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RESUMO

A producdo do Queijo Minas Artesanal (QMA) representa um relevante segmento da cadeia
produtiva do leite no Estado de Minas Gerais, sobretudo para a agroindustria familiar.
Atualmente séo reconhecias 10 regides produtoras de QMA em que utiliza a adi¢do do fermento
endogeno conhecido popularmente como “pingo”. A microbiota do pingo inclui uma grande
diversidade de grupos bacterianos e fangicos que através do seu metabolismo podem conferir
propriedades sensoriais desejaveis aos queijos. Neste projeto assumimos como premissa basica
gue como 0s pPingos s&o compostos por microrganismos nativos de cada ambiente de produgéo,
sua composicdo microbiana apresenta assinaturas regionais, mas também sobre variacGes
sazonais associadas a fatores climaticos marcados pelas estagdes seca e Umida tipicas do Estado
de Minas Gerais. Neste contexto, 0 objetivo geral deste projeto € realizar uma caracterizacao
da composicdo microbiol6gica dos pingos utilizados nas regides produtoras de QMA, em
amostragens realizadas de forma pareada nas estacfes seca e Umida na tentativa de se identificar
potenciais assinaturas microbioldgicas regionais e também possiveis padrdes de variacdo
sazonal. ldentificamos microrganismos comuns (dominantes) que ja foram relatados na
literatura como relacionados ao processo de producdo do queijo. Por outro lado, também
observamos grupos especificos relacionados a cada variedade de queijo Minas artesanal,
destacando a importancia de comunidades microbianas indigenas representativas para a

determinacdo de atributos sensoriais tipicos de cada variedade de queijo Minas artesanal.
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INTRODUCAO
A fabricacédo artesanal de queijos no estado de Minas Gerais resulta de uma tradi¢do secular,

que surgiu como forma de aproveitamento da producédo leiteira em pequenas propriedades
rurais. A producéo do Queijo Minas Artesanal tem como principal caracteristica a utilizagéo do
leite cru, que ao contrério da producdo convencional de queijos cuja matéria-prima € o leite
pasteurizado, utiliza a microbiota presente no leite como parte do processo de producédo
(NOBREGA, 2007).

A utilizagdo de parte do soro residual do processo de produgdo, conhecido como “pingo” como
fermento enddgeno, insere no processo de produgdo uma microbiota diversificada,
representativa da regido na qual o produto € 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 endogeno no processo de producao de Queijos Minas
Artesanais, pouco se sabe a respeito da sua composicdo, 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).

A producdo de queijos em Minas Gerais é de aproximadamente 215 mil toneladas por ano,
sendo aproximadamente um terco desta producdo correspondente ao Queijo Minas Artesanal,
produzido em mais 500 municipios mineiros. Embora o volume de produgdo 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 patrimoénio do Estado e, com o intuito de proteger 0s processos
tradicionais de producdo mas se preocupando com as normas sanitérias foi criado pelo Instituto
Mineiro de Agropecuéria — IMA o Programa Queijo Minas Artesanal que classifica os Queijos
Minas Artesanais atualmente em 10 tipos, de acordo com a regido produtora: Araxa, Campos
das Vertentes, Canastra, Cerrado, Diamantina, Entre Serras da Piedade, Serra do Salitre, Serras
da Ibitipoca, 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

instalacbes, montagem das queijarias e manipulacdo. Esta certificacdo agrega valor aos
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produtos, promovendo sua comercializagcdo 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 sdo as cidades produtoras de cada variedade
de queijo, cujos critérios de inclusdo, em grande maioria de natureza geogréafica e portanto
politica, uma vez que ao analisar as portarias que definem as normas de credenciamento de
novos produtores, nota-se que a obtencédo da certificagdo, em linhas gerais, se baseia em trés
aspectos: (1) no atendimento as condic¢es sanitarias minimas de matéria-prima, producéo 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 envolve critérios diferenciais
pouco objetivos o que abre margem para subjetividade (IMA, 2002a; IMA, 2002b; IMA, 2002c;
IMA, 2006).

Atualmente existem trabalhos cientificos abordando o papel dos fermentos enddgenos na
producéo de queijos artesanais que apontam para a relagéo entre o uso destes fermentos e a
determinacdo de caracteristicas sensoriais dos produtos finais. Porém a maioria destes trabalhos
foram realizados em regifes de clima temperado, cuja aplicabilidade de suas conclusdes para
queijos artesanais produzidos em ambientes tropicais é limitada. As informac6es disponiveis
sobre a composi¢do da microbiota dos fermentos enddgenos utilizados na producéo dos Queijos
Minas Artesanais sdo escassas, fragmentada e enviesada para um pequeno nimero de regides
produtoras.

As regides produtoras de QMA apresentam diferencas nas suas condi¢des edafoclimaticas que
influenciam tanto na composicao do leite cru utilizado quanto nas condic¢Ges de producdo dos
queijos. Baseando-se nestas evidéncias, assume-se como premissa basica que como o0s pingos
sdo compostos por microrganismos nativos de cada ambiente de produgdo, sua composi¢ao
microbiana apresenta assinaturas regionais, mas também sobre varia¢fes sazonais associadas a
fatores climaticos marcados pelas estacGes seca e Umida tipicas do Estado de Minas Gerais.
Esta € uma lacuna de conhecimento crucial para o aprimoramento da cadeia produtiva de
gueijos artesanais a ser explorada.

Determinar a variacdo sazonal da diversidade microbioldgica do fermento endogenos (pingos)

utilizado na producéo dos Queijos Minas Artesanais (QMAS) em suas regides é importante para
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gerar 0 conhecimento necessario para definir recomendacdes e protocolos que aperfeicoem a
utilizacdo do pingo em diferentes periodos do ano. Os resultados gerados podem contribuir para
aumentar a seguranca da cadeia de producdo dos QMAs, uma vez que conhecendo melhor o
comportamento sazonal da microbiota bem como as assinaturas microbioldgicas de cada regido
produtora, é possivel definir com maior assertividade os procedimentos para favorecer a
manutencdo de microrganismos desejaveis bem como tracar estratégias para inibir o
crescimento de microrganismos indesejaveis a serem identificados ao longo da execucdo do

projeto.

OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foi realizar uma caracterizacdo da composi¢do microbioldgica
dos pingos utilizados nas 10 regides produtoras de QMA, em amostragens realizadas de forma
pareada nas estacdes seca e Umida na tentativa de se identificar potenciais assinaturas
microbioldgicas regionais e também possiveis padrdes de variacao sazonal.
METODOLOGIA

Neste projeto forma utilizadas amostras de fermento enddgeno coletados para execucdo do
projeto financiado pelo Edital Universal da FAPEMIG de 2022, aprovado pelo pesquisador
coordenador desta proposta. O projeto original tem como objetivo realizar uma caracterizacdo
fisico-quimica e quantificacdo de bactérias do acido latico, leveduras e microrganismos
patogénicos presentes nos fermentos em amostras de todas as regides produtoras de QMA nas
estacdes seca e Umida.

Como forma de aproveitar o banco de amostras a serem coletadas com financiamento da
FAPEMIG, este projeto utilizou 0 mesmo delineamento amostral do projeto original, mas se
propondo a realizar as analises metataxonomicas utilizando sequenciamento de alta
produtividade de marcadores moleculares de identificagdo taxonémica de fungos e bactérias
presentes nas amostras. O desenho experimental envolveu o acesso a amostras de
empreendimentos representantes das regides produtoras de QMA.

O DNA total de cada amostra de pingo foi extraido a partir da ressuspensdo em agua ultrapura
(200 ul) do corpo de fundo de uma fragdo de 50 ml de pingo mantido sob centrifugacéo por 20
minutos a 4000 rpm. Foi utilizado o kit de extracdo de DNA Milk Bacterial DNA Isolation Kit

(Norgen Bioteck Corp., Thorold, Canada) seguindo as instru¢cbes do fabricante. A
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realizada através do sequenciamento da regido hipervariavel V4 do gene ribossomal rDNA 16S
e para caracterizagdo das comunidades fungicas sera utilizada a regido do espacador 1TS2,
seguindo as recomendacdes propostas pela iniciativa Earth Microbiome Project (GILBERT et
al., 2014). Os amplicons produzidos em triplicata foram combinados e purificados utilizando o
sistema de esferas magnéticas Sera-Mag (Cytiva, Merck Group). As bibliotecas de amplicons
geradas para cada amostra foram reunidas ap6s processo de normalizac¢do. Os pools de amostras
foram submetidos ao sequenciamento utilizando a plataforma Illumina MiSeq no esquema de
“pontas pareadas” (paired-end) equitativo (2 x 250) para o marcador do gene 16S e no esquema
de “ponta tinica” (single-end) (1 x 500) para 0 marcador ITS.

Todo o tratamento dos dados gerados no sequenciamento foi realizado utilizando a plataforma
bioinformatica de analise de dados de microbiomas gerados por sequenciamento de nova
geracdo QIIME2TM (BOLYEN et al., 2019). O médulo DEMUX foi utilizado para separar as
sequéncias brutas de cada amostra sequenciada (considerada aqui como biblioteca de leituras
de sequenciamento) através do trecho identificador chamado de barcode. O médulo DEMUX
foi também utilizado para gerar relatérios interativos de qualidades das leituras para
embasamento dos pontos de corte das leituras. O médulo DENOISE foi utilizado para remover
os iniciadores das leituras, cortar os trechos de baixa qualidade, identificar e remover
sequéncias quimeras, unir as leituras diretas e reversas e identificar as diferentes leituras,
chamadas de ASVs (amplicon sequencing variants), utilizando o método de DADA2. Cada uma
das diferentes ASVs foram assumidas nas analises posteriores com a unidade taxonémica basica
e terdo a sua taxonomia estimada utilizando o classificador Naive Bayes Classifier.

Para as andlises dos dados foi utilizada a plataforma QIIME2TM (BOLYEN et al., 2019) para
gerar vetores de alfa-diversidade bem como matrizes de beta-diversidade, utilizando um ponto
de corte o ponto de inflexdo da curva de rarefacdo gerada para as ASVs. As anélises
comparativas entre os grupos foram realizadas através de analise multivariada de coordenadas
principais (PCoA) com a proposta de identificar padrdes gerais de similaridade entre amostras
dos grupos de teste. As analises de composi¢do de grupos bacterianos (beta-diversidade)
basearam-se no célculo de matrizes de dissimilaridade utilizando-se trés diferentes métricas:
Bray-curtis, Unifrac ndo-ponderada e Unifrac ponderada. Testes de agrupamento serdo

realizados atraves de PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance)
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assumindo o nivel de significancia de 5%, utilizando plataforma QIIME2TM (BOLYEN et al.,
2019).As analises de alfa-diversidade serdo realizadas baseando-se em quatro métricas: riqueza
de ASVs pelo estimador Chao-1, indice de diversidade de Shannon, indice de diversidade
filogenética de Faith e indice de equitabilidade de Pielou. Testes de Wilcoxon pareados serdo
realizados para verificar diferencas significativas entre comunidades bacterianas dos grupos de
teste. As abundancias relativas dos filos bacterianos com frequéncias superiores a 1% forma
apresentadas em gréficos de barras. Teste Exato de Fisher sera utilizado para verificar
diferencas significativas na frequéncia dos filos dominantes entre 0s grupos comparativos,

utilizando o utilizando o software R (versao 3.3.2).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho n6s detectamos a presenca de alguns filotipos difundidos entre as variedades,
pertencentes a géneros bem conhecidos relacionados a microbiota do queijo, como 0s géneros
LAB Lactococcus e Streptococcus, bem como os fungos Diutinia (Candida), Kodamaea e
Debaryomyces, que devem realizar vias metabolicas importantes durante a fabricacéo artesanal

do queijo Minas (Figura 1).
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Figura 1. Grafico de frequéncia de grupos bacterianos e flngicos presentes nas amostras
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Grandes diferencas na composicao microbiana foram para duas das sete variedades (Vertentes
e Serro), retratando as diferengas entre esses dois microambientes em relacdo aos processos
ecoldgicos e metabolicos (Figura 2 e Tabela 1).

Q2.

Araxa
Canastra
Cerrado
Salitre
Serro
Triangulo

. A 146747 % @ Vertentes

Figura 1. Analise de coordenadas principais realizadas por trés métodos de geracdo de matrizes
de dados:
(direita).

Bray-curtis (esquerda), Unifrac ndo-ponderada (centro) e Unifrac ponderada

As comunidades de fungos apresentaram diferencas entre as comunidades, mas entre as
variedades de queijo ndo foi possivel encontrar 0 mesmo padrdo, provavelmente devido a
presenca de grupos de fungos dominantes (Diutinia, Kodamaea e Debaryomyces) em todas as

comunidades de queijo (Tabela 1).

Tabela 1.p-Andlises de diversidade para amostras de cada microrregido produtora do QMA
(comparaces de pares por PERMANOVA)

Pairwise comparisions (PERMANOVA) Bray-curtis Unweighted Weighted Pairwise comparisions (PERMANOVA) Bray-curtis Unweighted Weighted
Group 1 ‘ Group 2 p-value p-value p-value Group 1 Group 2 p-value p-value p-value
Core communities Rind communities
Canastr. 0.441 0.331 0.229 Cal it 0.786 0.750 0.839
Cerrad 0566 0242 0.739 Cerrad 0315 0181 0083
Salitr 0.047 0.185 0.537 Salit 0.011 0.224 0.162
Araxa Araxa
Serro 0277 0162 0.458 Serr 0038 0.090 0075
Trianguls 0.359 0.835 0.929 Triangulo 0.287 0.193 0.215
Vertentes 0.070 0.051 0.011 Vertents 0.501 0.227 0.682
Cerrad 0654 0226 0.067 Cerrado 0219 0.286 0081
Salitre 0.072 0.009 0.322 Salitre 0.015 0.614 0.106
Canastra Serro 0438 0010 0015 Canastra Serro 0122 0.201 0133
Trianguls 0.630 0.425 0.109 Triangulo 0.248 0.373 0.153
Vertentes 0.013 0.007 0.003 Vertentes 0.772 0.194 0.779
salit 0357 0.209 0334 salitre 0410 0.145 0281
Seri 0.860 0.054 0.667 Serro 0.014 0.023 0.013
Cerrad Cerrad
rian 0187 0.480 0.628 Triangulo 0.765 0.681 0737
0.201 0.022 0.054 Vertentes 0.275 0.072 0.111
0.035 0.419 0.198 0.006 0.125 0.015
salit 0.005 0.262 0.215 salit 0.045 0.182 0389
0.021 0.014 0.048 0.024 0.144 0.158
0.248 0187 0.349 0002 0182 0020
Ser| Serr
0.226 0.052 0.068 0.215 0.085 0.251
Triangul 0.017 0.025 0.009 Triangul 0.256 0072 0174
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CONCLUSOES

Identificamos microrganismos comuns (dominantes) que ja foram relatados na literatura como

relacionados ao processo de producdo do queijo. Por outro lado, também observamos grupos
especificos relacionados a cada variedade de queijo Minas artesanal, destacando a importancia
de comunidades microbianas indigenas representativas para a determinacdo de atributos

sensoriais tipicos de cada variedade de queijo Minas artesanal.
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