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RESUMO  

 

Queijos artesanais são produzidos e consumidos em diversas regiões do mundo, 

sendo o Brasil o quarto maior produtor. Os estados de Minas Gerais e São Paulo 

são as principais regiões de produção de queijos artesanais no país. A micobiota 

presente nesses alimentos é de grande importância, as espécies dos gêneros 

Aspergillus e Penicillium podem contaminar durante a maturação e causar 

deterioração, alterando sabores e texturas. Alguns fungos toxigênicos produzem 

micotoxinas, que podem ser cancerígenas, mutagênicas à saúde humana. Este 

estudo tem como objetivo identificar os fungos em queijos, utilizando técnicas 

moleculares para caracterizar a biodiversidade fúngica do queijo e das câmaras de 

maturação em diferentes locais de coleta. Um total de 184 cepas, sendo 93 do 

gênero Aspergillus e 92 de Penicillium foram identificadas molecularmente 

utilizando o sequenciamento do tipo Sanger com os genes CaM e BenA para 

Aspergillus, e os primers CF1 e CF4 e BT2A e BT2B para Penicillium. As espécies 

mais frequentes entre as espécies de Penicillium foram: Penicillium biforme (30%), 

P. copticola (12%) e P. brevicompactum (9%). Dentre as espécies de Aspergillus 

foram: A. tennesseensis (30%), A. amoenus (24%), e A. westerdijkae (20%). A partir 

desses resultados, foi possível observar a variação na diversidade de espécies nas 

amostras de queijo artesanal, ar e raspagem dos diferentes produtores coletados 

de Minas Gerais e São Paulo. 

 

Palavras-chave: Queijo artesanal; Fungos; Identificação molecular; 

Biodiversidade 
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ABSTRACT  

 

Artisanal cheeses are produced and consumed in several world regions, with Brazil 

being the fourth largest producer. The states of Minas Gerais and São Paulo are the 

country's main regions of artisanal cheese production. The mycobiota present in 

these foods are of great importance; species of the genera Aspergillus and 

Penicillium can contaminate during ripening and cause deterioration, altering flavors 

and textures. Some toxigenic fungi produce mycotoxins, which can be carcinogenic 

and mutagenic to human health. This study aims to identify fungi in cheeses, using 

molecular techniques to characterize the fungal biodiversity of cheese and ripening 

rooms in different collection sites. A total of 184 strains, 93 of the genus Aspergillus 

and 92 of Penicillium, were molecularly identified using Sanger-type sequencing 

with the CaM and BenA genes for Aspergillus, and the primers CF1 and CF4 and 

BT2A and BT2B for Penicillium. The most frequent among the Penicillium species  

were: Penicillium biforme (30%), P. copticola (12%) and P. brevicompactum (9%). 

Among the Aspergillus species were: A. tennesseensis (30%), A. amoenus (24%), 

and A. westerdijkae (20%). From these results, it was possible to observe the 

variation in species diversity in the samples of artisanal cheese, air, and scrapings 

from the different producers collected from Minas Gerais and São Paulo. 

 

 

Key words: Artisanal cheese; Fungi; Molecular identification; Biodiversity 
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1 INTRODUÇÃO  

O queijo é um dos alimentos processados mais antigos registrados na história da 

humanidade (BORELLI et al., 2016). Uma das principais teorias sobre como se iniciou a produção 

de queijos artesanais no Brasil, se dá ainda no período colonial, nas regiões de São Paulo e Minas 

Gerais. O principal fator foi a colonização dos portugueses, que transmitiram seus conhecimentos 

sobre as técnicas de produção aos nativos da região (BORELLI et al., 2016).  

Hoje o estado de Minas Gerais é conhecido por ser o maior produtor de queijo, trazendo 

uma grande importância social e econômica para todo o país. Produzido através de receitas 

familiares, e fabricado em pequenas escalas utilizando-se o leite cru, foi dado o nome de “queijos 

artesanais”, e hoje é um dos queijos mais comercializados no Brasil (MACHADO et al., 2004 

BORELLI et al., 2016).  

Existem outros estados que produzem queijos artesanais, como São Paulo, onde 

produtores têm investido em inovações, utilizando leite de diversas espécies bovino e caprinos, e 

desenvolvendo suas próprias formulações, inspirados nos queijos europeus finos. Esses queijos 

são conhecidos como queijos autorais, produzidos por pequenos produtores. São também 

inspirados nas receitas europeias, como francesas, alemães, espanhóis e italianos. Estes tipos de 

queijos têm ganho um alto valor, alcançando o mercado gourmet.  

O alto teor de umidade dos queijos artesanais, relacionado às condições higiênicas 

insatisfatórias de processamento, manipulação, transporte e estocagem, são propensos a 

microrganismos patogênicos e deteriorantes. Essas condições podem gerar uma questão de saúde 

pública de alto risco, por ser um produto muito comercializado e consumido pela população 

brasileira (LOGUERCIO e ALEIXO, 2001; REZENDE et al., 2013).  

Existe uma lacuna no conhecimento sobre o perfil microbiológico do queijo artesanal, 

especialmente no que diz respeito aos fungos filamentosos e leveduras. Por um lado, os fungos 

contribuem para o terroir das regiões produtoras, mas por outro, pode causar alguma preocupação 

na saúde dos consumidores, devido a possível presença de fungos toxigênicos. Esse aspecto 

desperta um interesse dos produtores, pois compreender os efeitos desses microrganismos na 

maturação do queijo poderá levar a melhorias em todas as fases de fabricação e capacitação dos 

produtores, aprimorando a qualidade do produto final, garantir a segurança microbiológica e, 

consequentemente, expandir o mercado (ARAGÃO, 2018). 

            De acordo com MONTEL et al. (2014) a principal preocupação na cadeia dos queijos 

artesanais é preservar a diversidade microbiana natural, com o intuito de explorar os benefícios 

que ela pode proporcionar, sem comprometer a segurança do produto. Estudos conduzidos com 

Queijos Minas Artesanais (QMA) provenientes das microrregiões do Serro e Serra da Canastra, 



2 

 

têm caracterizado a microbiota encontrada nesses produtos, a qual é capaz de influenciar suas 

características sensoriais por meio da atividade de enzimas lipolíticas e proteolíticas, além da 

fermentação da lactose. No entanto, até o momento, poucos trabalhos têm sido realizados que 

avaliem a diversidade de fungos filamentosos, incluindo a presença de fungos toxigênicos e 

micotoxinas nos queijos artesanais (BORELLI et al., 2006; CARDOSO et al., 2015; ANDRADE et 

al., 2017).  

As técnicas moleculares atuam como ferramentas poderosas para auxiliar na detecção e 

identificação de fungos. O código de barras de DNA é uma ferramenta molecular de comunicação 

universal empregada para a identificação de espécies. Ela se baseia na utilização de sequências 

curtas e padronizadas do genoma, permitindo uma rápida e precisa identificação das espécies por 

meio da comparação com sequências de espécies já conhecidas depositadas em um banco de 

dados global (HEBERT et al., 2003a, 2003b).  

É importante que haja um controle de qualidade rígido durante todas as fases de 

processamento, começando na qualidade do leite, no processamento até o produto final. De acordo 

com a legislação brasileira, esses queijos devem possuir uma inocuidade microbiológica 

comprovada, e sua composição química adequada, contudo, essas condições nem sempre são 

acatadas pelos produtores, interferindo na segurança do alimento (CASTILHO et al., 2019; 

FERRAZ et al., 2021). 

Desse modo, o presente estudo tem como objetivo utilizar técnicas moleculares para 

identificar os fungos filamentosos, presentes nos queijos artesanais, das regiões dos estados de 

São Paulo e de Minas Gerais.  

 

2 OBJETIVOS  

 

O presente trabalho teve por objetivo isolar e identificar molecularmente, os fungos 

filamentosos isolados das amostras de queijos artesanais das regiões de Minas Gerais e de São 

Paulo, a fim de prospectar a diversidade das comunidades fúngicas na cadeia produtiva dos queijos 

artesanais.  
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Fernanda Z. Rodrigues1, Caio Vinicius P. Marcelão1, Josué José da Silva1, 

Marta H. Taniwaki1 
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Abstract 

Brazil ranks fourth cheese market in the world. The Serra da Canastra region in Minas 

Gerais, is one of Brazil's most important areas for producing artisanal cheeses. Canastra cheese is 

typically manufactured without heat treatment of the milk; therefore, it is very susceptible to microbial 

contamination, including filamentous fungi. While research on artisanal cheeses has focused mainly 

on the bacterial community, the mycobiota (fungal microbiome), remains poorly investigated. 

Filamentous fungi, such as the genera Aspergillus and Penicillium, are frequent in food products; 

some of their species can cause spoilage and/or produce mycotoxins, thus representing a risk to 

consumer health. Although these genera have been found in artisanal cheeses in previous studies, 

more comprehensive studies using molecular techniques are needed to clarify the fungal 

biodiversity of Canastra cheeses. Furthermore, data on the occurrence of mycotoxins in this type of 

cheese are scarce. This review aimed to analyze the mycobiota and possible mycotoxins in artisanal 

cheeses, focusing on Canastra cheese, and to consider the implications for food safety and public 

health.  

 

 

Introduction 

Brazil produces around 47,726.86 tons of cheese per year, ranking 53rd among the largest 

cheese producers in the world (FAO, 2024). Especially in Minas Gerais, producing artisanal cheeses 

is an activity of great economic and cultural relevance for the region (Dargère et al., 2023; Costa et 

al., 2022). The state has 15 regions identified as producing artisan cheeses: Araxá, Campo das 

Vertentes, Canastra, Cerrado, Diamantina, Serra do Salitre, Serro, Triângulo Mineiro, Serras da 

Ibitipoca, Alagoa, Mantiqueira de Minas, Serra Geral do Norte de Minas, Vale do Jequitinhonha and 

Vale do Suaçuí (Brazil, 2023). There are physicochemical variations in the moisture content, pH and 

ripening indices of these cheeses in Minas (Dargère et al., 2023). Although artisanal cheese 

production contributes to local economies and maintains cultural heritage, concerns about 
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microbiological safety regarding raw milk cheeses remain (Pineda et al., 2021). Continuous 

monitoring and sanitary rigor are necessary to guarantee the quality and safety of these products. 

Cheese is an excellent substrate for mold growth. It can become moldy during the ripening 

process and refrigerated storage. Filamentous fungi, mainly those of the genera Penicillium and 

Aspergillus, play an essential role in cheese production but can also be hazardous. According to 

Decontardi et al. (2018), potentially toxigenic fungi have been isolated from Italian grana cheese, 

including species of A. flavus, P. crustosum and P. verrucosum.  However, cheese is generally 

considered unfavorable for mycotoxin production, such as patulin, penicilic acid and PR toxin, 

because these toxins react with amino acids and compounds containing sulfhydryl groups, 

becoming unstable in cheese (Lieu & Bullerman, 1977; Hymery et al., 2014). On the other hand, 

species of fungi producing ochratoxin A, sterigmatocystin, are stable and have been found in some 

cheeses (Hymery et al., 2014).  P. roqueforti and P. camemberti, are added to cheeses as ripening 

cultures to enhance flavor through proteolytic and lipolytic activities (Chavez et al., 2011). The dual 

role of fungi in cheese production requires careful management to balance the beneficial effects and 

potential risks in producing this important food (Metin, 2018). 

The aim of this work was to review the occurrence of fungi in Brazilian artisanal cheeses, 

focusing on their capacity to produce mycotoxins and food safety. A better understanding of the 

fungal communities present in these cheeses will provide a basis for assessing their benefits and 

risks and, in turn, will help develop strategies aimed at safer production practices without losing the 

rich cultural heritage related to artisanal cheesemaking. 

 

Production of artisanal cheeses in Brazil 

 

Cheese is considered a nutritionally rich food due to its significant amounts of proteins, 

calcium, phosphorus, zinc, iodine, selenium, vitamins, and lipids (O'brian & O'connor, 2004). Brazil 

is considered the fourth largest cheese market in the world, behind only the European Union, the 

USA, and Russia (SEBRAE, 2023). Cheese consumption in Brazil is approximately 5.5 kg per 

inhabitant per year (ABIQ, 2019, USDA, 2021). 

Artisanal cheeses are typically characterized by production on a small scale, using milk 

produced on the farm and following traditional cheese-making techniques proper from each region 

(Kamimura et al., 2019). In Brazil, Minas Gerais is the largest producer of these types of cheeses. 

According to the latest Agricultural Census (IBGE, 2017), 175,198 rural establishments in 

Brazil produce different types of artisanal cheese and cream cheese. Of these, 143,921 are 

managed by family farmers, who produce 149,711 tons per year. The production of all enterprises 

in the segment is 222,652 tons (EMBRAPA, 2021). 
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The national production of artisanal cheeses in Brazil began in the 18th century when the 

Portuguese explorers traveled to the Central region of Brazil looking for gold and introduced the 

practice of cheese making, based mainly on the techniques used in Portugal. Artisanal cheeses are 

produced throughout the Brazilian territory, predominantly by small rural producers and their 

families, and have great economic, cultural, and social importance (Embrapa, 2021). The state of 

Minas Gerais is known as a significant raw cow’s milk cheesemaker in Brazil, which is traditionally 

ripened at room temperature (Martins et al., 2015; Oliveira et al., 2017). The manufacture of artisanal 

cheeses in Minas Gerais is divided into producing microregions.  

Among the regions producing artisanal cheese in the state of Minas Gerais, one of the best 

known is the Serra da Canastra, a region that has certification of origin for its cheeses and is one of 

the most well-known Brazilian cheese-producing regions in Brazil and the world. Artisanal cheese 

production in the Serra da Canastra is the main source of income for many families in the region. It 

is, therefore, an activity of great socioeconomic and cultural importance (EMATER-MG, 2004). 

According to FIERN (2020), the production of Canastra cheeses reaches around 600 tons of 

artisanal cheese per year and sales by regularized producers reach approximately 81,250 units per 

day (CAMPOS, 2020). 

The production of artisanal cheese in the Serra da Canastra region – MG was described by 

the Association of Canastra Cheese Producers (APROCAN, 2011) which established the following 

steps: (1) obtaining the raw material, which can be through mechanical or manual milking, (2) 

filtering process to eliminate undesirable particles, (3) adding endogenous starters, popularly known 

as “Pingo”, (4) adding rennet to promote the coagulation process, (5) after coagulation, the mass is 

cut with the aid of shovels or lyres and followed by (6) the stage of stirring the mass to remove the 

whey (draining), (7) shaping, which consists of placing the cheese mass in molds, (8) manual 

pressing so that the cheese takes its shape, (9) salting, where coarse salt is added to the surface 

parts of the cheese, and the maturation process according to the time determined on wooden 

shelves,  as described in Figure 1 (APROCAN, 2011). 
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Figure 1: Fluxogram of artisanal cheese production 
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Pingo is a native ferment obtained from the cheese production of the previous day at the end 

of desorption (native whey starter). It gives identity to cheese in each region, reflecting the natural 

environmental settings of the raw milk used in cheese-making. Pingo transfers the raw milk 

microbiota to cheeses, directly influencing the final products’ acidity, aroma, and flavor (Santos et 

al., 2017). 

 

Mycobiota of artisanal cheese 

The microbiota of artisanal cheese can vary greatly depending on the use of raw milk (without 

heat treatment) in the production process. Raw milk contains a so-called primary microbiota which, 

after the addition of rennet, is responsible for transforming the milk into cheese and together with 

the so-called secondary microbiota, both originating from endogenous dripping, provide unique 

sensory characteristics in cheeses, such as texture, aroma and flavor. This microbiota is composed 

of microorganisms such as bacteria, molds and yeasts, which contribute to the development of the 

sensory characteristics of the cheese during the ripening process (Pinto, 2004; Borelli et al., 2006b; 

Resende, 2010; Oliveira, 2014). 

Cheese is generally susceptible to contamination by spoilage, pathogenic, or mycotoxin-

producing microorganisms originating from milk or contaminating the finished product (Van Egmond 

& Paulsch, 1986; Fox et al., 2004). Several studies have investigated in depth the bacterial 

microbiota of Brazilian artisanal cheeses, including Canastra cheese (Perin et al., 2017; Kamimura 

et al., 2019; Resende et al., 2011), even reporting contamination by Staphylococcus (Kamimura et 

al., 2019; Campos et al., 2021), but there are few studies on the fungal microbiota. 

Filamentous fungi are capable of growing on different substrates, as well as on cheeses. 

They can cause changes in quality (appearance, flavor) and pose a health risk when these fungi 

produce mycotoxins (Hymery et al., 2014). Contamination by undesirable fungi can occur at any 

stage of the artisanal cheese production chain, including fungi in raw materials. Species of the 

genera Aspergillus, Chrysosporium, Cladosporium, Fusarium, Penicillium, Cladosporium, Mucor, 

Scopulariopsis, Verticillium and Torrubiella have been frequently found as contaminants in milk and 

cheese samples (Barrios et al., 1998; Delavenne et al., 2011; Zacarchenco et al., 2011). 

In some cheeses, certain species of filamentous fungi are intentionally added to increase the 

nutritional and sensory quality of the product during ripening. These fungi can grow inside cheeses 

since they tolerate higher concentrations of salt and CO2 and can develop at low water activity (aw) 

(Fox et al., 2004; Hymery et al., 2014). Two well-known species are Penicillium camemberti and 

Penicillium roqueforti, which play a significant role in cheese's appearance, texture, and 

characteristic flavor. These species are known for producing mycotoxins; P. camemberti produces 
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cyclopiazonic acid (CPA) and P. roqueforti produces roquefortine C and mycophenolic acid (MPA). 

However, these metabolites have low toxicity and are present in low concentrations in cheese. Due 

to the long history of consumption of these types of cheeses (no cases of food poisoning described 

in the literature), the United States and the European Union consider the use of these fungi safe, 

already recognized as GRAS (generally recognized as safe) by the FDA (US Food and Drug 

Administration). In the European Union, the EFSA (European Food Safety Authority) has 

acknowledged the absence of reports of adverse health effects due to the consumption of these 

cheeses but has not yet granted the two species the status of QPS (qualified presumption of safety), 

due to insufficient data on the production of mycotoxins, their toxicity and occurrence in cheeses 

(EFSA, 2011; Himery et al., 2014). Studies on the mycobiota of bloomy Canastra cheeses are few 

and require further investigation since, in this case, the process uses the natural mycobiota present 

in the environment. 

 

Mycotoxins found in cheeses 

Few reports are available on the occurrence of mycotoxins in artisanal cheese, but several 

mycotoxins have been found in cheese worldwide, as shown in Table 1. After an extensive review 

of possible mycotoxins and toxigenic fungi found in cheeses from various parts of the world, Himery 

et al. (2014) concluded that the mycotoxins of most significant risk are aflatoxin M1 and ochratoxin 

A due to their greater stability and toxicity.  

Aflatoxins (AFs) are among the most frequently found mycotoxins in food and feed. They are 

produced mainly by species of Aspergillus section Flavi. They can occur in cheese due to direct 

fungi contamination or from milk produced by dairy animals fed with feed contaminated with Aflatoxin 

B1. Aflatoxin B1 is metabolized in the animal, transforming into Aflatoxin M1, which is excreted in the 

milk. 

Aflatoxin B1 is known to cause liver damage and is carcinogenic, classified by the 

International Agency for Research on Cancer (IARC) as belonging to group 1 (carcinogenic to 

humans, IARC, 1993). Aflatoxin M1 is monitored in milk and dairy products in several countries due 

to its toxicity potential (Cathey et al., 1994; EFSA, 2004; Hymery et al., 2014). In Brazil, Resolution 

RDC No. 7 of February 18, 2011, of ANVISA (National Health Surveillance Agency) established a 

maximum limit of 2.5 µg/kg of aflatoxin M1 in cheeses (BRASIL, 2011). In the European Union, this 

maximum value for cheese is 0.05 µg/kg. In the United States, it is 0.05 µg/kg in milk intended for 

cheese production; in China, it is 0.5 µg/kg in milk (Hymery et al., 2014). Prado et al. (2000) 

evaluated samples of different cheeses produced in Minas Gerais and found an average 

contamination by aflatoxin M1 of 0.36 µg/kg in samples from Serra da Canastra. Oliveira et al. (2011) 
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detected concentrations of aflatoxin M1 ranging from 0.142 to 0.118 µg/kg in samples of Minas 

Frescal and Minas Padrão cheese produced in São Paulo. 

Ochratoxin A (OTA), can be produced mainly by Aspergillus ochraceus, Aspergillus 

westerdijkiae, Aspergillus steynii, Aspergillus carbonarius, Aspergillus niger, Penicillium verrucosum 

and Penicillium nordicum (Jay et al., 2006; Pitt & Hocking, 2022; Pattono et al., 2013; Anelli et al., 

2019; Marcelão et al. 2024). OTA can be associated with kidney damage, as well as liver necrosis 

and enteritis. Due to these factors, the study of OTA production is significant for public health (Chu, 

1974; Simon, 1996; Kuiper-Goodman & Scott 1989; Magnoli et al., 2006). Due to the considerable 

amount of NaCl introduced during the cheese salting process, microorganisms that can adapt to 

higher salt concentrations may develop, such as Penicillium nordicum and Penicillium verrucosum, 

which are OTA producers (Schmidt-Heydt et al., 2012; Hymery et al., 2014). Furthermore, these 

species are psychrotrophic, growing in temperate and refrigerated environments (Pitt & Hocking, 

2022). 

Anelli et al. (2019) found the species Aspergillus westerdijkiae and Aspergillus steynii to be 

OTA producers in 45% of cave cheese samples in Italy. This study detected OTA in 36% of the 

samples analyzed. Pattono et al. (2013) also detected the presence of OTA in semi-hard cheeses 

in Italy. Recently, Marcelão et al. (2024) found Aspergillus westerdijkiae as the most frequent 

species (67%), followed by Aspergillus ostianus (22%), Aspergillus steynii (11%), and approximately 

22% of Brazilian artisanal cheese samples were contaminated by OTA, ranging from 1.0 to over 

1000 μg/kg. This fact shows that OTA in cheeses manufactured in Brazil is a concern since the 

species of this group (A. section Circumdati) are well adapted to warmer climates and have already 

been isolated from Brazilian foods such as coffee, cocoa, among others (Taniwaki et al., 2003; 

Copetti et al., 2010). In a study carried out in Brazil by Taniwaki & van Dender (1992), OTA was not 

found in the cheeses analyzed. However, at the time thin layer chromatography was used for OTA 

detection, this technique has low sensitivity and specificity for the detection of this toxin in cheese. 

Other mycotoxins, such as mycophenolic acid, patulin, citrinin, PR toxin, and sterigmatocystin, have 

been evaluated in cheeses but are rarely found (Table 1).  
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Table 1: Occurrence of mycotoxins in cheese from several parts of the world. 

Cheese type Country Mycotoxins 

Total of 

samples/positive 

samples 

Toxin levels 

(µg/Kg) 

Methodology 

of detection  
Reference 

Minas frescal 
and padrão 
cheese  

Brazil AFM1 48/13 0.037 – 0.313 HPLC 
Oliveira et al 
(2011) 

White cheese Pakistan AFM1 119/93 0.004 – 0.595 HPLC 
Iqbal & Asi 
(2013) 

Cream cheese Pakistan AFM1 150/89 0.004 – 0.456 HPLC 
Iqbal & Asi 
(2013) 

Italian cheese  Italy AFM1 102/85 
<0.025 - > 

0.25 
ELISA 

Anfossi et al. 
(2012) 

White cheese Iran AFM1 50/30 0.040 – 0.374 ELISA 
Tavakoliet et al. 
(2012) 

Minas frescal 
and  padrão 
cheese 

Brazil AFM1 58/39 0.01 – 0.34 HPLC Iha et al. (2011) 

Grated 
Parmesan, 
prato, 
processed and 
hard 
parmesan 
cheeses 

Brazil 

Aflatoxins (B1, B2, 
G1, G2 M1), 

ochratoxin A, 
patulin, penicilic 
acid and citrinin 

36/0 ND* TLC 
Taniwaki & Van 
Dender (1992) 

Blue cheese Finland Roquefortin C 11/11 800 – 5,600 LC-MS 
Kokkonen et al. 
(2005) 

Blue cheese Finland Micofenolic acid 11/1 300 LC-MS 
Kokkonen et al. 
(2005) 

White mold 
(type Brie) 
cheese 

Finland 
Roquefortin C and 
micofenolic acid 

9/9 ND LC-MS 
Kokkonen et al. 
(2005) 

White mold 
(type Brie) 
cheese 

Italy Cyclopiazonic acid 6/6 20 – 80 HPLC 
Zambonin et al. 
(2001) 

Cave cheese  Italy 

Aflatoxin (B1, B2, 
G1, G2, M1), 

patulin, 
sterigmatocystin 

22/0 ND HPLC 
Anelli et al. 
(2019) 

Blue cheese Italy Ochratoxin A 92/30 0.1 – 3.0 HPLC 
Dall’Asta et al. 
(2008) 

Cave cheese  Italy Ochratoxin A 22/8 0.2 – 317 HPLC 
Anelli et al. 
(2019) 

Semi-hard 
cheese 

Italy Ochratoxin A 32/6 1 – 262 HPLC 
Pattono et al. 
(2013) 

Semi-hard 
cheese 

Italy Patulin 32/9 15 – 460 HPLC 
Pattono et al. 
(2013) 

Grana cheese Italy 
Ochratoxin A   

 
107/52 <LOD – 25.05 HPLC 

Pietri et al. 
(2022) 

Grana cheese Italy Sterigmatocystin 107/101 <LOD – 6.87 HPLC 
Pietri et al. 
(2022)  

Artisanal 
cheese 

Brazil Ochratoxin A 130/28 0.3 - >1000 HPLC 
Marcelão et al. 
(2024) 

*Not Detected 
 

 

Factors that affect the production of mycotoxins in cheeses 

Some external and internal factors can directly interfere with the presence of fungi and 

the production of mycotoxins in cheeses. External conditions include temperature, oxygen 

availability, and relative humidity. Internal conditions include water activity, pH, and interactions 

between microorganisms in the cheese microbiota (Magan & Aldred, 2007). 

There are several potential sources of contamination by toxigenic fungi, but one that stands 

out is the ambient air in production areas. Spores present in the air have the potential to contaminate 
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both the raw material and the surfaces and utensils used during cheese production. These spores 

can then germinate and give rise to mycelial growth during the ripening process under favorable 

environmental conditions. An additional concern is using raw milk in cheese production since fungal 

spores are generally resistant to high temperatures and can remain viable. Furthermore, in some 

instances, the brine used can serve as a reservoir for fungal spores, including species such as P. 

commune (Kure & Skaar, 2019; Decontardi et al., 2017). 

Another factor that influences the development of microorganisms in cheese is the ripening 

time, which, in many cases, can reduce the undesirable microbiota in the final product. Borelli et al. 

(2006a) and Campos et al. (2021) reported a reduction in hygienic-sanitary indicator 

microorganisms over the ripening time of QMA samples collected and produced in the Serra da 

Canastra region, in some cases levels below the detection limit of the methods were found. 

Another point is tolerance to salinity, which most fungi have. An example is P. camemberti, 

which grows well in saline concentrations close to 10%, and some strains of P. roqueforti, which can 

withstand concentrations of up to 20%. However, Geotrichum candidum is an exception because it 

is relatively sensitive to high salt concentrations, with its growth completely inhibited at 

concentrations of around 6% salt. (Martin & Cotter, 2023). 

Temperature is also an essential factor that influences the growth of specific microbial groups 

to the detriment of others. For example, in epoisses cheese, the yeast Debaromyces hansenii can 

become predominant, especially at the beginning of the ripening process, due to its ability to grow 

at temperatures between 5 and 10 °C, among other conditions (Irlinger & Monnet, 2021; 2009). 

Despite the increase in knowledge about the factors that influence the development of fungi, 

there are undesirable ones during the cheese ripening process, being a significant concern for 

artisanal cheese producers. In the United States, where the production of artisanal cheeses ripened 

with surface molds has recently grown, a survey conducted with 61 cheese producers revealed that 

71% of them consider the increase of these unwanted surface molds as their biggest challenge 

(Biango-Daniels & Wolfe, 2021). 

Despite the removal of fungi on the surface (cheese toilet), it is worth noting that the simple 

presence of fungi on the surface of the cheeses does not necessarily involve the production of 

mycotoxins (De Souza et al., 2021). For example, the PR toxin, produced by P. roqueforti, does not 

occur frequently in cheeses due to conditions that do not favor its production (Hymery et al., 2014). 

Fungal spores found in the cheesemaking environment attach themselves to the cheese 

rinds, multiply and proliferate, forming several colonies of filamentous fungi and yeasts to which their 

vegetative or reproductive structures are exposed (Saraiva et al., 2012). For this reason, after 

cheese production, producers usually wash the pieces with water and dry them to remove the layers 

of fungi that adhere during maturation, a procedure known as “cheese toilet” (Rocha, 2004). 
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However, some producers prefer to keep these fungi on the cheese rinds, as they bring unique 

sensory aspects. Cheeses with these characteristics are known as “artisanal cheeses with bloomy 

rinds” and are currently highly sought after and valued nationally (Pereira et al., 2014; Kamimura et 

al., 2019) and internationally (Mondial du fromage et des produits laitiers, 2019) markets. However, 

some toxigenic fungi may be present, producing mycotoxins such as OTA (Marcelão et al., 2024) 

and cheese producers generally cannot recognize these fungi. 

Martin & Cotter (2023) proposed periodic testing for mycotoxins such as OTA in artisanal 

cheeses. They also discussed whether rind removal could significantly reduce the health risk from 

OTA ingestion. However, they concluded that since the consumption of these rinds is routine, these 

recommendations are difficult to implement unless more evidence of health risks is demonstrated. 

 

Importance of fungal identification 

 

Correctly identifying species in cheese is a critical factor for all research. Classical studies of 

the mycobiota of cheese, are primarily based on phenotypic characters, using microbiological 

growth media in combination with morphology and physiological criteria such as: colony color, 

sporulation structures and ability to grow in defined environments, different water activities and 

temperatures (Pitt and Hocking 2022, Mueller et al., 2011, King Jr et al., 2013). Limitations of these 

methods are that they are time-consuming and even with taxonomic expertise, identification by 

phenotypic methods is commonly difficult for some genera of fungi that contain a large number of 

closely related species, e.g. Aspergillus, Penicillium, or Fusarium (Taniwaki et al., 2023). 

Molecular techniques have allowed progress toward more accurate and faster results 

compared to phenotypic methods in the identification of fungi in artisanal cheeses. Among the most 

widely used molecular markers, the Internal Transcribed Spacer (ITS) region has stood out due to 

its good degree of variability among different fungal species ᅳ which makes it an excellent tool for 

species differentiation. ITS sequencing has been cited as the “universal DNA barcode for fungi” 

(Schoch et al., 2012) and is typically used to authenticate and identify fungal species within various 

food matrices, including cheeses.  

Other molecular markers, such as the ß-tubulin and calmodulin genes, have differentiated 

closely related species within the genera Aspergillus and Penicillium (Visagie et al., 2014). Molecular 

approaches are particularly valuable in the context of food safety, where rapid and accurate 

identification is crucial to avoid mycotoxin contamination. Furthermore, next-generation sequencing 

(NGS) technologies can provide deep insights into the microbial diversity of cheese, allowing the 

identification of cultivable and non-cultivable species that might otherwise go unnoticed (de Melo 

Pereira et al., 2022; Mayo et al., 2014). The integration of NGS with other omics approaches can 
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provide major advances in understanding cheese ripening processes and identify potential 

biomarkers for cheese quality and safety (Afshari et al., 2020). 

Recently, matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass 

spectrometry has emerged as a promising tool for rapidly identifying fungi. MALDI-TOF MS analyzes 

the protein profiles of microorganisms, generating a unique spectral “fingerprint” for each species 

that can be compared to reference databases for identification (Singhal et al., 2015). As MALDI-

TOF databases become more extensive, their use in routine food safety analysis will likely become 

more widespread, providing a rapid and cost-effective method for monitoring fungal contamination 

in food (Rolland et al., 2024; Quéro et al., 2019). 

Fungal species must be identified in cheese not only to ensure quality but also to ensure 

public health. For example, Aspergillus spp. and Penicillium spp. are some of the most common 

genera in the mycobiota of artisanal cheeses, and many species from these groups can produce 

mycotoxins, which are a real danger to the health of consumers. Among the mycotoxins, aflatoxins 

represent the greatest risk, a highly carcinogenic metabolite produced mainly by species of 

Aspergillus section Flavi, such as A. flavus, which are capable of contaminating dairy products 

through raw materials or during cheese ripening (Álvarez-Días et al., 2022; Barrios et al., 1997). 

Accurate identification of fungi is essential to distinguish between species that participate in 

beneficial fermentation processes and those involved in spoilage and toxin production, or even to 

recognize their ambiguous nature. For example, Penicillium roqueforti is essential in the production 

of blue cheese, but it can produce roquefortine C and mycophenolic acid, which need to be 

controlled due to their potential toxicity (Chávez et al., 2011; Metin, 2023). Likewise, other species, 

such as Penicillium nordicum, a potential producer of OTA and frequently found in cheeses 

(Cabañes et al., 2010), need to be detected/identified for better control. 

The most effective way of monitoring is to implement molecular methods (mass spectrometry 

and genotypic methods) to identify mycobiota in the cheese production chain. This significantly 

reduces the risk of mycotoxin contamination before reaching the consumer. This integrative 

approach is essential for artisanal cheeses produced in Brazil to meet food safety regulations and 

international quality standards. 

 

Conclusion 

In conclusion, the presence of filamentous fungi in Brazilian artisanal cheeses, especially 

those from the Serra da Canastra region, raises the need to balance the beneficial actions during 

ripening and the potential risks due to the production of mycotoxins. Considering that the production 

of Brazilian artisanal cheeses is an activity with enormous cultural and economic relevance, efforts 

must be dedicated to ensuring the microbiological safety of this product. These efforts must include 
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knowledge of fungal biodiversity and its potential for mycotoxin contamination. In this sense, 

contemporary molecular techniques, in particular NGS sequencing and MALDI-TOF mass 

spectrometry, are useful tools to ensure accurate and rapid identification/detection methods for 

fungal species identification and can therefore direct better management strategies in the artisanal 

cheese industry. Future research should involve easy and rapid mycotoxin methods, including 

aflatoxin M1 and ochratoxin A, to ensure the microbiological safety of this product, safeguarding the 

production of this important national cultural heritage. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Origem das cepas  

 

Um total de 184 cepas sendo 92 de Aspergillus e 92 de Penciillium, isoladas de amostras 

de queijos artesanais de 6 produtores de Minas Gerais, região da Canastra, 1 produtor de São 

Paulo, região de Amparo e comércios de Minas Gerais e São Paulo, foram selecionadas para este 

estudo, como mostra a Tabela 1. Estas cepas estavam armazenadas em sílica na Coleção de 

Cultura de Fungos do Instituto de Tecnologia de Alimentos (Ital).  

 

Tabela 1. Número de isolados de Aspergillus e Penicillium isolados de queijos sendo 6 produtores de Minas 
Gerais (produtor 1 a 6), 1 produtor de São Paulo (produtor 7) e comércios de Minas Gerais e São Paulo.  
     
Origem Aspergillus Penicillium 

Queijo Raspagem Ar Queijo Raspagem Ar 
Produtor 1  23 1 5 0 0 6 
       
Produtor 2 34 0 5 23 0 10 
       
Produtor 3 1 1 0 3 2 2 
       
Produtor 4 0 3 0 0 0 1 
       
Produtor 5 04 0 1 8 2 5 
       
Produtor 6 10 3 2 7 7 10 
       
Produtor 7 1 1 0 2 5 3 
       
Comércio 1 0 0 0 0 0 
       
Total 70 9 13 43 16 33 
Total geral 184 

 

 4.2 Extração do DNA genômico 

  

As cepas selecionadas foram reativadas em meio ágar extrato de levedura Czapek  (CYA, 

PITT e HOCKING, 2022) e purificadas pela técnica de cultura monospórica no meio CYA. Em 

seguida foram cultivadas em meio líquido de extrato de levedura (YES) a 25 ºC por 3 a 5 dias até 

a formação de uma película micelial. As películas foram retiradas com auxílio de uma alça estéril e 

transferidas para tubos contendo uma solução tampão, com água Mili-Q, tris HCl 1M, SDS 10%, 

NaCl 5M e EDTA 0,5M. Foram adicionadas pérolas de vidro nos tubos e levados ao vórtex para 

maceração da parede celular fúngica. Em seguida os tubos foram colocados no banho a 70ºC, e 
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retornado ao vórtex para continuar a maceração. Esse material foi utilizado para extração do DNA 

genômico através do kit Gel DNA Purification (Mebep Bioscience, China) conforme protocolo 

recomendado pelo fabricante.  

A quantificação do DNA foi inicialmente realizada pelo método espectrofotométrico, em 

NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific), e posteriormente, a quantidade de DNA foi confirmada em 

gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídio (0,5 μg/mL). A quantificação foi feita através da 

comparação da fluorescência sob luz UV entre as bandas de DNA obtidas e uma amostra de DNA 

de concentração já conhecida (Figura 1). Após a quantificação, as amostras foram armazenadas 

a –20 ºC até o momento do uso. 

 

 
Figura 1.  (a) Quantificação do DNA genômico de alguns representantes de Penicillium spp.; M1= Marcador Lambda 
DNA (200 ng). 1-10=cepas de Penicillium spp. isolados de queijo. (b) Eletroforese da amplificação por Reação em 
Cadeia da Polimerase (PCR) locus BenA. Marcador 1kb Plus DNA (Thermo Scientific). 

 

4.3 Identificação molecular dos isolados  

 

Para a identificação dos isolados dos gêneros Aspergillus foi realizada a amplificação e 

sequenciamento de parte do gene da calmodulina (CaM) utilizando os primers CF1 e CF4 (5' CCG 

ATA GAG GTC ATA ACG TGG 3'), descritos por PETERSON et al. (2005). Para a identificação dos 

isolados dos gêneros Penicillium foi realizada a amplificação e sequenciamento de parte do gene 

da beta-tubulina (BenA) utilizando os primers BT2A e BT2B (GLASS e DONALDSON,1995).  

As amplificações foram realizadas através de reação de polimerase em cadeia (PCR) sob 

as seguintes condições: 

  1 X tampão de PCR (Invitrogen Life Technologies, USA),  
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 0,2 mM de dNTP (Invitrogen Life Technologies, USA),  

 0,4 μM de cada um dos primers (Exxtend, Brasil),  

 2,0 mM de MgCl2 (Invitrogen Life Technologies, USA),  

 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Life Technologies, USA)  

 20 ng de DNA genômico.  

As reações resultantes foram submetidas a um termociclador VERITI® 96 Well Thermal 

Cycler (Applied Biosystems, USA), programado para um ciclo inicial de desnaturação a 95 °C por 

3 minutos, seguido de 35 ciclos compostos por 45 segundos de desnaturação a 94 °C, 45 segundos 

a 55 °C para o anelamento dos primers e 60 segundos a 72 °C para extensão. 

Os produtos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo 

de etídio e fotografado sob luz UV. O DNA Ladder 1 kb Plus® (Invitrogen Life Technologies, USA) 

foi utilizado como padrão de tamanho para os produtos da PCR (Figura 2b). 

Os produtos da amplificação foram purificados utilizando ExoSAP-IT™ PCR Product 

Cleanup reagent (Thermo Fisher Scientific, EUA) conforme protocolo do fabricante.  Os fragmentos 

foram submetidos ao sequenciamento direto, utilizando o Kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing (Applied Biosystems, USA) e submetidos ao aparelho SeqStudio Genetic Analyzer 

(Applied Biosystems, USA).  

As sequências obtidas foram comparadas através de alinhamento local utilizando a 

ferramenta BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) contra os bancos de dados do NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cg). Adicionalmente, árvores filogenéticas de máxima 

verossimilhança foram construídas no programa MEGA 11 (KUMAR et al., 2019).  

 

4.4 Manutenção das cepas por Sílica Gel 

 

A manutenção das cepas utilizadas foi feita pela metodologia de sílica, descrita por SMITH 

e ONIONS (1983). Promoveu-se o crescimento do fungo e a suspensão dos esporos em agente 

protetor constituído de 5% de leite em pó estéril. Em seguida, a suspensão foi distribuída em tubos 

com sílica gel estéreis e congelados e agitada para penetração do líquido. A secagem foi realizada 

na estufa a 30ºC por um período de 30 dias com agitações constantes. Após este período os tubos 

foram armazenados em refrigeração e longe da luz, para uso posterior. 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Após o sequenciamento os isolados de Aspergillus e Penicillium, foram construídas árvores 

filogenéticas através do método de máxima verossimilhança. Na bioinformática o termo 

“verossimilhança” é usado para indicar o “mais provável com o real”, assim, o método de construção 

de árvores filogenéticas de máxima verossimilhança (Maximum Likelihood - ML) é um diagrama 

que representa as relações evolutivas mais prováveis a partir das sequências analisadas (VIANA, 

2007; BUSO, 2005; CORDEIRO, 2010).  

Com base nos dados do gene da calmodulina (CaM), através da ML foram encontradas três 

séries (Versicolores, Rubri e Circumdati) nos isolados do gênero Aspergillus, como mostra a Figura 

2. Na série Versicolores (Figura 2a), foram encontradas as espécies Aspergillus tennesseensis, A. 

creber, A. venatus, A. hongkongensis, A. tabacinus, A. protuberus, A. amoenus e A. sydowii.  A 

espécie mais encontrada foi A. tennesseensis com 28 isolados, desses, 22 foram isolados das 

amostras de queijos artesanais. Na seção Circumdati (Figura 2b), foram encontradas 18 espécies 

de A. westerdijkiae e 1 espécie de A. steynii, a maioria desses isolados foram procedentes das 

amostras de queijos artesanais e de ar. Na seção Rubri (Figura 2c), houve apenas 2 isolados da 

espécie A. pseudoglaucus, ambos provenientes das amostras de queijos artesanais.   
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Figura 2. a) Árvore de Máxima Verossimilhança de Aspergillus série Versicolores com base em dados de CaM.  

b) Árvore de Máxima Verossimilhança de Aspergillus section Circumdati com base em dados de CaM. c) Árvore de 

Máxima Verossimilhança de Aspergillus section Rubri com base em dados de CaM.  
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Com base nos dados de BenA, o gênero Penicillium apresentou árvores filogenéticas 

separadas em uma multisérie, e mais quatro séries. A Figura 3, mostra a árvore de máxima 

verossimilhança da multisérie de Penicillium (Turbata, Olsoniorum, Simplicíssima, Idahoensia, 

Adametziorum e Herqueorum). Nestas séries foram encontradas as espécies P. herquei, P. brocae 

P. infrapurpureum, P. wotroi, P. olsonii e P. madriti. As origens destas espécies são indicadas 

conforme as siglas: queijos artesanais (QA), ar (AR) e raspagens (RP) ou representados por formas 

geométricas especificadas nas legendas das imagens. A espécie mais frequente foi P. olsonii (6), 

seguida de P. madriti (4), as demais espécies apresentaram apenas 1 isolado.  

A Figura 4 apresenta as espécies do gênero Penicillium da série Camembertiorum, 

Brevicompacta, Citrina e Copticolarum. A série Camembertiorum (Figura 4a) está representada 

pelas espécies P. biforme, P. caseifulvum, P. solitum e P. crustosum. A espécie mais comum nessa 

série foi P. biforme, com 29 isolados, sendo 22 originários das amostras de queijos artesanais. 

Na série Brevicompacta (Figura 4b) foram encontrados 8 isolados P. brevicompactum e 1 

de P. kongii, sendo todos provenientes das amostras do ar. Na série Citrina (Figura 4c) as 

seguintes espécies foram encontradas, P. citrinum, P. sizovae, P. steckii, e P. cerradense. A 

espécie mais comum foi P. citrinum com 7 isolados, nas amostras do ar foram isoladas 4 cepas 

desta espécie. A árvore filogenética da série Copticolarum é representada pela Figura 4d, as 

espécies encontradas foram P. copticola e P. terrigeneum, sendo a primeira a mais recorrente, com 

11 isolados, e desses, 9 foram coletados de amostras dos queijos artesanais (QA). 

Não foram montadas arvores filogenéticas para as demais cepas, mas todas as 184 foram 

identificadas molecularmente conforme mostra a Tabela 2.  Houve uma grande diversidade das 

espécies de Aspergillus e Penicillium isoladas das amostras dos queijos, do ar e da raspagem.  
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Figura 3 - Árvore de Máxima Verossimilhança de Penicillium Multiséries (Ser. Turbata, Olsoniorum, Simplicíssima, 

Idahoensia, Adametziorum e Herqueorum) com base em dados de BenA.  
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Figura 4 - a) Árvore de Máxima Verossimilhança de Penicillium série Camembertiorum com base em dados de BenA. 
b) Árvore de Máxima Verossimilhança de Penicillium série Brevicompacta com base em dados de BenA c) Árvore de 
Máxima Verossimilhança de Penicillium série Copticolarum com base em dados de BenA. d) Árvore de Máxima 
Verossimilhança de Penicillium série Citrina com base em dados de BenA.  
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Tabela 2. Diversidade das espécies fúngicas identificadas molecularmente 

Espécies Quantidade dos isolados 
Porcentagem dentre os 

gêneros (%) 

A. amoenus 22 24 

A. cibarius 1 1,1 

A. creber 2 2,2 

A. steynii 1 1,1 

A. flavus 1 1,1 

A. hongkongensis 4 4,3 

A. luchuensis 1 2,2 

A. ostianus 6 6,5 

A. protuberus 1 1,1 

A. pseudoglaucus 2 2,2 

A. sydowii 1 1,1 

A. tabacinus 2 2,2 

A. taichugensis 1 1,2 

A. tennesseensis 27 30 

A. venatus 1 1,1 

A. welwitschiae 1 1,1 

A. westerdijkae 18 20 

Total de Aspergillus 92  

P. biforme  28 30 

P. brasilianum  1 1,1 

P. brevicompactum  8 8,7 

P. brocae 1 1,1 

P. caseifulvum 1 1,1 

P. cerradense 4 4,3 

P. citrinum 7 7,7 

P. copticola  11 12 

P. crustosum 2 2,2 

P. herquei  1 1,1 

P. infrapurpureum  1 1,1 

P. kongii 1 1,1 

P. madriti 4 4,3 

P. mallochii 1 1,2 

P. olsonii 6 6,5 

P. sizovae 3 3,3 

P. solitum 6 6,5 

P. steckii 4 4,3 

P. terrigenum  1 1,1 

P. wotroi 1 1,2 

Total de Penicillium 92  

Total de fungos 184  
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Tabela 3 – Comparação das identificações dos diferentes locais de coleta 

Local/ 

Produtor 
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7  Comércio 

AR 

A. westerdijkiae 

P. brevicompactum  

P. cerradense 

P. herquei 

P. kongii 

A. amoenus 

 A. ostianus 

A. tennesseensis 

A. westerdijkiae  

P. brevicompactum 

P. citrinum 

P. copticola 

P. madriti 

P. olsonii  

P. sizovae  

P. terrigenum 

 P. brevicompactum 

 P. madriti 
P. brasilianum  

A. 

tennesseensis 

P. biforme 

A. creber 

P. solitum 

P biforme  

P. brevicompactum 

P. cerradense 

P. citrinum 

P. solitum 

P biforme 

P. brocae 

P. cerradense 

P. citrinum 

 

RP A. flavus - 

A. welschitae 

P. biforme 

P. steckii 

A. amoenus 

A. 

tennesseensis 

P. biforme 

A. creber 

P. solitum 

A. westerdijkiae 

P. biforme 

P. olsonii 

P. steckii 

A. luchuensis 

P. biforme 

P. cerradense 

P. citrinum 

P. copticola 

P. olsonii 

- 

QA 

A. amoenus 

A. hongkongensis  

A. venatus 

A. tennesseensis 

A. amoenus 

A. hongkongensis  

A. ostianus 

A. tabacinus 

A. taichugensis,  

A. protuberus 

A. pseudoglaucus 

A. westerdijkiae 

P. biforme   

P. cerradense,  

P. copticola,  

P. infrapurpureum,  

P. mallochii,  

P. olsonii,  

P. sizovae,  

P. steckii 

A. westerdijkiae 

P. biforme 

P. citrinum 

P. crustosum 

- 
P. biforme 

P. citrinum 

A. amoenus 

A. caseifulvum 

A. cibarius 

A. pseudoglaucus 

P. solitum 

A. sidowii 

A. tennesseensis 

A. westerdijkiae 

P. biforme 

A. amoenus 

A. 

pseudoglaucus 

P. crustosum 

P. wotroi 

   A. amoenus  

 

 

As espécies mais frequentes entre as espécies de Penicillium foram: Penicillium biforme 

(30%), P. copticola (12%), P. brevicompactum (9%). Dentre as espécies de Aspergillus foram: A. 

tennesseensis (30%), A. amoenus (24%) e A. westerdijkae (20%). A partir desses resultados, foi 

possível observar a variação na diversidade de espécies nas amostras de queijo artesanal, ar e 

raspagem dos diferentes produtores coletados de Minas Gerais e São Paulo. 

Após a identificação molecular dos isolados foi também possível comparar as diferenças e 

semelhanças entre os produtores e a origem das amostras.  No Produtor 1 foram encontradas 10 

espécies diferentes, nos três locais de coleta, A. westerdijkiae, P. brevicompactum, P. cerradense, 

P. herquei P. kongii, nas amostras do ar, A. flavus, nas amostras de raspagem e A. amoenus, A. 

hongkongensis, A. venatus e A. tennesseensis, nas amostras de queijos. Com isso, foi possivel 
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observar a existência de potenciais espécies produtoras de micotoxinas, como Aspergillus 

westerdijkiae, produtor da ocratoxina A, A. flavus, produtor de aflatoxinas e A. tennesseensis e A. 

amoenus produtores da esterigmatocistina.  

No Produtor 2 obteve-se 21 espécies diferentes nos três locais coletados, A. amoenus, A. 

hongkongensis, A. ostianus, A. tabacinus, A. taichugensis, A. tennesseensis, A. protuberus, A. 

pseudoglaucus, A. westerdijkiae, P. biforme, P. brevicompactum, P. citrinum, P. cerradense, P. 

copticola, P. infrapurpureum, P. madriti, P. mallochii, P. olsonii, P. sizovae, P. steckii e P. 

terrigenum. Além das espécies com potencial toxigênico descritas anteriormente, foram 

encontradas as espécies A. ostianus potencial produtora de ocratoxina A, e P. citrinum potencial 

produtora de citrinina. No pordutor 2 as espécies A. amoenus A. ostianus A. westerdijkiae, P. 

biforme, P. copticola, P. olsonii, e P. sizovae estavam presentes tanto no ar quanto nos queijos. 

Provavelmente os esporos presentes no ar da câmara de maturação se espalharam e 

contaminaram a superfície do queijo. 

No Produtor 3, foram encontradas 7 espécies distintas, P. brevicompactum, P. madriti, A. 

welschitae, P. biforme, P. steckii, A. westerdijkiae, P. citrinum, P. crustosum. Evidenciando o P. 

biforme que foi comum tanto nas amostras de queijos como nas de raspagem. As espécies 

potencialmente produtoras de micotoxinas foram A. welschitae e A. westerdijkiae, produtores de 

ocratoxina A, P. citrinum produtor da citrinina além de P. crustosum produtor de penitrem A e 

roquefortina C. 

No Produtor 4, foram encontradas as espécies de P. brasilianum, A. amoenus e A. 

tennesseensis, sendo as duas últimas potenciais produtoras de esterigmatocistina. Enquanto que 

no produtor 5, isolou-se A. tennesseensis, P. biforme, P. citrinum. A espécie de P. biforme foi 

comum nos 3 locais de coleta, ar, raspagens e queijos.  

No Produtor 6, A. creber A. solitum, P. biforme, P. brevicompactum, P. cerradense, P. 

citrinum, P. olsonii, P. stecki, A. amoenus, A. caseifulvum, A. cibarius, A. pseudoglaucus, A. 

tennesseensis, A. westerdijkiae. A. creber, foram isolados tanto nas amostras do ar quanto da 

raspagem. A. solitum e P. biforme foram isolados nos 3 locais de coleta, e A. westerdijkiae, tanto 

na raspagem quanto nos queijos 

No Produtor 7, A. amoenus, A. pseudoglaucus, P. crustosum, P. wotroi, A. luchuensis, P. 

cerradense, P. citrinum, P. copticola, P. olsonii, A. solitum, P. biforme, P. brocae. E P. cerradense, 

P biforme, P. citrinum foram isolados das amostras do ar e das raspagens. No comércio A. amoenus 

estava presente na amostra de queijo.  

Espécies do gênero Aspergillus, produtoras de micotoxinas como A. versicolor, A. 

westerdijkiae e A. nomius, já foram reportadas em amostras de queijo (HYMERY et al., 2014, 

ANELLI et al., 2019). Estas espécies além de causar perdas econômicas devido às alterações 



36 

 

indesejáveis, como má aparência, descoloração e desenvolvimento de sabores indesejáveis são 

potenciais produtores de micotoxinas (MARCELLINO e BENSON, 2014).  

 

Após uma extensa revisão de possíveis micotoxinas e fungos toxigênicos que podem ser 

encontrados em queijos de várias partes do mundo, HIMERY et al. (2014) concluíram que as 

micotoxinas de maior risco são a aflatoxina M1 e a ocratoxina A devido à sua maior estabilidade e 

toxicidade. Recentemente, MARCELÃO et al. (2024) reportaram a presença de A. westerdijkiae, A. 

steynii e A. ostianus produtores de ocratoxina A e a presença desta toxina em várias amostras de 

queijos artesanais brasileiros, mostrando que a ocratoxina A é um problema real nestes tipos de 

queijos.  

A. westerdijkiae produtor de ocratoxina A já foi encontrado em queijos maturados nas 

cavernas no Sul da Itália, esporos desta espécie estavam presentes nas paredes das cavernas 

fazendo parte da microbiota (MONTAGNA et al., 2004).  

No presente trabalho foi encontrada uma grande diversidade de espécies de Aspergillus e 

Penicillium nas amostras do ar, das raspagens das prateleiras e dos queijos. Da mesma foram, 

CÉSAR (2019), investigando os fungos que ocorrem nas câmaras de maturação das queijarias da 

Serra da Canastra, observou a presença dos gêneros Aspergillus, Penicillium que foram 

provenientes das amostras das prateleiras e do ar. 

 ANELLI et al. (2019), estudando os fungos que colonizam espontaneamente os queijos 

artesanais maturados em cavernas, observaram que as espécies Aspergillus westerdijkiae e 

Penicillium biforme foram dominantes nas cascas de queijos maturados em cavernas. Além disso, 

outras espécies toxigênicas foram isoladas, entre elas, A. westerdijkiae e A. steynii chamaram a 

atenção por serem produtoras de ocratoxina A (OTA). Além disso, ANELLI et al. (2019), 

encontraram as espécies de P. jugoslavicum, P. salamii, P. solitum, P. gravinicasei, A. 

pseudoglaucus e A. tritici.  

Ainda, sobre o gênero Penicillum, a espécie mais difundida foi P. biforme, fortemente 

associado ao queijo e ambientes relacionados. Existem relatos de outras espécies isoladas de 

amostras de queijos como P. paneum, conhecida como produtora de patulina, P. roqueforti, P. 

chrysogenum e P. crustosum produtores de roquefortina C (FRISVAD et al., 2004; FRISVAD et al., 

2006)  

No presente estudo foi possível observar uma grande similaridade das cepas presentes 

nas amostras do ar, raspagem e queijos demonstrando que existe uma contaminação direta nos 

locais onde os queijos são maturados. As condições de higiene do ambiente podem impactar 

diretamente na microbiota das cascas dos queijos, principalmente, durante a maturação, quando 
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os queijos recém produzidos entram em contato direto com as superfícies onde os queijos mais 

antigos estão sendo armazenados por dias ou até meses (MARTIN e COTTER, 2023). 

Apesar do aumento do conhecimento sobre os fatores que influenciam o desenvolvimento 

dos fungos, existem fatores indesejáveis durante o processo de maturação do queijo, que tem sido 

uma das principais preocupações dos produtores de queijo artesanal.  

Um estudo feito nos Estados Unidos por BIANGO-DANIELS e WOLFE (2021), teve como 

objetivo classificar as preocupações dos produtores de queijos artesanais em relação à: qualidade 

dos queijos curados produzidos; documentar os problemas comuns encontrados nas cascas dos 

queijos; e os efeitos negativos associados. Além disso  identificar os recursos e ferramentas 

utilizados e explorar quais outros recursos seriam considerados benéficos aos produtores. Neste 

estudo, 71% dos produtores entrevistados consideraram o aumento dos bolores superficiais 

indesejados, 54% relataram problemas como cores ou pigmentos indesejados nas cascas, e 18% 

relataram que estavam extremamente preocupados com problemas de qualidade e deterioração, 

mencionando que seus padrões de qualidade frequentemente não são atendidos. Foi mostrado 

que os 73,8% dos entrevistados utilizavam artigos científicos relacionados à deterioração e 

qualidade. Mais da metade usaram treinamento presencial (68,8%), fóruns online para produtores 

de queijo (57,4%), recursos de diagnóstico para identificar microrganismos deteriorantes (57,4%) e 

consultores (50,8%) para gerenciar a qualidade e a deterioração do queijo. Assim, quase todos os 

entrevistados (95%) concordaram que a melhoria da qualidade diminuiria o desperdício, aumentaria 

os lucros e melhoraria a produção. Esses também afirmaram que obteriam muitos benefícios com 

acesso a mais recursos adicionais online relacionados a questões de qualidade e fóruns digitais 

para discutir dúvidas com especialistas e colegas quando surgirem problemas (BIANGO-DANIELS 

e WOLFE, 2021). 

Alguns produtores com a finalidade de resolver o problema do crescimento fúngico, 

passarem a vê-lo como uma vantagem, produzindo queijos de casca florida sem culturas 

secundárias, contando apenas com os fungos autóctones presentes na superfície do queijo. Nesse 

contexto, os fungos, antes vistos como responsáveis pela baixa qualidade do queijo, começaram a 

ocupar uma importante posição na qualidade do produto e abrindo um mercado de queijos de casca 

florida. No entanto, é importante ressaltar que mais estudos sobre a micobiota do queijo, e os 

fungos associados à produção de micotoxinas e aos fatores ambientais ligados à sua produção nos 

queijos devem ser realizados para avaliar o risco (MARTIN e COTTER, 2023). 
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6. CONCLUSÕES  

 
 

Conclui-se que o modo de produção, os locais de armazenamento e as condições 

geográficas podem interferir na micobiota encontrada nas câmaras de maturação. Esses fatores 

acabam por gerar uma grande diversidade de espécies nos queijos artesanais, nas prateleiras de 

armazenamento e no ar das câmaras. Algumas espécies podem ser desejáveis para dar um sabor  

especial ao queijo artesanal, porém algumas espécies encontradas neste trabalho são indesejáveis  

por apresentarem um potencial toxigênico. 

Desse modo, o presente projeto poderá auxiliar os órgãos governamentais a tomar medidas 

de prevenção quanto a contaminações de fungos indesejáveis e produtores de micotoxinas, e 

preparar futuras regulamentações relacionadas aos queijos artesanais. 
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