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RESUMO

O Instituto Mineiro de Agropecudria — IMA, atraves do Programa Queijo Minas Artesanal, classifica os
Queijos Minas Artesanais em sete microrregifes produtoras de queijos: Araxa, Campos das Vertentes,
Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro. Neste programa os produtores para terem
seus produtos certificados, eles devem ser cadastrados e seguir normas de higiene na construcdo das
instalagcdes, montagem das queijarias e manipulacdo. Esta certificagcdo agrega valor aos produtos,
promovendo sua comercializagcdo no comércio local mas sobretudo em mercados fora do estado de Minas
Gerais. Entretanto, o critério mais claro para se classificar um Queijo Minas Artesanal como de uma dada
variedade € o geografico (municipio de producdo) apresenta uma relagdo bastante indireta com o produto
em si. Neste contexto, o presente projeto se propde a desenwlver uma ferramenta mais objetiva e cientifica
de certificacdo de um produto como representante de uma das variedades de Queijo Minas Artesanal
baseando-se em um dos fatores essenciais na determinacdo das caracteristicas do queijo - a microbiota
exclusiva e caracteristica de cada variedade - utilizando uma das técnicas mais modernas e de alta
sensibilidade que é identificagdo de grupos bacterianos utilizando analise metagendmica. Ao final da
execucao do projeto, espera-se que o produto desenwlvido seja utilizado como uma eficiente ferramenta de

certificagdo dos Queijos Minas Artesanais.

INTRODUCAO

A fabricacédo artesanal de queijos no estado de Minas Gerais resulta de uma tradicdo secular, que
surgiu como forma de aproweitamento da producédo leiteira em pequenas propriedades rurais. A producéo
do Queijo Minas Artesanal tem como principal caracteristica a utilizagdo do leite cru, que ao contrario da
producao conwvencional de queijos cuja matéria-prima é o leite pasteurizado, utiliza a microbiota presente no
leite como parte do processo de produgédo (NOBREGA, 2007).

A utilizagdo de parte do soro residual do processo de producdo - conhecido como “pingo” - como
fermento endbdgeno, insere no processo de produgdo uma microbiota diversificada, representativa da regido
na qual o produto é fabricado, que direcionam a fermentacdo e maturacdo do queijo conferindo as
caracteristicas sensoriais peculiares a cada um dos tipos de queijos artesanais (MARINO et al, 2003).
Apesar do antigo conhecimento pratico da importancia da utilizacdo do fermento enddégeno no processo de
producdo de Queijos Minas Artesanais, pouco se sabe a respeito da sua composi¢cdo, além de que ele é
formado por uma complexa associacdo microbiana de comunidades de bactérias do acido latico (BAL) e
comunidades de leveduras (PARENTE et al., 1997).
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A producdo de queijos em Minas Gerais é de aproximadamente 215 mil toneladas por ano, sendo
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aproximadamente um terco desta producdo correspondente ao Queijo Minas Artesanal, produzido em mais
500 municipios mineiros. Embora o wlume de produc¢éo seja significativo, a producdo caracteriza-se por ser
em pequena escala, fabricado diretamente nas propriedades rurais, gerando renda para cerca de 30 mil
familias de pequenos produtores rurais (EMATER, 2004).

Em 2002, o governo do estado de Minas Gerais promulgou uma lei que estabelece que os Queijos
Minas Artesanais como patriménio do Estado e, com o intuito de proteger os processos tradicionais de
produgdo mas se preocupando com as normas sanitarias foi criado pelo Instituto Mineiro de Agropecuéria —
IMA o Programa Queijo Minas Artesanal que classifica os Queijos Minas Artesanais em sete tipos: Araxa,
Campos das Vertentes, Canastra, Cerrado, Serra do Salitre, Serro e Triangulo Mineiro. Neste programa o0s
produtores para terem seus produtos certificados, eles devem ser cadastrados e seguir normas de higiene
na construgdo das instalagfes, montagem das queijarias e manipulagdo. Esta certificacdo agrega valor aos
produtos, promovendo sua comercializagdo no comércio local mas sobretudo em mercados fora do estado
de Minas Gerais (IMA, 2015).

A inclusdo dos municipios produtores em cada uma das sete variedades, se da por meio de portarias
publicadas pelo IMA que definem quais s@o as cidades produtoras de cada variedade de queijo, cujos
critérios de inclusdo, em grande maioria de natureza geografica e portanto politica, uma vez que ao analisar
as portarias que definem as normas de credenciamento de nows produtores, nota-se que a obtencdo da
certificacdo, em linhas gerais, se baseia em trés aspectos: (1) no atendimento as condi¢des sanitarias
minimas de matéria-prima, producdo e acondicionamento; (2) algumas caracteristicas sensoriais (aparéncia
e sabor); e principalmente (3) em qual municipio o produto é produzido. Dentre estes trés aspectos, o
primeiro se aplica a todo, ndo sendo por si s6 um critério diferencial. O segundo enwolve critérios
diferenciais pouco objetivos 0 que abre margem para subjetividade (IMA, 2002a; IMA, 2002b; IMA, 2002c;
IMA, 2006).

Assim, o critério mais claro para se classificar um Queijo Minas Artesanal como de uma dada variedade
€ o geogréfico (municipio de producéo) apresenta uma relacdo bastante indireta com o produto em si. Como
exemplo claro desta situacdo, pode-se citar os produtores do municipio de Pratinha que cujo produto é
classificado como Queijo Artesanal da microrregido de Araxa pelo IMA e comercializado na regido como
Queijo Artesanal do tipo Canastra por distar apenas 40 quildmetros do municipio de Medeiros, importante
municipio produtor do tipo Canastra (IMA, 2003; IMA, 2004). Dessa forma, a auséncia de critérios claros e
diretamente relacionados ao produto em si, prejudica produtores e principalmente a comunidade em geral
que acaba pagando mais caro por consumir um queijo com a certificagdo de classificagdo como Queijo
Minas Artesanal de uma dada variedade.

Até a década de 1980 a classificacdo e identificacdo de bactérias, se baseavam em comparacdes
fenotipicas, incluindo caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, metabdlicas e quimicas das células.
Entretanto, com o surgimento e principalmente a consolidagéo das técnicas de sequenciamento de DNA a
partir dos anos 2000, associado a utilizacdo do sequenciamento do gene de RNA ribossémico 16S (rRNA)
como marcador molecular de caracterizacdo de grupos bacterianos de bactérias, a classificacdo e a
identificacdo de grupos de Bacteria e Archea se tornou mais acessivel e tem fornecido informacdes
consideraweis sobre a composicdo e o papel desempenhado pelas comunidades de bactérias que

participam tanto do processo de producdo de alimentos quanto aquelas que s&o consideradas
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égﬁtaﬁiinames de alimentos e causam danos a saude, sem a necessidade de isolamento e cultivo (RAPPE
& GIOVANNONI, 2003; TRINGE & HUGENHOLTZ, 2008; ERCOLINI, 2013).

A reconhecida utilidade da caracterizagdo do rRNA 16S nos estudos de caracterizacdo de
comunidades bacterianas vem do tamanho adequado para ser estudado e por possuir regides
filogeneticamente informativas em sua sequéncia que permitem a atribuicdo de uma amostra a uma dada
espécie bacteriana apenas pelas diferencas especificas que esta regido apresenta (MADIGAN et al., 2004).
Entretanto, até o inicio dos anos 2000, a grande maioria dos trabalhos deste tipo apresentavam como
limitacdo a necessidade de cultivo e construcdo de hibliotecas para isolamento das diferentes sequéncias
de DNA presentas na comunidade para posterior sequenciamento (PONTES et al., 2007).

A partir de 1996 e principalmente no final dos anos 2000 com a popularizacdo dos métodos de
sequenciamento de nova geracdo, o sequenciamento de rRNA 16S obtidas de amostras tornou-se
independente de cultivo e ampliou o nimero de sequéncias geradas em até 1000 vezes com O mesmo
custo e num tempo cerca de 100 vezes menor, desencadeando um “boom” na em sua aplicagao (XU,
2011). Esta facilidade em obter sequencias de DNA, fez florescer a “Era da MetagenOmica” no qual se
tornou possivel a obtencdo de milhares de sequencias de DNA, quaisquer bactéria presente numa amostra
de qualquer material: agua, solo, alimentos, efluentes. As analises de metagenémica vem permitindo os
cientistas, nos ultimos anos, desvendar a vasta diversidade de microrganismos cultivaveis e nao cultivaweis
(incluindo os mais raros), descobrir genes biotecnologicamente interessantes e novas vias metabdlicas
(CHISTOSERDOVA, 2010).

Dessa forma, a caracterizacdo de comunidades bacterianas na indlstria de alimento passou de uma
tarefa extremamente ardua na década de 80 para uma tarefa relativamente simples na década atual
(ERCOLINI, 2013). Ainda considerando o0 contexto do projeto, a aplicacdo da metagendmica na
determinagcdo dos grupos bacterianos que comp8em a microbiota associada a producdo de cada uma das
variedades de Queijo Minas Artesanal, permitiria tracar um perfil da microbiota de cada variedade. Este
perfil pode ser utilizado como um critério objetivo e cientifico de certificacdo de um produto como
representante de uma das variedades de Queijo Minas Artesanal baseando-se em um dos fatores
essenciais na determinagcdo das caracteristicas do queijo - a microbiota exclusiva e caracteristica de cada

variedade.
METODOLOGIA

DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E AMOSTRAGEM

Em linhas gerais o delineamento experimental do projeto esta estruturado em 4 etapas: (1)
Obtencdo de amostras de queijos das sete variedades; (2) caracterizagdo dos grupos bacterianos presentes
nas amostras coletadas por meio de andlises de metagendmica; (3) estabelecimento de perfil de grupos
bacterianos caracteristicos de cada uma das sete variedades de Queijo Minas Artesanal e construgdo um
painel biomarcador para as variedades Queijo Minas Artesanal a ser utilizado como parédmetro de
certificagéo.

A amostragem constituirda de aquisicdo de amostras (pecas) de Queijos Minas Artesanais de pelo
menos trés diferentes produtores certificados pelo IMA, para cada uma das sete variedades. As amostras
serdo adquiridas diretamente com o produtor ou em pontos comerciais para aqueles produtos que

apresentem algum tipo de identificacdo de origem.
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IDENFICAGAO DOS GRUPOS BACTERIANOS PRESENTES NAS AMOSTRAS

A identificacdo dos grupos bacterianos sera realizada por meio de andlises de metagendmica que,
em linhas gerais, consiste na extracdo do DNA total da amostra seguido da amplificacdo e sequenciamento
de trechos especificos do DNA bacteriano (regido V1 do gene ribossomal 16S). A sequencia de DNA destes
trechos s&@o peculiares a cada espécie bacteriana permitindo assim a sua identificacdo por meio de
comparagcdo com bancos de dados de sequencias do mesmo trecho do DNA de bactérias de todo o mundo.

A extracdo do DNA de cada amostra (peca de queijo) sera a partir de dois fragmentos de 1 cm3 da
amostra: um deles coletados na por¢cdo mediana e o outro na por¢cdo da extremidade. O DNA sera extraido
utilizando um kit comercial especifico para material ambiental (solo, agua e alimentos).

As sequencias de DNA serdo geradas por um dos métodos dos coletivamente chamados de
Sequenciamento de Nova Geragcdo que gera milhares de sequencias de DNA do trecho amplificado num
Unico experimento. Neste projeto utilizaremos a plataforma desenwolvida pela empresa lllumina® que adota
0 sequenciamento por sintese, ou seja, utiliza DNA polimerase e nucleotideos marcados com diferentes
fluor6foros. Os fragmentos de DNA ligados a adaptadores fixos sdo desnaturados em DNA fita simples,
inseridos e fixados a flowcell, 1amina de vidro onde ocorre o0 sequenciamento. Em seguida, é feita a
amplificacdo dos fragmentos de DNA ligados a flowcel atraves de uma estrutura em forma de “ponte” para
formar clusters que contém fragmentos de DNA clonados. Os nucleotideos com corantes fluorescentes
diferentes incorporados e o sinal gerado é captado e interpretado pelo sequenciador (LIU et al, 2012).

As sequencias geradas sdo posteriormente avaliadas quanto a sua qualidade utilizando ferramentas
de bioinformética PRINSEQ, MOTHUR e UCHIME que, em linhas gerais, identifica e elimina sequencias de
baixa qualidade e artefatos do processo do sequenciamento. As sequencias de DNA resultantes
(denominadas tecnicamente de OTUs) serdo comparadas com dois bancos de dados que armazenam
sequencias de OTUs de bactéricas ja caracterizadas em estudos prévios: o GenBank e o Greengenes.
Como critério de atribuicdo de uma sequencia gerada & uma dada espécie dos bancos de dados, sera
utilizada um grau de similaridade um minimo de 97%, segundo recomendado por DRANCOURT et al.
(2000). Por fim, curvas de rarefacdo serdo calculadas para estimar de o nimero de sequencias utilizadas
na andlise séo estisticamente suficiente para representar a comunidade bacteriana amostrada.

Como resultado das andlises de metagendmica, obtem-se uma lista de géneros e espécies
bacterianas presentes em cada uma das amostras coletadas. Estes dados serdo utilizados na etapa

posterior de caracterizacdo dos grupos bacterianos tipicos de cada variedade de Queijo Minas Artesanal.

DESENVOLVIMENTO DO BIOMARCADOR

Apos a identificagdo dos grupos bacterianos presentes em todas as amostras analisadas para cada
variedade de Queijo Minas Artesanal, sera realizada uma compilacdo de todos os grupos presentes em
cada variedade de forma a identificar quais sdo os grupos caracteristicos de cada variedade (grupos
biomarcadores).

Apls a identificacdo dos grupos biomarcadores, sera construido um painel, agrupando todas as
informagdes sobre os grupos biomarcadores, de forma que a certificagcdo de qualquer amostra de Queijo

Minas Artesanal a uma dada variedade, sera realizada pela presenca destes grupos biomarcadores.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Até o presente momento, foram realizadas pesquisas bibliograficas sobre o tema do trabalho por
parte do aluno bolsista e levantamento dos materiais a serem adquiridos por parte do professor
coordenador do projeto. A execucdo estd programada para se iniciar tdo logo os recursos de custeio e

capital estiverem disponiveis.

CONCLUSOES

Nao ha dados gerados para estabelecimento de conclusées.
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