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RESUMO

A producdo de queijos artesanais é uma tradicdo no estado de Minas Gerais, e a regido da Serra da
Canastra se destaca pela comercializagdo do “queijo da canastra”. Este é fabricado por produtores rurais
com técnicas tradicionais e utiliza o leite cru, cujo processo é altamente suscetivel a diversos tipos de
contaminagfes. O uso de sanitizantes oriundos de 6leos essenciais pode ser uma alternativa interessante
para melhoria da qualidade microbiolégica de utensilios, dos locais de manipulacdo, e equipamentos
utilizados na fabricacdo dos queijos artesanais. Nesse contexto, o objetivo desse projeto € desenvolver um
produto sanitizante, baseado em 6leos essenciais, que seja eficaz no controle de microrganismos
contaminantes de alimentos presentes nas instalacées onde ocorre a produgcédo do “queijo canastra”. A
analise metagendmica das comunidades bacterianas presentes no processo de producdo do Queijo
Artesanal tipo Canastra permitiu a identificacdo de uma grande diversidade de grupos bacterianos:
identificacdo de 849 diferentes géneros, agrupados 219 familias. O projeto esta em sua fase final de
execucdo, faltando apenas a proposi¢cdo do protétipo a partir dos grupos bacterianos contaminantes

encontrados.

INTRODUCAO

A producao de queijos artesanais é uma tradicdo no estado de Minas Gerais, e a regido da Serra da
Canastra se destaca pela comercializagao do “queijo da canastra”, que é fabricado por produtores rurais em
pequena escala, com técnicas tradicionais e utiliza o leite cru. As caracteristicas propicias dessa regido
fornecem condicdes para o desenvolvimento de um queijo com caracteristicas sensoriais peculiares e muito
apreciada pelos consumidores (NOBREGA, 2007).

Os derivados de leite, particularmente os queijos, sdo alimentos susceptiveis a diversos tipos de
contaminagfes. E por ndo existir muito controle de fabricacdo, os queijos artesanais podem veicular
diversos microrganismos patogénicos, ocasionando em surtos de infeccdo ou intoxicacdo de origem
alimentar. Esses problemas tendem a agravar quando os queijos sdo processados com leite cru ou sem
emprego de tecnologia e higiene adequados (OLIVEIRA et al., 2010).

Patégenos emergentes tém sido relatados como importantes causadores de prejuizos e
intoxicacbes alimentares. Dentre eles destacam-se Escherichia coli, Salmonella, Typhimurium e Listeria
monocytogenes (TORTORA, 2002). A adequacao dos parametros que estabelecem padrdes de qualidade e

higiene no processamento do queijo minas artesanal torna possivel a comercializacdo segura desse
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prbdutd, que por meio do decreto 42.645 de 5 de junho de 2002 foi tombado como o primeiro bem imaterial
do Estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2010).

Para garantir aos consumidores, produtos saudaveis e seguros, a utilizacdo de sanitizantes
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oriundos de Oleos essenciais pode ser uma alternativa interessante para melhoria da qualidade
microbiolégica dos locais de manipulacéo, utensilios e equipamentos utilizados na fabricacdo dos queijos
artesanais. Esses 6leos, extraidos dos vegetais por arraste de vapor de agua ou outras técnicas, sao
compostos de grande importancia em pesquisas, por possuirem funcdes biolégicas de perpetuacdo e
defesa e serem potencialmente Uteis no controle de microrganismos, propiciando o desenvolvimento de
técnicas que procuram diminuir os efeitos negativos de oxidantes, radicais livres e microrganismos que
causam prejuizos nas industrias alimenticias (ANDRADE & MACEDO, 1996). A utilizacdo de metabolitos
secundarios de plantas vem crescendo e conquistando o mercado e a preferéncia dos consumidores por
apresentarem beneficios a saude, bem como menores impactos ao meio ambiente. As propriedades
antimicrobianas dos principios ativos dos 6leos essenciais de plantas aromaticas, inclusive as
condimentares, tém despertado o interesse do setor alimenticio por constituirem alternativa para o
desenvolvimento de novos sanitizantes utilizados no controle e remocé&o de biofilmes (SAITO & SCRAMIN,
2000). Biofilmes esses que podem ser definidos como comunidades microbianas que se aderem a
superficies. Dessa forma, o desenvolvimento de um produto a base de 6leo essencial que seja utilizado
como sanificante em fabricas de queijos artesanais possuem potencial para geracdo de patente e utilizagdo

comercial.

METODOLOGIA

Os locais de amostragem foram definidos com o auxilio da Prefeitura Municipal de Medeiros e da
Associacao de Produtores de Queijo Canastra de Medeiros (APROCAME). Foram definidos dois tipos de
locais de amostragem: (1) trés locais de producéo de queijos classificados com o padrdo de qualidade da
APROCAME (alto valor agregado); (2) trés locais de produgdo de queijos classificados como do tipo
rendado (baixo valor agregado).

Nestes locais foram coletadas amostras de material microbioldgico presente nas superficies das
estacdes de trabalho bem como a superficie dos equipamentos utilizados utilizando swabs estéreis. Para
cada ponto serdo coletadas quatro réplicas. Além das analises de superficies, amostras da matéria-prima
(leite cru) e do produto final (queijo) serdo também coletadas para a caracterizagdo dos grupos bacterianos
presentes. A caracterizacdo dos grupos bacterianos sera realizada pelo método de anéalise metagenémica,
na qual é extraido o DNA total presente em cada amostra coletada e cada grupo bacteriano presente &
identificado por diferencas Gnicas no seu DNA.

A relacdo das comunidades de microrganismos identificados é uma parte de um projeto ainda maior
gue busca com esses grupos de microrganismos encontrados desenvolver um produto sanitizante a partir

de 6leos essenciais para ser utilizado nas instala¢des de producao.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A analise metagendmica das amostras de cada etapa do processo de producdo do Queijo Minas
Artesanal tipo Canastra bem como as principais portas de entrada de novos microrganismos no processo

(tratadas aqui como “fonte de microrganismos”) gerou cerca de um milhdo de sequencias de DNA de
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qualidéde adequada para analise (Tabela 1). Das sequencias geradas, cerca de 10 mil ndo puderam ser

w
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classificadas pelo menos ao nivel de familia e ndo foram incluidas na analise. A analise metagendémica
apresentou resultados de rendimento similares aos encontrados em outros estudos desta natureza ja
desenvolvidos (ERCOLINI et al., 2012; DELCENSERIE et al., 2014; DALMASSO et al., 2016).

Com relagao a amplitude taxondmica caracterizada nesta analise, foram encontrados 35 diferentes
filos pertencentes aos dominios Archaea e Bacteria. Dentre os filos mais representativos, cerca de 87% das
sequencias identificadas correspondiam a 2 filos e 3 classes: Firmicutes (Classe Bacilli) e Proteobacteria
(Classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria). Estes grupos também foram predominantes em
outros estudos de analise metagenémica de comunidades bacterianas presentes em queijos, revelando a
tipica capacitada de adaptacdo de determinadas familias destes filos a este ambiente como por exemplo as
bactérias do acido latico (Latic acid bactéria - LAB) (MASSOUD et al., 2011; FUKA et al., 2013; RIQUELME
et al., 2015; DALMASSO et al., 2016).

Tabela 1. Rendimento da analise metagendmica das comunidades encontradas no processo de

producdo do queijo Canastra.

Categoria taxonémica NP° total
Sequencias de DNA analisadas (reads) 1005119
Filos identificados 35
Classes identificadas 60
Ordens identificadas 113
Familias identificadas 219
Géneros identificados 849

A identificacdo de 849 diferentes géneros, agrupados 219 familias, permitiu a realizacdo de
estimativas da riqueza das comunidades bacterianas de cada etapa do processo, bem como estimativas de
rigueza de cada potencial fonte de novos microrganismos para a comunidade bacteriana presente nos
gueijos. A comparacdo entre as riquezas médias entre produtos de maior e menor valor agregado revelou
gue as comunidades dos queijos de menor valor agregado sdo mais ricas em microrganismos na massa
dessorada e no queijo fresco (Tabela 2). A andlise ainda revelou que uma potencial explicacdo para esta
diferenca nestas etapas finais de producéo do queijo pode estar no utensilio de pano utilizado para remover
o0 excesso de liquidos totais da massa, uma vez que a Unica fonte de microrganismos que apresentou
diferencas entre os grupos foi justamente em amostras do pano utilizado. Embora as diferengas na riqueza
ndo tenham permanecido da etapa de queijo fresco para o produto final, estes microrganismos adicionais
podem ter gerado alteragcdes na composicao do produto ainda antes da maturacao resultando em produtos
finais com caracteristicas sensoriais que conferem menor valor agregado. Dessa forma, andlises adicionais
de identificacdo devem ser realizadas a fim de se buscar alguma relacao de causa e efeito entre a presenca
de determinado grupo bacteriano e a determinagéo de caracteristicas sensoriais que desagregam valor ao

produto.
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Tabela 2. Anélise comparativa da riqueza de géneros entre queijos de maior e menor valor agregado.
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Amostra Queijo maior valor Queijo menor valor

Prod1 | Prod3 | Prod4 | Média | Prod2 | Prod5 | Prod 6 | Média
Etapa do processo
Leite 169 158 155 160,7a 106 134 146 128,7a
Massa quebrada 109 139 96 114,7a 161 148 151 153,3a
Massa dessorada 66 103 100 89,7a 121 136 134 130,3b
Queijo Fresco 89 102 105 98,7a 126 154 158 146,0b
Queijo Maturado 21 24 27 24,0a 31 74 36 47,0a
Fonte de microrganismos
Latdo 100 102 138 113,3a 128 138 72 112,7a
Pa 91 80 59 76,7a 104 90 125 106,3a
Pingo 54 35 36 41,7a 97 87 44 76,0a
Bancada 38 84 69 63,7a 66 72 53 63,7a
Méo 96 91 105 97,3a 83 172 54 103,0a
Pano 62 69 74 68,3a 96 111 119 108,7b
Prateleira 113 92 118 107,7a 135 90 93 106,0a
CONCLUSOES

A andlise metagendmica das comunidades bacterianas presentes no processo de producdo do Queijo
Artesanal tipo Canastra permitiu a identificacdo de uma grande diversidade de grupos bacterianos:
identificacdo de 849 diferentes géneros, agrupados em 219 familias. O projeto estd em sua fase final de
execucdo, e essa caracterizagcdo das comunidades microbianas vai possibilitar o desenvolvimento de

sanitizantes a partir das comunidades encontradas.
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