 ± 

38.25
a,b

 

92.09 ± 

29.07
a,b

 

<0.05* 

Chao 1 158 ± 

21 

626 ± 

41 

290 ± 

30 

289 ± 

33 

310 ± 

34 

290 ± 

29 

167 ± 86 258 ± 

136 

NS 

Shannon 221 ± 

111 

229 ± 

128 

251 ± 

97 

266 ± 

139 

248 ± 

126 

275 ± 

90 

257 ± 131 142 ± 

126 

NS 

Simpson 0.54 ± 

0.24 

0.57 ± 

0.32 

0.68 ± 

0.13 

0.74 ± 

0.14 

0.61 ± 

0.24 

0.62 ± 

0.16 

0.65 ± 0.20 0.55 ± 

0.21 

NS 

  Fazenda      

  A B C D E F p-value   

OTUs 

observados  

95.08 ± 

39.63
a,b

 
74.5 ± 

25
b
 

85.2 ± 

37.85
a,b

 

74.3 ± 

22.23
b
 

117.5 ± 

45
a
 

79.9 ± 

24.26
b
 

<0.05**   

Chao 1 120 ± 

24 

102 ± 

22 

155 ± 

20 

145 ± 

58 

175 ± 

61 

231 ± 

12 

NS   

Shannon 209 ± 

110 

215 ± 

109 

123 ± 

103 

304 ± 

100 

305 ± 

113 

247 ± 

087 

NS   

Simpson 0.55 ± 

0.18
a,b

 

0.6 ± 

0.21
a,b

 
0.45 ± 

0.27
a
 

0.78 ± 

0.23
b
 

0.73 ± 

0.21
b
 

0.6 ± 

0.22
a,b

 

<0.05**     

 Origem      

  Leite Pingo Interior Casca p-value     

OTUs 

observados  

84 ± 30 58 ± 17 81 ± 26 94 ± 43 NS     

Chao 1 123.89 

± 33.4 

175.46 

±27.4 

169.729 

± 2.69  

146.596 

± 2.39 

NS     

Shannon 2.28 ± 

1.33 

2.18 ± 

0.7 

2.33± 

1.18 

2.36 ± 

1.32 

NS     

Simpson 0.64 ± 0.48 0.62±0.

21 

0.64±0.

20 

NS         
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dinâmica populacional bacteriana ao longo dos períodos de maturação em relação à 

origem. Observa-se que houve diferença significativa em relação aos tratamentos 

(adonis: R²: 0.05, p <0.001), para os níveis taxonômicos de família e de gênero, apesar 

da baixa correlação. A figura 3.C indica que os fatores associados aos períodos de 

maturação entre 45 e 60 dias foram linearmente mais significativos em relação aos 

Figura 4. Dinâmica populacional das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) ao longo do período de maturação.  

A - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) do 1º ao 60º dia de maturação em nível do 

gênero. Box cinza horizontais de zero a 60 representam o tempo de maturação, respectivamente (adonis: R²: 0,05, p <0,001). 

B - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) do 1º ao 60º dia de maturação em nível de 

família. Box cinza horizontais de zero a 60 representam o tempo de maturação, respectivamente (adonis: R²: 0,05, p <0,001) 

C - Análise de redundância baseada em distância para fator de maturação (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 1,932). Cada fator representa um tempo 

de maturação 
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outros períodos de maturação. De fato, há perceptível aumento da abundância relativa 

das famílias Leuconostocaceae e Lactobacillaceae, especialmente à partir do 14º dia em 

diante. Essas duas famílias englobam potencialmente microrganismos iniciadores da 

fermentação (SLAB) e não iniciadores (NSLAB). Dessas, Lactobacillus helveticus, 

Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis e Lactobacillus delbrueckii ssp. 

bulgaricus são os microrganismos mais amplamente utilizados como fermentos e 

possuem grande importância econômica (SAVIJOKI et al., 2006). De acordo com 

Pasquale et al., (2016) e Savijoki et al., (2006), associando a grande prevalência de 

OTUS de Lactococcus e Streptococcus/Streptococcaceae  ao longo do período de 

maturação, é possível que esse grupo microbiano esteja exercendo uma chamada 

proteólise secundária, fornecendo uma maior concentração de aminoácidos essenciais 

para o crescimento das NSLAB. Isso se deve ao fato de que as SLAB possuem em sua 

estrutura uma caseinase associada à membrana, o que facilita a quebra da caseína em 

peptídeos e aminoácidos que por ventura possam ser aproveitados pelas NSLAB. A 

presença de Streptococcus thermophilus no leite, pingo e queijos frescos é de extrema 

importância, além de ser justificada pelo fato de que linhagens específicas como a LMG 

18311 apresentam baixos requerimentos de aminoácidos, possuindo a habilidade de 

produzir uma gama de compostos voláteis derivados de aminoácidos, em virtude de seu 

maquinário metabólico apresentar aminoácidos biosintetizados e enzimas conversoras 

de aminoácidos. Lactococcus lactis é capaz de produzir mais de 100 oligopeptídeos 

diferentes, em virtude da presença da proteinase chamada PrtP (STEELE, 2012). É 

possível que em períodos mais longos de maturação, a população relativa de 

Lactococcus e Streptococcus/Streptococcaceae diminua gradativamente, ao passo que a 

população de outras famílias associadas às fermentações tardias pudesse aumentar 

significativamente. No presente estudo, contudo, não é possível confirmar tal fato, 

embora as evidências, principalmente no 45º e 60º dia de maturação apontem para esse 

acontecimento. De acordo com Gatti et al.  (2014), A relação entre SLAB e NSLAB é 

modulada pelo tipo de cultura adicionada ao queijo leite, as condições de produção de 

queijos e a duração da maturação do queijo. Entretanto, o longo período de maturação 

não é uma característica comumente observada nos QMA tradicionais, embora 

atualmente novas variedades desses queijos estejam surgindo, associando longos 

períodos de maturação e a afinação, realizada por queijeiros profissionais, em cavernas 
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ou ambientes geograficamente e estruturalmente distintos daqueles encontrados nas 

queijarias das propriedades rurais. Esses fatores reforçam a ideia da atual legislação de 

que é necessário o estabelecimento de regulamentos específicos para cada tipo de queijo 

oriundo do QMA tradicional, tanto pela mudança nos aspectos físicos, quanto pela 

mudança nos aspectos sensoriais, fortemente influenciados pelas dinâmicas 

populacionais bacterianas como observado nesse estudo.  

As figuras 5.A e 5.B mostram a abundância relativa de amostras de leite, pingo, queijos 

(casca e interior) em relação às fazendas em nível de gênero e família, respectivamente. 

(11%), Weissella (8%) e Lactobacillus (6%) estavam entre os OTUs mais prevalentes 

em todas as amostras, ao passo que Pseudomonas (2%) foi mais abundante nas amostras 

de leite. Resultados semelhantes foram descritos por Arcuri e colaboradores (2013), que 

encontraram Streptococcus salivarius (S. salivarius), Streptococcus thermophilus (S. 

thermophilus), Lactobacillus plantarum (Lb. plantarum) e Lactococcus lactis (L. lactis) 

como sendo os microrganismos predominantes em queijos Minas artesanal coletados 

nas regiões do Serro, Cerrado, Serra da Canastra e Araxá, via análise DGGE. Lacerda e 

colaboradores (2011) também isolaram e caracterizaram L. lactis e S. salivarius como 

os microrganismos predominantes em queijos ao 7º e ao 60º dia de maturação, 

respectivamente. Castro e colaboradores (2016) isolaram e identificaram bactérias de 

queijos Minas artesanal da região de Campo das Vertentes e encontraram uma ampla 

predominância de Enterococcus spp. nos produtos. As espécies de Lactobacillus foram 

mais frequentes em detecção por lenght-heterogeneity PCR em queijos da região da 

Serra do Salitre, conforme descrito por Perin e colaboradores (2017). 
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OTUs classificados como Streptococcus (43%), Lactococcus (17%), Staphylococcus  
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5.2 – Comunidades bacterianas no leite 

 

As amostras de leite mostraram alta abundância relativa de OTUs de Pseudomonas e 

Streptococcus, seguido por OTUs classificados como Lactococcus e Acinetobacter. 

Streptococcaceae, Pseudomonadaceae, Moraxellaceae, Staphylococcocaceae e  

Planococcaceae estavam entre as famílias mais abundantes. As diferenças entre as 

fazendas foram observadas em níveis de gênero e família, ao passo que as fazendas A e 

B foram aquelas com maior abundância relativa de OTUs de Pseudomonas e 

Pseudomonadaceae. As fazendas C e D mostraram maior abundância relativa de OTUs 

de Streptococcus e Lactococcus e OTUs de Streptococcacaceae, enquanto a fazenda E 

apresentou maior abundância relativa de OTUs de Streptococcaceae e 

Staphylococcaceae. A fazenda F apresentou maior abundância relativa de OTUs de 

Acinetobacter, Enterococcus e da família Moraxellaceae. Esses resultados estão de 

acordo com Desmasures e Gueguén (2007); Michel e colaboradores (2001) que 

encontraram alta variabilidade entre fazendas. No presente estudo, essa variabilidade 

entre as fazendas se deve possivelmente às diferentes práticas de ordenha realizadas 

pelos produtores como limpeza de tetos, limpeza da ordenhadeira e da linha de ordenha, 

fontes indiretas como alimentação do gado, manejo de descarte de resíduos, água 

potável e água de lavagem, currais e sala de ordenha; superfícies externas como 

prateleiras, prateleiras, paredes e pisos (MONTEL et al., 2014; QUIJADA, et al., 2018). 

De acordo com Gobbetii (2018) e Frétin (2018), após a ordenha as primeiras 

contaminações microbianas são via o canal e a superfície do teto. A pele do teto é uma 

grande fonte de contaminação microbiana para o leite, sendo responsável por inocular 

Staphylococcus, corineformes, Enterobacteriaceae, Clostridium e Pseudomonas.  

Figura 5. Dinâmica populacional das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação às 

fazendas.  

A - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) em 

relação às fazendas, em nível do gênero. Box cinza horizontais de A a F representam as fazendas, 

respectivamente (adonis: R²: 0.17, p <0,001). 

B - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) em 

relação às fazendas, em nível de família. Box cinza horizontais de A a F representam as fazendas, 

respectivamente (adonis: R²: 0.12, p <0,001). 

C - Análise de redundância baseada em distância para fator fazenda (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 3.57). 

Cada fator representa uma fazenda 

D - Análise de redundância baseada em distância para fator origem (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 3.98). 

Cada fator representa uma origem 

E- Análise de coordenada principal bidimensional (2D - PcoA) de matriz de distância não ponderada 

UNIFRAC de leite (círculos azuis), pingo (triângulos verdes), casca e interior (quadrados vermelhos e 

triângulos laranjas, respectivamente), represantados porlinhas circulares diferentes 
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5.3 – Comunidades bacterianas no pingo 

 

Em relação ao pingo, a grande maioria dos OTUs foram compostos de Streptococcus e 

Lactococcus, com uma grande dominância da família Streptococcaceae, endossando a 

ideia de que o pingo deve contribuir imensamente para a maior abundância de OTUS de 

Streptococcus no ambiente do queijo, ao passo que o leite pode introduzir outros 

microrganismos como Lactococcus, Lactobacillus, Weissella, Brevibacteriuum e 

também da família Planococcaceae (fig. 4A, 3B, 5A, 5B). De acordo com Irlinger e 

colaboradores (2015), L. lactis ssp. lactis e L. Lactis ssp. cremoris são os maiores 

constituintes de SLAB mesofílicas em culturas iniciadoras, amplamente utilizadas na 

produção de queijos e frequentemente combinadas com o gênero Streptococcus. Até o 

presente momento, esse é o primeiro estudo descrevendo uma forte associação entre 

culturas iniciadoras naturais e a família Streptococcaceae. Esse fato aponta no sentido 

da importância das tadições na produção do QMA serem mantidas, uma vez que leite e 

pingo podem contribuir com uma microbiota endógena única para esses queijos 

(MONTEL et al., 2014). No presente estudo, todas as amostras de pingo apresentaram 

resultados muito similares em relação à abundância relativa, como observado nas 

figuras 4A, 4B, 5A e 5B. A maioria dos OTUs associados à Streptococcaceae e 

Lactococcus não apresentaram diferença significativa em relação à variabilidade entre 

fazendas. De acordo com Gatti e colaboradores (2014), temperatura de cozimento da 

massa, a manutenção de um gradiente de temperatura durante a fermentação do soro e o 

aumento da acidez pode levar à seleção de uma microbiota característica, consistindo 

principalmente de microrganismos termofílicos, acidúricos e BAL moderadamente 

resistentes ao calor. O pingo é coletado no ato da prensa do queijo à forma, e 

armazenado sob temperatura ambiente de um dia para o outro, devendo ser esse um dos 

principais fatores associados à predominância desses microrganismos nos pingos da 

região da Serra do Salitre. Outros estudos são necessários para estabelecer uma 

comparação entre a microbiota do pingo da Serra do Salitre em relação às demais 

regiões, de forma a verificar quais seriam outros fatores intrínsecos ou extrínsecos 

responsáveis por direcionar a mudança microbiana dos pingos.  
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5.4 – Comunidades bacterianas no interior dos queijos 

A microbiota do interior dos queijos foi principalmente composta de OTUs de 

Streptococcaceae e Lactobacillaceae em todas as fazendas. O gênero mais abundante 

foi Streptococcus, Lactococcus e Lactobacillus. De Pasquale e colaboradores (2016) ao 

avaliarem a distribuição espacial da microbiota em queijos Fiori Sardo, Pecorino 

Romano e Pecorino Siciliano encontraram grande prevalência dessas famílias nos 

queijos Fiori Sardo. A fazenda C mostrou maior abundância relativa de OTUs de 

Lactococcus em comparação com as outras fazendas. Curiosamente, nenhum OTU 

associado à família Pseudomonadaceae e/ou Pseudomonas foram detectados nos 

queijos das fazendas A e B. Durante a produção do queijo, as principais mudanças na 

composição microbiana ocorrem durante a acidificação da massa e na maturação, que é 

endossado pela detecção de OTUs de Lactobacillus no interior desses queijos. 

(O‘SULLIVAN, et al., 2014; OGIER et al., 2004). De Pasquale e colaboradores (2016) 

também descrevem que a presença de proteólises secundárias estão mais associada a 

regiões distintas do queijo, mais próximas à casca. No presente estudo é possível supor 

que o interior dos queijos possui perfil de fermentação diferenciado, sendo afetado tanto 

pela prevalência de Streptococcus quanto do aumento na abundância relativa de 

Lactobacillaceae a partir do 28º dia de maturação. Em virtude das mudanças físico-

químicas, a pressão seletiva na microbiota é intensa, consequentemente favorecendo 

espécies microbianas que são especificamente adaptadas às condições do ambiente 

(IRLINGER e MOURNIER, 2009; GOERGES et al., 2008), e possivelmente 

influenciados pelo ―Efeito Jameson‖ – um termo usado para descrever o fato de que 

uma população, outrora de rápido crescimento, apresenta decréscimo extremamente 

rápido após um curto período de crescimento por causa da limitação em alguns 

nutrientes ou competição com populações de microrganismos específicos (JAMESON, 

1962). De acordo com esse estudo, Luiz e colaboradores (2016) isolaram e 

identificaram microrganismos da região de Araxá ao longo do período de maturação (de 

1 a 57 dias) no período seco e chuvoso e encontraram que Lactococcus apresenta 

crescimento considerável no início do processo de maturação, enquanto as espécies de 

Lactobacillus tendem a estabelecer lenta dominância no ambiente do queijo. Bouton e 

colaboradores (2009) descreveram que no interior de queijos maturados, compostos 
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voláteis associados ao flavor do queijo são afetados somente por Lactobacilli. Mais 

estudos são necessários para verificar a influência e o impacto da prevalência da família 

Streptococcaceae e do crescimento ao longo do período de maturação da família 

Lactobacillaceae nos perfis metabólicos e sensoriais desses queijos. 

5.5 – Comunidades bacterianas na casca dos queijos 

As amostras de casca mostraram diferenças lineares quando comparadas com outras 

fontes. Ainda, OTUs de Streptococcus foram dominantes dentre todas as fazendas, 

seguidos por OTUs de Lactococcus. A fazenda A mostrou uma maior abundância 

relativa de OTUs de Brevibacterium, Staphylococcus  e Weissella, enquanto OTUs 

pertencentes à família Moraxellaceae foram mais presentes na fazenda D. A fazenda E 

mostrou maior abundância relativa de OTUs de Weissella, enquanto os OTUs de 

Leuconostoc foram mais abundantes na casca dos queijos da fazenda F. Os mais 

prevalentes OTUs nas cascas dos queijos foram classificados como Streptococcaceae, 

Planococcaceae e  Staphylococcaceae. Ecossistemas do queijo podem estar associados 

à presença de microrganismos singulares, levando assim a uma interação microbiana 

única entre as comunidades, podendo favorecer no desenvolvimento de flavors, e 

contribuindo para uma ―assinatura do queijo‖. Ademais, essas interações microbianas 

são mais frequentemente relacionadas às cascas dos queijos e as suas interações com as 

intervenções humanas no processo (CHEESEMAN et al., 2014; PASSERINI et al., 

2010). Assinaturas específicas dos queijos podem ser afetadas por uma grande 

diversidade de amostras na casca, relativas mais à presença de um grupo de 

microrganismos diferentes do que espécies individuais. Isso pode explicar o motivo de 

Staphylococcus ser um gênero comumente associado aos QMA, principalmente pela 

manipulação diária das rodas de queijo, seja para realizar a viragem ou a salga 

(CASTRO et al., 2016), além do fato de que o uso do leite cru permite uma grande 

inoculação desse gênero no queijo, já que esse microrganismo é um dos principais 

causadores de mastites subclínicas em vacas. Muitos filotipos são comuns a uma grande 

varidade de queijos, mas apresentam variedade na abundância relativa e dos níveis de 

complexidade dentro da comunidade microbiana. A microbiota da casca dos queijos é 

caracterizada por serem muito complexas, abrigando Filos como Firmicutes 

(Lactobacillus ssp., Lactococcus ssp., Enterococcus ssp., Staphylococcus aureus, 
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Staphylococcus equorum, Staphylococcus sciuri), Actinobacteria (Arthrobacter ssp., 

Brevibacterium linens, Brevibacterium aurantiacum, Brevibacterium jeotgali, 

Corynebacterium variabile), Proteobacteria (Acinetobacter ssp., Escherichia coli, 

Enterobacter ssp., Halomonas ssp., Pseudomonas gessardii, Pseudomonas formosensis, 

Pseudoalteromonas haloplanktis, Proteus ssp.),  Bacteroidetes (Sphingobacterium 

lactis), yeasts (Candida ssp., Debaromyces ssp., Geotrichum ssp.) and moulds 

(Cladosporium ssp., Penicillium ssp., Scopulariopsis ssp.) (IRLINGER et al., 2015; 

SCHORNSTEINER et al., 2014). A família Planococcaceae foi prevalente em todas as 

amostras da casca e em todas as fazendas, podendo ser considerada específica destes 

queijos e indicar que essa família pode desempenhar um papel significativo no processo 

de maturação, embora estudos que abordem o papel dessa família em alimentos sejam 

escassos. De acordo com Wang e colaboradores (2015), supõe-se que a família 

Planococcaceae possa afetar a qualidade e o flavor de bebidas fermentadas por produzir 

compostos metabólicos secundários, o que também pode estar ocorrendo nos queijos. 

Curiosamente, a espécie Rummelliibacillus, um membro da família Planococcaceae, foi 

previamente isolado dos solos da região do Cerrado, onde também se localiza a região 

da Serra do Salitre (que outrora fazia parte da região do Alto Paranaíba, agora chamada 

Cerrado). (COBA et al., 2012). Até o presente momento, esse é o primeiro estudo 

descrevendo a prevalência dessa família associada às cascas dos queijos. De acordo com 

esse estudo, Wolfe e colaboradores (2014) descreveram o gênero Jeotgalibacillus, um 

membro da família Planococcaceae, como sendo uma população sub-dominante em 

cascas de queijos europeus. O papel da Weissella e da família Leuconostocaceae ainda 

não foram elucidados de forma clara quando associados aos queijos (CHOMBO-

MORALES et al., 2016; FUKA et al., 2013; MASOUD et al., 2012). De acordo com 

McSweeney e Sousa (1999) Leuconostoc spp. são utilizados como fermentos 

secundários em queijos do tipo holandês, adicionados com a intenção de favorecer uma 

produção primária de diacetil e CO2 nos queijos. Esobar-Zepeda e colaboradores (2016) 

descreveram que a presença desses microrganismos pode revelar uma autêntica 

assinatura no queijo Cotija. Litoupoulou-Tzanetaki e Tzanetakis (2014) isolaram ambos 

os gêneros de uma queijaria grega, enquanto Settani e colaboradores (2012) e Masoud e 

colaboradores (2012) descreveram a presença desses microrganismos em superfícies de 

madeira nos contêineres utilizados para produção de queijo e também em leite cru. A 
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presença das famílias Planococcaceae  e Leuconostocaceae na casca sugere que o QMA 

é fortemente influenciado pelo ambiente (manipulação das rodas de queijo, prateleiras 

de maturação, salas de maturação), destacando o conceito de localização geográfica e 

microbiota regional, uma vez que muitos microrganismos estão presentes nas cascas dos 

queijos também estão presentes no ambiente de origem (QUIJADA et al., 2018; 

ENGEL et al., 2010; VERDIER-METZ et al., 2012). Bokulich e Mills (2013), Georg e 

colaboradores (2008) e Mounier e colaboradores (2005) também descreveram que os 

ambientes de processamento formam nichos funcionais distintos, selecionando espécies 

com melhor desempenho naquele ambiente em detrimento às espécies oriundas da 

inoculação. 

As figuras 5C e 5D mostram a db-RDA entre as fazendas (db-RDA: p<0.001, pseudo-f 

3.57/ adonis: R²: 0.17, p<0.001) e origem (db-RDA: p<0.001, pseudo-f 3.98/ adonis R²: 

0.12, p<0.001), indicando que esses fatores contribuem para a variabilidade entre 

diversidade microbiana. Curiosamente, as fazendas E (altitude de 846 m) e C (altitude 

de 866 m) foram mais discriminantes em contraste com outros valores de altitude, tendo 

ambas apresentando maior diversidade em nível de gênero e família, o que pode indicar 

uma interação entre a altitude e outros fatores bióticos como o pasto, a alimentação, a 

composição da raça, qualidade da água, etc. A figura 4E mostra uma análise coordenada 

principal (PcoA) de uma matriz de distância não ponderada UNIFRAC de amostras de 

leite, pingo, interior e casca, indicando que a filogenia é dependente da origem. De 

Filippis e colaboradores (2016), detectaram diferenças na expressão gênica dentro de 

amostras microbianas de casca e interior de queijos, o que pode justificar essa separação 

filogenética. De Pasquale e colaboradores (2016) também identificaram perfis 

metabólicos diferenciados em amostras do interior do queijo e amostras da região limite 

entre interior e casca, principalmente de níveis de proteólise e de síntese de compostos 

voláteis. De acordo com os resultados desse trabalho, estudos mais aprofundados são 

necessários para confirmar que esses processos também estejam ocorrendo no QMA da 

região da Serra do Salitre. Wolfe e colaboradores (2014) mostraram que a divergência 

na composição da comunidade é melhor explicada pelo tipo da casca (lavada, mofada 

ou natural) do que pelo país de origem do produto, tratamento do leite ou origem do 

leite, sendo esses fatores fracamente associados com alterações na comunidade. No 
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presente estudo, apesar dos baixos valores de correlação, fazenda e origem são fatores 

discriminantes para a diversidade bacteriana. 

5.6 – Fatores abióticos desempenham papel relevante na dinâmica populacional 

bacteriana 

A figura 7.A e a tabela 5 mostram a diversidade bacteriana relativa a abundância em 

nível de família das espécies ao longo do período de maturação correlacionado com a 

acidez (em ºD) do leite, pingo, casca e interior dos queijos, bem como da umidade para 

cada amostra, dada em porcentagem 

Tabela 5. Valores de umidade (%) e acidez titulável (ºD) para as amostras de leite, 

pingo e queijos (interior e casca) 

Origem Período de 

maturação 

Fazenda Umidade (%) Acidez (°D) 

Leite zero A 87,3 0,15 

B 86,9 0,16 

C 88,1 0,14 

D 87,6 0,18 

E 86,9 0,17 

F 87,9 0,15 

 
Pingo zero A 92,3 0,45 

B 95 0,6 

C 93,7 0,57 

D 90 0,71 

E 91,2 0,5 

F 93,3 0,78 

 
Queijo (casca e interior) 1 A 55,33 0,17 

B 54,55 0,14 

C 49,44 0,11 

D 57,31 0,11 

E 48,48 0,27 

F 49,22 0,21 

 
 

Queijo (casca e interior) 

7 A 43,4 0,19 

B 39,89 0,17 

   

C 29,71 0,34 

D 36,08 0,26 

E 41,83 0,18 

F 30,75 0,23 

 
Queijo (casca e interior) 14 A 39,65 0,27 

B 34,84 0,31 

C 31,16 0,4 

D 35,18 0,41 

E 38,79 0,42 

F 32,28 0,42 
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Queijo (casca e interior) 21 A 31,88 0,4 

B 28,65 0,53 

C 26,94 0,51 

D 32,38 0,55 

E 31,87 0,6 

F 31,75 0,4 

 
Queijo (casca e interior) 28 A 28,38 0,45 

B 24,21 0,59 

C 22,6 0,87 

C 22,6 0,87 

D 26,22 0,62 

E 28,42 0,63 

F 23,24 0,72 

 
Queijo (casca e interior) 45 A 29,45 0,45 

B 27,75 0,59 

C 18,45 0,87 

D 25,42 0,62 

E 23,37 0,63 

F 29 0,72 

 
Queijo (casca e interior) 60 A 21,16 0,53 

B 19,54 0,58 

C 17,37 0,68 

D 19,82 0,64 

E 21,97 0,65 

F 26,04 0,36 
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Figura 6. Dinâmica populacional das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação às fazendas.  

A - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação ao % de umidade, em nível de 

família. Box cinza horizontais de 1 a 60 representam os períodos de maturação e os box verticais representam os intervalos de umidade, 

em %, respectivamente (adonis R² = 0.65, p<0.01). 

B- Análise de redundância baseada em distância para fator umidade (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 3.42). Cada fator representa um valor de 

umidade (em intervalos, dados em %) 

C - Análise de redundância baseada em distância para fator maturação (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 1.93). Cada fator representa um 

período de maturação 

D- Coordenadas Principais (2D-PCoA) de matrizes UNIFRAC não ponderadas de diferentes porcentagens de umidade, representadas por 

diferentes linhas de círculos. Quadrados alaranjados representam um teor de umidade de 17 a 30%; triângulos azuis representam 30 a 57% 

de umidade e círculos vermelhos representam 87 a 95% de umidade 
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A família Planococcaceae foi prevalente ao longo de todo o período de maturação e não 

foi afetada pela umidade, o que suporta a suposição anterior de que essa família é de 

fato prevalente no ambiente e consequentemente associada à casca do queijo. As 

famílias Leuconostocaceae e Lactobacillaceae mostraram aumento na abundância 

relativa em valores de baixa umidade ao longo do período de maturação, sendo 

explicado pela sua natureza NSLAB (GOBBETTI et al., 2018 e WOUTERS et al., 

2002). Wolfe e colaboradores (2014) relataram que a umidade é o melhor direcionador 

da dinâmica populacional, sendo significativamente associado ao gradiente de umidade 

aferido nas cascas de queijos lavados, naturais e mofados. No presente estudo, o teor de 

umidade de todas as origens foi aferido ao longo do período de maturação, sendo as 

comunidades microbianas moderadamente correlacionadas com esse fator (adônis R² = 

0.65, p<0.01). PCoA (fig. 5D) mostra agrupamentos específicos de comunidades 

microbianas, bem como uma relação linear entre umidade (fig. 5B) (db-RDA p<0.01, 

pseudo-F: 3.42). O período de maturação também apresentou relação linear para esse 

modelo (p<0.01, pseudo-F: 1.93), (fig. 5C), com os fatores 45º dia e 60º dia de 

maturação sendo mais discriminantes quando comparados aos outros períodos de 

maturação. Em virtude da baixa atividade de água e maior concentração de O2, um 

ambiente adverso é estabelecido nas superfícies desses queijos, atrasando o crescimento 

de NSLAB até períodos posteriores (DE FILIPPIS et al., 2016). No presente estudo, 

esses fatores abióticos são distintos pelo aumento da abundância relativa das famílias 

Leuconostocaceae e Lactobacillaceae.  

A figura 6.A e a tabela 6 mostram a diversidade e a abundância relativa em nível de 

família das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) ao longo do período de 

maturação, em relação aos valores de acidez titulável para cada amostra, fornecidos em 

Dornic. Como esperado em menor teor de acidez, as famílias Pseudomonadaceae, 

Moraxellaceae  e Streptococcaceae foram mais abundantes quando comparadas a um 

maior teor de acidez (BACHMAN e SPAHR, 1995). Isso pode ser explicado pelo fato 

de que os membros da família Streptococcaceae estão agindo como SLAB e também 

pela interação dos membros dessa família com o gênero Lactococcus (DE FILIPPIS, et 

al., 2014; ERCOLINI et al., 2008; FOX et al., 2004). Os resultados mostram que a 

acidez foi moderadamente correlacionada (adônis R² = 0.43, p<0.01) e linearmente 
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significante (dr-RDA p<0.01, pseudo-F: 3.00) com a mudança na comunidade 

microbiana (figura 7.B). O gráfico PCoA (figura 7.C) mostra agrupamentos distintos de 

origem e acidez, possivelmente pelo estabelecimento de interações microbianas 

relacionadas com os processos fermentativos, uma vez que a família Streptococcaceae 

associada ao leite consiste de diferentes OTUs quando comparada com aquelas 

encontradas no pingo, que naturalmente apresenta maior acidez que o leite, em virtude 

do processo de fermentação natural desse produto. A família Planococcaceae foi 

surpreendentemente prevalente em ambos os valores de acidez (0.17 a 0.31 e 0.45 a 

0.78), indicando que essas bactérias são resistentes às variações de pH e desempenham 

papel relevante em ambos os cenários, provavelmente estabelecendo fortes interações 

com a família Leuconostocaceae na superfície desses queijos, levando a uma separação 

natural dos filotipos. Entretanto, estudos mais aprofundados são necessários para 

confirmar essa hipótese. No presente estudo, o pH de todas as origens foi medido e 

também mostrou correlação moderada com as mudanças nas populações microbianas ao 

longo do período de maturação (adônis R² = 0.43, p<0.001), apresentando resultados 

deveras semelhantes àqueles apresentados pela acidez titulável. De acordo com Sadler e 

Murphy (2010), a acidez titulável não é relacionada ao pH pelo fato de que a detecção 

de acidez é baseada somente na concentração total de ácido lático em uma amostra, ao 

passo que o pH é uma função combinada de acidez titulável e bases conjugadas, 

suportando a ideia de que NSLAB estão de fato contribuindo para a redução do pH do 

meio pelo metabolismo da via do ácido lático. 

A temperatura média da região também influenciou as mudanças na população 

microbiana ao longo do período de maturação, como observado na figura 7.A, enquanto 

as famílias Leuconostocaceae e Lactobacillaceae atingiram maiores valores de 

abundância relativa a uma temperatura média de 23ºC (adônis R²: 0.04, p<0.001). No 

presente estudo, o aferimento regular da temperatura diária não foi possível em virtude 

do fato de que alguns produtores tiveram dificuldade em manipular o termostato dado a 

eles. Os dados de temperatura média foram adquiridos de uma estação meteorológica 

próximo de todas as fazendas. Apesar do fato desses valores serem apenas uma média 

estimada, pode-se assumir que a temperatura média influencia e direciona as mudanças 

na população microbiana especialmente em temperaturas acima de 22ºC. 
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Figura 7 - Dinâmica populacional das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação ao teor de acidez 

A - Abundância relativa (%) da população microbiana do leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação ao teor de 

acidez, em nível de família. Box cinza horizontais representam os intervalos de acidez, em ºD, respectivamente (adonis R² 

= 0.43, p<0.01). 

B- Análise de redundância baseada em distância para fator umidade (db-RDA: p <0,001, pseudo-f 3.42). Cada fator 

representa um valor de umidade (em intervalos, dados em %) 

C - Coordenadas Principais (2D-PCoA) das matrizes não ponderadas UNIFRAC a partir de intervalos combinados de fonte 

e acidez, representados por diferentes linhas circulares. Círculos laranja representam valores de acidez do leite de 0.14 a 

0.18 ⁰D; os quadrados amarelos representam valores de acidez do pingo de 0.45 a 0.78 ⁰D; triângulos roxos representam 

valores de acidez da casca de 0,45 a 0,78 ⁰D e triângulos azuis representam valores de acidez do interior de 0,45 a 0,78 ⁰D. 
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A figura 8.B mostra os fatores 22ºC e 23ºC sendo linearmente diferentes (db-RDA 

p<0.001, pseudo-F: 2.09). Esse fato também endossa a importância da localização 

geográfica, pois as amostras desse estudo foram coletadas no período seco e a média de 

temperatura é notoriamente maior que a temperatura média observada em outras regiões 

produtoras de QMA. 

5.7 – OTUs diferencialmente abundantes 

De forma a investigar mudanças específicas na abundância relativa dos OTUs, uma 

análise no programa DESeq2 foi realizada para detectar wuais OTUs foram muito ou 

pouco representados, associados à origem e aos fatores abióticos. Valores negativos 

para o log2foldchange implica que o OTU é mais abundante no segundo fator em 

relação ao primeiro. A tabela 6 mostra os OTUs diferencialmente abundantes em 

relação à origem das amostras. Os OTUS Planococcaceae, Staphylococcus, 

Macrococcus caseolyticus, Streptococcus agalactiae e Lactococcus foram 

significativamente mais abundantes que no pingo e no leite, quando comparados ao 

interior dos queijos (média de 6.78 vezes mais enriquecido), o que pode ser explicado 

pelo fato de que tanto o leite quanto o pingo são mais próximos filogeneticamente, 

embora ainda distintos, como mostra a análise multivariada (figura 4.E). Macrococcus 

Figura 8 - Dinâmica populacional das amostras de leite, pingo e queijos (casca e interior) em relação à temperatura média da região 
A - Abundância relativa (%) da população microbiana das fazendas (média dos valores de leite, pingo e queijos), em relação à temperatura média, 

em nível de família. Box cinza horizontais representam os valores médios de temperatura, em ºC, respectivamente (adonis R² = 0.04, p<0.01). 

B - análise de redundância baseada na distância do conteúdo de temperatura média (p <0,001, pseudo-F: 2,09). Cada fator representa uma 

temperatura média da região. 

NA - amostras não atribuídas 
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caseolyticus é considerado um microrganismo ambiental, desaparecendo quando o leite 

e/ou queijo são submetidos a alta temperaturas, e.g. pasta fillata cheeses. A presença 

dessas espécies em baixas abundâncias no leite podem estar associadas a um longo 

período de armazenagem sob temperatura irregular (GIANINNO et al., 2009; 

RANDAZZO, et al., 2002). Streptococcus agalactiae é um microrganismo muito bem 

descrito na literatura associado à mastite (SOGGIU et al., 2018). Planococcaceae e 

Weissella foram mais abundantes no pingo quando comparados ao leite, indicando que 

o leite pode ser responsável por inocular microrganismos associados ao grupo dos 

SLAB no queijo. A casca do queijo mostrou mais OTUs diferencialmente abundantes 

quando comparados ao interior dos queijos, onde somente Lb. brevis e Lb. zeae estavam 

associados ao interior. De Filippis e colaboradores (2016) também descreveram que a 

maturação do queijo foi comandada por poucos lactobacilli NSLAB, e.g. Lb. casei e Lb. 

buchneri, grupos cuja abundância foi maior no interior dos queijos.  

Tabela 6. Análise DESeq2 mostra OTUs diferencialmente abundantes por comparação 

em relação a origem 

Origem Abundância de OTU log2FoldChange 

Pingo x interior  ↑Macrococcus caseolyticus 9.50 

  ↑Planococcaceae 9.02 

  ↑Streptococcus agalactiae 7.00 

  ↑Staphylococcus 5.80 

  ↑Lactococcus 4.45 

 ↓Streptococcus -2.20 

   

Pingo x leite ↑Planococcaceae 14.00 

 ↑Weissella 13.90 

 ↓Streptococcus agalactiae -9.60 

 ↓Lactococcus garvieae -10.30 

 ↓Streptococcus -10.32 

 ↓Enterobacteriaceae -10.50 

   

Pingo x casca ↓Streptococcus -3.60 

 ↓Planococcaceae -5.45 

 ↓Lactococcus -6.16 

 ↓Streptococcus dispersa -6.45 

 ↓Staphylococcus -7.43 
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Os valores negativos de Log2FoldChange indicam que o OTU é mais abundante no segundo fator quando 

comparado ao primeiro, conforme mostrado pelas setas PARA CIMA ou PARA BAIXO. A tabela está 

mostrando apenas valores significativos para Log2FoldChange (p <0,05). 

A presença de OTUs de Brevibacterium e Corynebacterium é importante para a 

maturação do queijo devido à sua atividade proteolítica, produzindo compostos voláteis 

sulfurosos ou amônia (ELISKASES-LECHNER e GINZINGER, 1995). Carnio e 

colaboradores (2000) descreveram que S. equorum é conhecido por produzir compostos 

aromáticos e por trazer pigmentos alaranjados na casca de queijos. De fato, alguns 

 ↓Weissella -9.77 

   

Leite x casca ↑Pseudomonas 13.27 

 ↑Lactococcus garviae 12.83 

 ↑Streptococcus agalactiae 8.62 

 ↓Streptococcus -4.32 

   

Leite x interior ↑Enterobacteriaceae 9.75 

 ↑Macrococcus caseolyticus 9.50 

 ↑Lactococcus garviae 9.50 

 ↑Planococcaceae 6.80 

 ↑Streptococcus agalactiae  8.76 

 ↑Staphylococcus 5.87 

 ↑Lactococcus 4.45 

   

Casca x interior ↑Weissella 8.60 

 ↑Staphylococcus 8.20 

 ↑Brevibacterium 8.10 

 ↑Corynebacterium variable 8.70 

 ↑Staphylococcus sciuri 8.10 

 ↑Staphylococcus aureus 8.10 

 ↑Staphylococcus equorum 7.90 

 ↑Macrococcus caseolyticus 7.65 

 ↑Brevibacterium aureum 7.70 

 ↑Pseudomonas 4.30 

 ↑Micrococcaceae 4.20 

 ↓Streptococcus -2.90 

 ↓Lactococcus -2.80 

 ↓Lactobacillus brevis -2.40 

  ↓Lactobacillus zeae -2.70 
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queijos tinham a tendência de apresentar pontos alaranjados, principalmente nas cascas. 

Como esperado, OTUs de NSLAB classificados como Brevibacterium, Weissella e 

Lactobacillus foram mais abundantes em menores valores de acidez titulável, como 

mostrado na tabela 6. 

Tabela 6. Análise DESeq2 mostra OTUs diferencialmente abundantes por comparação 

em relação ao teor de acidez titulável 

Acidez (°D) Abundância de OTU Log2FoldChange 

0,17 ~ 0,31 x 0,45 ~ 0,78 ↓Brevibacterium aureum -7.42 

↓Weissella -5.85 

↓Lactobacillus brevis -5.44 

↓Lactobacillus zeae -5.33 

↓Micrococcaceae -3.94 

↑Lactococcus 2.80 

Os valores negativos de Log2FoldChange indicam que o OTU é mais abundante no segundo fator quando 

comparado ao primeiro, conforme mostrado pelas setas PARA CIMA ou PARA BAIXO. A tabela está 

mostrando apenas valores significativos para Log2FoldChange (p <0,05). 

Esses dados reforçam a ideia de que o tempo de maturação deve ser adequado para que 

o estabelecimento dessas bactérias aconteça concomitante ao aumento da acidez 

titulável. A tabela 8 mostra que somente nos menores valores de umidade a abundância 

de OTUS de Streptococcus, Lb. brevis, Leuconostoc mesenteroides, S. Agalactiae e 

Weissella foram superiores. De acordo com os resultados, De Filippis e colaboradores 

(2016) constataram que NSLAB aos 10 dias de maturação foram significativamente 

mais abundantes quando houve redução relativa da umidade e aumento da temperatura 

na maturação, quando comparados ao controle. No presente estudo, NSLAB iniciaram 

aumento na abundância relativa ao 14º dia de maturação, alcançando valores maiores no 

45º e 60º dia de maturação. Curiosamente, não somente NSLAB foram diferencialmente 

abundantes, mas também OTUs de Streptococcus, o que pode estar relacioando a uma 

adaptação específica desse gênero ao ambiente. 
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Tabela 8. Análise DESeq2 mostra OTUs diferencialmente abundantes por comparação 

em relação ao teor de umidade 

% de umidade  Abundância de OTU Log2FoldChange 

29.45 ~ 17.37% ↓Streptococcus -1.266 

↓Lactobacillus brevis -3.96 

↓Leuconostoc mesenteroides -4.43 

↓S.agalactiae -4.45 

↓Weissella -5.38 

Os valores negativos de Log2FoldChange indicam que o OTU é mais abundante no segundo fator quando 

comparado ao primeiro, conforme mostrado pelas setas PARA CIMA ou PARA BAIXO. A tabela está 

mostrando apenas valores significativos para Log2FoldChange (p <0,05). 
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6 – CONCLUSÕES 

A comunidade bacteriana do QMA é altamente influenciada pelas comunidades 

bacterianas do leite e do pingo. As mudanças na estrutura da comunidade bacteriana ao 

longo do período de maturação estão moderadamente relacionadas aos fatores abióticos 

tais como localização geográfica, umidade e acidez titulável. Parece haver uma 

adaptação ambiental dessas bacterias, como mostrado nos agurpamentos distintos de 

PcoA em relação à origem, umidade e acidez. Streptoccocaceae e Planococcaceae 

foram prevalentes nos queijos ao longo do período de maturação, ao passo que 

Lactobacillaceae e Leuconostocaceae apareceram em estágios tardios da maturação. A 

família Planococcaceae é associada ao aspecto ambiental da região e possivelmente 

desempenha um papel relevante no processo de maturação, especialmente nas cascas 

dos queijos. É possivel dizer que as assinaturas microbianas, bem como as interações 

com outras comunidades microbianas dependem da presença dessa família no queijo. 

Novos estudos são necessários para elucidar os efeitos putativos benéficos dessa família 

nos queijos em relação aos parâmetros físico-químicos e análises funcionais da 

comunidade microbiana.  
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8. ANEXOS 

 

8.1 – Formulário de envio para requerimento de exportação de animais vivos, 

material de multiplicação animal, micro-organismos, produtos de origem animal 

ou material biológico de origem animal não destinados à alimentação humana ou 

animal 
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