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Caratterizzazione metagenomica del formaggio ‘Gran Moravia’ (Brazzale) in corso di

maturazione — Nota 1.
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1. Introduzione e finalita dello studio

| formaggi a pasta dura devono le loro caratteristiche chimico-fisiche quali e quantitative a fattori
fondamentali quali: la qualita del latte crudo, le condizioni di allevamento delle bovine produttrici e
le tecnologie di trasformazione. Un complesso insieme di specie microbiche di variabile origine e
composizione ha tuttavia una sensibile influenza sulla la composizione microbica del prodotto
maturato e come per qualsiasi alimento soggetto a fenomeni di natura fermentativa, la composizione
del microbiota gioca un ruolo vitale nella trasformazione e maturazione del formaggio. |
microrganismi presenti nel latte d’origine, insieme a quelli dei fermenti e dei contaminanti ambientali,
condizionano i fenomeni biochimici che influenzano le caratteristiche del formaggio che finiscono
per definirne la qualita. 11 complesso microbiota del formaggio, e la sua attivita enzimatica, guidano
e modellano lungo il periodo destinato alla maturazione i processi enzimatici proteolitici, lipolitici e
fermentativi che costituiscono il fenomeno definito globalmente come “maturazione” (da 7 a 24
mesi). La letteratura scientifica sui formaggi a pasta dura e simili &€ soggetta a continuo arricchimento,
e in particolare negli ultimi tempi ¢ supportata da tecniche di indagine molecolare d’avanguardia.
Studi recenti si concentrano sull’attivita di microrganismi utili (come 1 batteri lattici, LAB)
riconoscendo comunque a quelli indesiderati (come i contaminanti clostridiali) una funzione non
trascurabile.

La metagenomica si definisce come la tecnica che permette lo studio delle sequenze di DNA di
comunita microbiche complesse a partire direttamente da campioni ambientali, senza necessita di
impiego di lunghi tempi al fine di isolare e moltiplicare singoli microrganismi.

Questo approccio ¢ particolarmente utile nell’analisi dei prodotti alimentari, inclusi 1 formaggi, per

una serie di motivi:
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1. Possibilita di identificazione con alta efficienza dei microrganismi. La metagenomica consente
di identificare in un campione alimentare tutti i microrganismi presenti, compresi quelli di difficile
coltivazione in laboratorio. La tecnica & fondamentale per accedere alla conoscenza della diversita
microbica e delle specifiche dinamiche delle comunita microbiche che influenzano i processi di
maturazione dei formaggi.

2. Realizzare il monitoraggio della Qualita. L’analisi metagenomica consente di monitorare la
qualita dei prodotti alimentari durante tutto il processo di produzione e maturazione. Cid permette
anche I’identificazione di batteri nocivi e la loro gestione al fine di migliorare la shelf-life e sicurezza
degli alimenti.

3. Consentire la conoscenza delle possibili interazioni microbiche. La metagenomica permette di
comprendere le possibili interazioni che intervengono tra i diversi microrganismi presenti nei
formaggi. Lo studio di queste interazioni € fondamentale per la comprensione dei processi di
fermentazione e maturazione, in quanto sono tali processi a influenzae le caratteristiche nutrizionali,
sensoriali e funzionali del formaggio.

4. Intervenire nelle tecnologie di innovazione e ottimizzazione di prodotto. Le informazioni
ottenute attraverso la metagenomica possono essere utilizzate per migliorare e innovare i processi di
produzione nel settore caseario. Attraverso I’identificazione e la selezione di specifici ceppi
microbici, e possibile ottimizzare la qualita e le proprieta fisiche, chimiche e sensoriali dei prodotti
di trasformazione nel dairy.

Inoltre, I’associazione di metodi metagenomici con aggiornati profili metabolici produce potenzialita
analitica utile a dirimere problematiche complesse proprio in tema di maturazione dei formaggi.

Trattasi in tal caso di “analisi combinata metagenomica-metabolomica”.

2. Metodologia

In questa nota si esplicita con un esempio, riferito a quattro aliquote di formaggio Gran Moravia,
corrispondenti a quattro stadi di maturazione usate per 1’estrazione del DNA genomico,
un’applicazione di analisi metagenomica.

Le quattro aliquote corrispondono a distinte matrici interne di formaggio prodotto a Litovel e con

stagionatura al momento del taglio-forma di ca 7 mesi, 13 mesi, 15 mesi e 21 mesi.
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L’inizio del periodo di maturazione per le quattro distinte aliquote ¢ quello qui indicato:
19-23.05.23 con taglio forma il 30.11.2023 e prodotto 01-05.05.23
19-2511.22 con taglio forma il 30.11.2023 e prodotto 01-07.11.22
19-25.09.22 con taglio forma il 30.11.2023 e prodotto 01-07.09.22
19-29.03.22 con taglio forma il 30.11.2023 e prodotto 01-29.03.22

Il riferimento ai lotti di produzione ¢ il seguente: CB, SE, OE, NE nell’ordine di 7, 13, 15, 21 mesi.
Le librerie di sequenziamento sono state prodotte su una piattaforma “Illumina” presso i laboratori
Macrogen (Corea del Sud).

| dati di sequenza grezzi sono stati sottoposti a controllo di qualita seguito da analisi bioinformatica
secondo lo schema di Figura 1.
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Figura 1. Schema analitico dai campioni di formaggio alla generazione di dati metagenomici.

In particolare, 1’analisi bioinformatica ha permesso di studiare 1’abbondanza e la diversita delle specie
microbiche unitamente alle vie metaboliche e alle famiglie di geni piu rappresentate.

La complessita dei dati generati e dell’attivita di data mining corrispondente puo essere rappresentata
solo parzialmente in modo grafico: a tal fine si puo far riferimento, per esempio, all’istogramma dei

profili tassonomici e ancor piu all’abbondanza microbica relativa (Figure 2-1, 2-2, 2-3 e 2-4).
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Di particolare importanza € la marcata riduzione dei generi Staphylococcus ed Escherichia che, pur
essendo presenti nella prima fase di maturazione, riducono costantemente la loro concentrazione fino
alla completa scomparsa nella terza e quarta fase. Al contrario, i generi Lacticasebacillus e

Lactobacillus aumentano progressivamente la loro presenza nelle fasi avanzate di maturazione.

L’analisi funzionale ha consentito di stilare un elenco delle famiglie geniche piu abbondanti lungo le
fasi di maturazione (Figura 3), mentre un’analisi simile ¢ stata effettuata per evidenziare le vie
metaboliche pil rappresentate durante le fasi di maturazione (Figura 4).

Le vie evidenziate nell’analisi possono essere correlate con le specie microbiche piu rappresentate.

UniRef90_B5RSZ5: DEHA2B12787p Logso(Abundance + 1)
UniRef90_Q6CQES5: Protein TAR1 4
UniRef80_Q6BZK4: DEHAZAD0660p

UniRef90_Q6BZK2: DEHAZA00704p
UniRef90_AOAOVIPPY4: NO_NAME
UniRef90_Q6BR35: DEHAZE00198p
UniRef90_A9RAGS: Cytochrome b mRNA maturase bi2
UniRef90_A9RAH2: ATP synthase subunit a
UniRef90_B5RUQ6: DEHA2G11297p
UniRef90_AOA2L2Z1U5: NO_NAME
UniRef90_S4PR13: NO_NAME
UniRef90_QO037L6: 50S ribosomal protein L33 1
UniRef90_A0A125UBKS: NO_NAME
UniRef90_A0A3472J22: NO_NAME
UniRef90_AOA2R7EM86: NO_NAME
UniRef90_C2K1K9: NO_NAME
UniRef90_K65870: NO_NAME
UniRef90_C2K1S0: NO_NAME
UniRef90_U5U6Z9: NO_NAME
UniRef90_C2K0A4: NO_NAME
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Figura 3. Profili funzionali per le 20 famiglie geniche piu abbondanti.
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PWY-7229: superpathway of adenosine nucleotides de novo biosynthesis | Logm(Abundance +1)

PWY-6126: superpathway of adenosine nucleotides de novo biosynthesis Ii I“’
2.6

24

PWY-7220: adenosine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis 11
PWY-7222: guanosine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis Il
PWY-5080: very long chain fatty acid biosynthesis | 2.2
PWY-7663: gondoate biosynthesis (anaerobic)

PWY-5973: cis-vaccenate biosynthesis

PENTOSE-P-PWY: pentose phosphate pathway

FASYN-ELONG-PWY: fatty acid elongation -- saturated

PWY-7664: oleate biosynthesis IV (anaerobic)

PWY-6282: palmitoleate biosynthesis | (from (5Z)-dodec-5-enoate)
NONOXIPENT-PWY: pentose phosphate pathway (non-oxidative branch) |
PWY0-862: (5Z)-dodecenoate biosynthesis |

ARO-PWY: chorismate biosynthesis |

PWY-6163: chorismate biosynthesis from 3-dehydroquinate

COMPLETE-ARO-PWY: superpathway of aromatic amino acid biosynthesis
PWY-7858: (5Z)-dodecenoate biosynthesis ||

PWY-5989: stearate biosynthesis |l (bacteria and plants)
GLYOXYLATE-BYPASS: glyoxylate cycle

— PWY-3781: aerobic respiration | (cytochrome c)
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Figura 4. Profili funzionali delle 20 vie piu abbondanti.
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