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RESUMO

O leite bovino é uma matriz bioldgica rica e complexa, cuja microbiota exerce
influéncia direta na qualidade dos produtos finais de sua cadeia produtiva e na salde da
glandula mamaria. No contexto da producdo do Queijo Minas Artesanal Canastra, a
microbiota do leite é particularmente relevante, pois contribui tanto para as caracteristicas
sensoriais do queijo quanto para a manutencdo da qualidade microbioldgica da matéria-
prima. O entendimento dessa microbiota é essencial para otimizar processos produtivos,
garantir a seguranca alimentar e desenvolver estratégias de controle de enfermidades, como
a mastite, que afeta diretamente a qualidade do leite. Neste estudo, investigou-se o
microbioma do leite bovino em rebanhos produtores do Queijo Minas Artesanal Canastra.
Foram analisadas 94 amostras individuais de leite e 6 amostras de tanque de expansdo
refrigerado, totalizando 100 amostras provenientes de 6 fazendas da regido. A identificacdo
bacteriana foi realizada utilizando-se a técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA. Os
filos predominantes foram Actinobactéria, Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroides, com
destaqgue para as classes Actinobactéria, Gammaproteobacteria, Clostridia e
Alphaproteobacteria. Entre as bactérias do &cido latico (BAL), observaram-se maiores
frequéncias dos géneros Streptococcus (77%), Enterococcus (9%), Lactococcus (5%),
Aerococcus (3%) e Lactobacillus (2%). Corynebacteriaceae e Sphingomonaceae foram as
familias mais frequentes nos heatmaps das fazendas, enquanto, nos tanques de expansdo
refrigerado, as maiores frequéncias foram Corynebacteriaceae, Sphingomonaceae,
Micrococcaceae e Moraxellaceae. A Anélise das Coordenadas Principais (PCoA) revelou
uma notavel similaridade entre as amostras, independentemente da fazenda de origem ou do
armazenamento no tanque. A auséncia de agrupamentos distintos nos graficos de PCoA
sugere que fatores como proximidade geogréafica e condi¢cdes de manejo similares favorecem
uma microbiota homogénea, sem alteracdes significativas ao longo do processo. Os
resultados contribuem para uma melhor compreensao das comunidades microbianas no leite
bovino e suas interagdes, bem como auxiliam no desenvolvimento de préaticas voltadas a
melhoria da satde animal e da qualidade do leite. Além disso, os achados fornecem subsidios
para estratégias baseadas no microbioma que promovam a sustentabilidade e a valorizagao

da cadeia produtiva do Queijo Minas Artesanal Canastra.

Palavras-chave: Microbioma. Leite. Tangque de Expansdo Refrigerado.



ABSTRACT

Bovine milk is a rich and complex biological matrix, whose microbiota directly
influences the quality of the final products in its production chain and the health of the
mammary gland. In the context of Queijo Minas Artesanal Canastra production, the milk
microbiota is particularly relevant, as it contributes both to the cheese’s sensory
characteristics and to maintaining the microbiological quality of the raw material.
Understanding this microbiota is essential for optimizing production processes, ensuring food
safety, and developing strategies to control diseases such as mastitis, which directly affects
milk quality. This study investigated the bovine milk microbiome in herds producing Queijo
Minas Artesanal Canastra. A total of 94 individual milk samples and 6 bulks tank milk
samples were analyzed, amounting to 100 samples from six farms in the region. Bacterial
identification was performed using 16S rRNA gene sequencing. The predominant phyla were
Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, and Bacteroidetes, with a particular emphasis on
the classes Actinobacteria, Gammaproteobacteria, Clostridia, and Alphaproteobacteria.
Among lactic acid bacteria (LAB), the most frequently observed genera were Streptococcus
(77%), Enterococcus (9%), Lactococcus (5%), Aerococcus (3%), and Lactobacillus (2%).
Corynebacteriaceae and Sphingomonadaceae were the most frequent families in farm
heatmaps, while in refrigerated bulk tanks, Corynebacteriaceae, Sphingomonadaceae,
Micrococcaceae, and Moraxellaceae showed the highest frequencies. Principal Coordinates
Analysis (PCoA) revealed a notable similarity among the samples, regardless of their farm
of origin or storage in bulk tanks. The absence of distinct clusters in the PCoA plots suggests
that factors such as geographical proximity and similar management conditions favor a
homogeneous microbiota, without significant changes throughout the process. These findings
contribute to a better understanding of microbial communities in bovine milk and their
interactions, supporting the development of practices aimed at improving animal health and
milk quality. Additionally, the results provide insights for microbiome-based strategies that
promote sustainability and enhance the value of the Queijo Minas Artesanal Canastra

production chain.

Keywords: Microbiome. Milk. Refrigerated Bulk Tank.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio brasileiro é um setor de alta importancia para a economia do pais.
Dividido entre agricultura, pecuaria, silvicultura, pesca e aquicultura, é responsavel por geracéo
de milhares de empregos e produtos essenciais. No ano de 2017, 20,1% da forga de trabalho
brasileira estavam vinculados a esse setor, empregando 18,2 milhGes de pessoas (Castro et al.,
2020). Além disso, no ano de 2021, o setor alcangou recordes com registros de 27% do PIB
nacional (CEPEA, 2022). Dessa forma, o estudo do funcionamento e produtos gerados no
agronegocio do pais possui apelo consideravel, tendo em vista o impacto desse departamento

em ambito econdmico, trabalhista e nutricional.

Na parte nutricional, destacamos o leite, um fluido bioldgico que, com o passar do
tempo, se tornou um dos principais alimentos na vida do ser humano. A variedade de receitas
feitas a partir do produto lacteo é enorme. Visando ao aumento do consumo mundial e ao
crescimento populacional, 0 mercado pecuario passou a investir em novas técnicas de
producdo, armazenagem e transporte, melhorando a qualidade do produto e diminuindo o
tempo da fazenda até o mercado e do mercado para a mesa do consumidor. A consequéncia
deste processo de tecnologia na cadeia produtiva do leite foi a elevagdo da produtividade
brasileira para niveis mundiais e entrada do pais na disputa com outros paises para a exportacao,
causada pela reducdo de barreiras de comercializacdo e aumento do prazo da utilizacdo do
produto nacional (Oliveira, 2012; Bassotto, 2020).

O Brasil é um dos maiores produtores de leite no ranking mundial, ocupando o 3°
lugar no ano de 2020. Possui producdo de 33,84 bilhdes de litros, com média de 5% da
producdo mundial, ficando atras somente dos Estados Unidos e india (Carvalho, 2020). A
regido com maior producdo de leite no Brasil, entre os anos de 2016 e 2018, foi a Regido Sul,
com mais de 11,58 bilhdes de litros, representando cerca de 34,24% do total nacional; em
seguida, esta a Regido Sudeste, com mais de 11,46 bilhdes de litros. Na mesma tendéncia, a
maior produtividade continua sendo liderada pela Regido Sul, com o valor de producéo de 3437
litro/vaca/ano, em 2018, seguida pela Regido Sudeste, com 2403 litro/vaca/ano (Carvalho,
2020).

No que tange ao poder econdémico do agronegocio, € importante salientar que o
PIB total do setor € dependente direto da agricultura empresarial e agricultura familiar. Essa

altima desempenhou papel fundamental no ano de 2017, envolvendo 10,1 milhdes de pessoas



e representando cerca de 74% dos estabelecimentos rurais no Brasil, tendo como principal
atividade a producdo animal (Bustamante, 2021). Em muitas propriedades, a producéo agricola
é assegurada pela producdo familiar, ou seja, tem a participacdo direta da familia na
organizacao e execucdo rural, demonstrando que nem sempre é preciso uma estrutura de larga
escala nem mesmo o emprego de médo de obra especializada e que pequenos produtores nao
séo sindnimo de pequena producdo (Benedetti, 2008). Uma atividade de destaque executada
pelos agricultores familiares € a produgdo de queijos, na tentativa de agregar valor ao leite.
Neste contexto, Minas Gerais possui regides produtoras de queijos artesanais valorizados em

nivel nacional e internacional.

Dentre os varios queijos regionais produzidos em Minas Gerais, temos como
destaque o Queijo Minas Artesanal Canastra, produzido na regido da Serra da Canastra. Sua
origem esta associada a regido da Serra da Estrela, em Portugal; no entanto, o queijo portugués
é feito do leite das ovelhas com emprego, principalmente, de mao de obra feminina, e o Queijo
Artesanal Canastra, de Minas, é feito com uso de leite bovino (Meneses, 2006; Netto, 2011).
Sua producdo contribui de forma direta com a identidade sociocultural da regido, sendo produto

da agricultura familiar e renda principal de muitas familias locais.

O queijo Minas Artesanal Canastra é produzido a partir de leite cru de vaca,
seguindo métodos tradicionais transmitidos por gerac6es na regido da Serra da Canastra, em
Minas Gerais. O processo comeca com a ordenha, seguida da adi¢do do pingo, um fermento
natural obtido da producdo anterior, que confere sabor e identidade ao queijo. Apds a
coagulacdo, a massa € cortada, mexida e dessorada antes de ser moldada em formas, prensada
manualmente e salgada a seco ou em salmoura. Em seguida, 0s queijos sdo deixados para
maturacdo em prateleiras, onde adquirem textura e sabor caracteristicos devido a acdo de
microrganismos naturais do ambiente e do leite. A padronizacdo desse processo é fundamental
para garantir a qualidade, a seguranca alimentar e a autenticidade do queijo, preservando sua
tradicdo e assegurando que cada peca mantenha as caracteristicas sensoriais que fazem do

Canastra um dos queijos mais apreciados do Brasil (EMBRAPA, 2018).

O Parque Nacional da Serra da Canastra esta situado na regido sudeste do estado
de Minas Gerais e apresenta altitudes variando de 637 a 1485 m. E berco da nascente do rio
Sdo Francisco, possui clima tropical, com vegetagdo tipica do cerrado, com temperaturas
médias em 22,2 °C e chuvas abundantes entre 0os meses de outubro e margo. Essas condi¢6es

climéticas séo favoraveis para a producdo do Queijo Minas Artesanal Canastra, propiciando o
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desenvolvimento de bactérias tipicas da regido para uma fabricacdo de excelente qualidade e
caracteristicas organoléticas diferenciadas de outras localidades do Estado e do pais
(DATASEBRAE, 2016-2022). O estudo dessas bactérias € imprescindivel tanto no ambito
cientifico quanto para a producdo de alimentos, visando proporcionar seguranca alimentar,

qualidade do produto, valorizacdo, inovacao e diversificagéo.

As bactérias presentes no queijo tém origem no leite e desempenham um papel
essencial na fermentacdo, maturacdo e desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do
produto. Elas promovem a acidificagdo ao converter lactose em &cido latico, facilitando a
coagulacao das proteinas e a formacéo da estrutura do queijo. Além disso, durante a maturagéo,
atuam na degradacdo de proteinas e lipidios, gerando compostos que influenciam diretamente
o0 sabor, aroma e textura. Essas bactérias também contribuem para a seguranca microbioldgica
do queijo ao produzir substancias que inibem microrganismos indesejaveis. A composicao e a
atividade dessas bactérias sao influenciadas por fatores como a qualidade do leite, 0 processo
de fabricacdo e as condi¢fes de maturacao, sendo determinantes para a identidade e a qualidade
do queijo (Coelho et al., 2022).

Nas fazendas queijeiras, o excedente de leite ordenhado que ndo € usado na
producdo de queijos é despejado diretamente em tanques de expansdo, que possuem normativas
técnicas rigorosas de controle de temperatura e higienizacdo, com o objetivo de preservar a
qualidade do produto inicial. Esses tanques mantém o leite a uma temperatura adequada para
evitar a proliferacdo de microrganismos patogénicos e retardar o crescimento bacteriano
indesejado, assegurando gue o leite esteja em condigdes ideais para seu beneficiamento. O leite
armazenado nesses tanques € proveniente da maioria dos animais da fazenda, o que significa
que sua microbiota reflete a combinacédo da diversidade bacteriana natural de cada vaca. Essa
riqueza microbiana inclui tanto bactérias benéficas quanto possiveis patégenos, que devem ser

monitorados e controlados.

O presente trabalho teve o objetivo de comparar a microbiota da glandula mamaria
bovina dos rebanhos produtores do Queijo Minas Artesanal Canastra, com intuito de analisar
possiveis discrepancias entre os microrganismos presentes no leite de animais individuais e no
tanque de expansdo refrigerado das fazendas. Dessa forma, os dados deste estudo podem
contribuir significativamente no manejo dos animais e na fabricacdo e qualidade da cadeia
produtiva do Queijo Minas Artesanal Canastra. Resultados aqui gerados podem ter
consideravel valor biotecnolégico, podendo contribuir com abordagens bioterapéuticas a partir



da prospeccéo de bactérias potencialmente probidticas deste ecossistema, possibilitando maior

qualidade microbioldgica do leite durante o tratamento dos animais.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Comparar a microbiota individual da glandula maméaria bovina e de tanque de

expanséo refrigerado em rebanhos produtores de Queijo Minas Artesanal Canastra.

2.2. Objetivos Especificos

A)Extrair DNA metagendmico a partir de amostras de leite cru de animais
individuais e de tanque de expansdo refrigerado de 6 fazendas da regido da Serra da
Canastra,;

B) Examinar a composi¢do microbiana da glandula mamaria bovina pela anélise da
microbiota, baseada no sequenciamento de nova geragédo das porc¢des V3-V4 do gene 16S
rRNA, em amostras metagenémicas de DNA extraido a partir de leite cru;

C) Caracterizar a abundancia de géneros de bactérias do acido latico (BAL);

D) Caracterizar a abundancia de Filos e Classes bacterianas;

E) Identificar Familias que representam abundéncia significativamente diferente
entre as amostras individuais e de tanque de expansao refrigerado, por meio da analise de
Heatmaps;

F) Identificar se existem diferengas significativas no microbioma de amostras de

leite de animais individuais e amostras de leite do tanque de expanséo refrigerado.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Pecuaria leiteira e sua importancia para a economia e sociedade

A pecuaria desempenha papel significativo no mundo, tanto em termos econémicos
quanto sociais. E um dos principais setores da economia mundial, ocupando a maior parte de
area terrestre, dentre 0s 37% de terras agricolas no Planeta (Parente et al., 2019). Além de ser
0 setor responsavel por empregar, diretamente, cerca de 1,3 bilhdo de pessoas em todo o

mundo, é também imprescindivel na nutricdo das nacoes (FAO, 2021).

No Brasil, a pecuaria leiteira colocou o pais em 3° lugar no ranking mundial, com
producédo de 33,84 bilhGes de litros de leite, nos periodos de 2016 a 2018 (Carvalho, 2020). O
pais possui um dos maiores rebanhos mundiais, com 224,6 milhdes de cabecas, que resultaram
em produtos pecudarios com valor de R$ 91,4 bilhGes, sendo 74,5% desse valor concentrados
na pecuaria leiteira (IBGE, 2022).

Dentre as cinco regides brasileiras, o Sul lidera a producédo nacional, porém, Minas
Gerais € 0 estado de origem de maior producao estadual de leite, com 9,6 bilhGes de litros, que
correspondem a 27,2% da producdo total (IBGE, 2022). O Estado destaca-se na producdo
leiteira, principalmente por possuir um rebanho bovino com 22,9 milhGes de cabecas, tendo
como as regides com maior producdo leiteira a mesorregido Sul/Sudeste, Alto Paranaiba e
Tridngulo Mineiro (IBGE, 2022).

Como dito anteriormente, a pecudria destaca-se também por sua importancia
nutricional. O leite € um dos produtos derivados desse setor e possui papel valioso na nutricao
humana por ser composto de carboidratos, lipideos, proteinas, entre outros compostos
organicos e inorganicos que contribuem com essa funcdo. Com isso, a pecudria leiteira esta

diretamente ligada com a seguranga alimentar e nutricional do pais (Zang et al., 2021).

Além da importancia econdmica e nutricional, a pecudria leiteira também tem uma
forte relevancia social no Brasil. A agricultura familiar retrata papel fundamental na
agropecuaria brasileira, a qual, no ano de 2017, ocupava cerca de 77% dos estabelecimentos
do setor, gerando cerca de 10,1 milhGes de empregos (IBGE, 2019). Os empreendimentos
familiares sdo responsaveis por trazer diversidade de cultura em todos os cinco biomas

brasileiros, sendo reconhecidos internacionalmente pela producdo alimentar, geracdo de



empregos, seguranca alimentar e protecdo da agrobiodiversidade e ecossistemas (EMBRAPA,
2019).

3.2. Queijo Minas Artesanal Canastra

De acordo com a Lei n.° 13.860/2019, é considerado Queijo Artesanal (QA) todo
aquele que for elaborado com métodos tradicionais, representando e valorizando algum
territorio ou cultura, e produzido mediante protocolo especifico e boas préaticas de fabricacao
(BRASIL, 2019). No geral, os queijos artesanais ndo sé oferecem experiéncias gastronémicas,
mas também desempenham papel fundamental na preservacdo cultural, na economia local e

sustentabilidade agricola.

Em Minas Gerais, a producdo de queijos é uma atividade de grande importancia,
principalmente cultural e econdmica. Durante os anos de 1816 a 1831, as producdes de queijos
eram oriundas apenas dos estados de S&o Paulo e Minas Gerais, e esse Ultimo é conhecido até
os tempos atuais como a “terra do queijo” (Meneses, 2006). Atualmente, ¢ o Estado que mais
tem criado normas e politicas publicas para regulamentacdo do comércio do Queijo Minas
Artesanal (QMA) e possui uma producdo estimada de 21,8 mil toneladas desse produto
(EMATER, 2022; EMBRAPA, 2019).

Segundo o Decreto n.° 9.918, de 18 de julho de 2019, a matéria-prima de origem
animal para a producdo artesanal deve ser processada na propria propriedade, a partir de
técnicas predominantemente manuais, em que o produto deve ser individualizado e genuino,
sendo mantidas as caracteristicas tradicionais, culturais ou regionais (BRASIL, 2019). Dessa
forma, o processo de fabricagdo do QMA possui protocolo apropriado e desempenhado de

acordo com a tradi¢do historica e cultural da regido de producédo (Costa, 2022).

A Portaria IMA 1969, de marc¢o de 2020, estabelece a caracterizacdo do QMA, na
qual o Art. 2° considera como QMA aquele elaborado a partir do leite cru, higido, integral, de
producdo propria e com utilizacdo de soro fermentado (pingo), cujo produto final apresente
consisténcia firme, com cor e sabor préprios, massa uniforme, isenta de corantes e
conservantes, com ou sem olhadura mecanica. A referida legislacdo também determina que o
leite deve ser usado até 90 minutos logo apés a ordenha, sem tratamento térmico, e com
emprego de culturas lacteas naturais e maturacdo conforme periodo estipulado para cada
microrregido (Minas Gerais, 2020). No Art. 3°, a Portaria estabelece as etapas do processo de

fabricacdo do QMA, sendo elas: filtracdo, adicdo de fermento natural (pingo) e coalho,
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coagulacao, corte da coalhada, mexedura, dessoragem, enformagem, prensagem, salga seca e

maturacao (Minas Gerais, 2020), como mostrado ilustrativamente na Figura 1.

Figura 1 — Etapas de fabricacdo do Queijo Minas Artesanal (QMA)

Ordenha Filtracao Adicdo de pingo

e Coalho

Retirada Enformagem e Salga Maturacao
do soro prensagem manual seca

Fonte: Emater, 2022; Adaptado.

Legenda: A figura mostra as etapas de fabricacdo do Queijo Minas Artesanal, por ordem de execuc¢do, iniciando
no processo de ordenha e seguido pelos demais, filtracdo, adigdo de pingo e coalho, corte, mexedura, retirada do
soro, enformagem, prensagem manual e salga seca, finalizando na maturacéo.

De forma mais detalhada, o processo de ordenha é uma etapa crucial na producao
do QMA, pois a qualidade do leite utilizado impacta diretamente nas caracteristicas do queijo.
O leite deve ser proveniente de um rebanho sadio, sem apresentacdo clinica de doencas, e é
necessario atencdo quanto a salde e equipamentos de protecdo dos ordenhadores, com
finalidade de garantir a satde do rebanho e higiene durante todo o processo. O método pode
ser realizado de forma manual ou mecénica, desde que as boas praticas de ordenha sejam
utilizadas para evitar contaminacao. O processo de filtracdo do leite cru deve ser realizado até
90 minutos apos a ordenha, para que ndo haja tratamento térmico e o leite utilizado esteja a

aproximadamente 37°C. Nessa etapa, o leite passa por um funil com um tecido plastico de



malha fina, para remover qualquer impureza visivel, e é direcionado para um tanque de

armazenamento na area de producdo (EMBRAPA, 2018).

Em seguida, ocorre a adigéo do pingo e coalho, etapa fundamental na producgéo do
QMA. O “pingo” € um fermento endégeno de extrema importancia na producdo do QMA, pois
desempenha papel crucial na fermentacdo e maturacdo do queijo. E originado do soro
remanescente da producdo queijeira do dia anterior e utilizado no dia seguinte para producao
de um novo lote. O pingo contém alta concentracdo de cloreto de sodio e bactérias lacteas
endogenas, e sua adi¢do ao leite contribui para a formacao de uma microbiota diversificada que
caracteriza a regido onde o queijo foi fabricado, sendo responsavel pela cor, sabor, aroma e
textura do queijo. Normalmente, o pingo é adicionado juntamente com o coalho, um coagulante
enzimatico que ¢ adicionado em quantidade suficiente para coalhar o leite em um tempo de 45
a 60 minutos. A combinacdo desses dois elementos é essencial para a formacéo da coalhada e,
consequentemente, do queijo. A préatica de utilizacdo do pingo é uma tradi¢do que contribui
para a singularidade do QMA (EMBRAPA, 2018; Oliveira, 2020).

Ap0s o processo de coagulacdo, a massa deve ser mantida em repouso até atingir
ponto de corte, que, geralmente, ocorre no periodo de 40 a 90 minutos, variacdo dependente de
fatores como dosagem do pingo, composicdo do leite e estacdo do ano. O ponto do corte €
determinado pela experiéncia do queijeiro, a partir de observacdo de particdo da massa, mas o
ideal é que essa se parta sem quebrar, formando uma fenda. O corte permite a dessoragem da
massa; dessa forma, deve ser feito de maneira precisa, pois a antecipacdo pode causar

desperdicios, e o atraso pode resultar em uma textura final indesejada (EMBRAPA, 2018).

Apds o corte da massa, a mexedura € realizada de diferentes maneiras, a depender
do produtor, e tem como objetivo auxiliar na separacéo do soro da massa. No caso do QMA da
Serra da Canastra, esse processo ocorre em um periodo curto, que varia de 1 a 5 minutos, em

gue a massa € agitada com uma pa, utilizando-se movimentos lentos (EMBRAPA, 2018).

Durante a retirada do soro, também conhecida como dessoragem, a massa formada
desce para o fundo do recipiente e o soro fica na parte superior, formando um sobrenadante.
Para a retirada desse soro, sao utilizados recipientes de plastico ou aco inoxidavel, devidamente
higienizados. Essa etapa é crucial para a obtencdo da textura desejada do queijo, e 0 soro
retirado costuma ser utilizado na alimentacdo animal. Posteriormente, vem a etapa de

enformagem, na qual a massa do queijo parcialmente drenada é coletada e distribuida em



formas. No caso do QMA da Serra da Canastra, a enformagem € feita sobre um tecido sintético
apropriado gque € colocado na forma antes da adi¢do da massa. Apds esse processo, ocorre a
prensagem manual, em que a massa nas formas é prensada com as maos para se retirar o
excesso de soro e compacta-la (EMBRAPA, 2018).

A salga a seco é o penultimo processo na producdo do QMA. Apos a prensagem,
0s queijos recebem uma salga superficial a seco, com sal grosso ou triturado, na proporcéao de
40 a 120 g/kg de massa. Essa salga é realizada enquanto os queijos ainda estdo nas formas,
geralmente, em bancada de arddsia, que é o material mais utilizado para essa finalidade. Esse
processo ocorre em duas etapas: apds a primeira aplicacdo do sal, o queijo é deixado por um
periodo de 6 a 12 horas descansando, no caso do QMA da Serra da Canastra. Em seguida, é
virado, e o processo de salga, repetido. No segundo dia do processamento, o queijo é transferido
para outra bancada, onde ocorre a retirada do excesso de sal (EMBRAPA, 2018).

A Ultima etapa de producdo do QMA €é a maturacdo. A partir do segundo dia de
fabricacdo, os queijos sao transferidos para prateleiras de madeira, onde iniciam o processo de
maturacdo. Durante essa fase, eles passam a ser virados regularmente, para que ocorra uma
maturacdo uniforme, a qual deve ser realizada em temperatura ambiente ou em ambiente
controlado, respeitando-se as tradices de fabricacdo e legislacdo vigente. O periodo minimo
de maturacdo para 0 QMA ¢ de 22 dias e, durante esse processo, 0s queijos podem ser lavados
com &gua corrente a cada 2 ou 3 dias, a depender das condi¢cGes ambientais de temperatura e
umidade. Essa etapa é fundamental para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais do
queijo (APROCAN, 2017; EMBRAPA, 2020).

O Queijo Minas Artesanal Canastra (QMAC) é um produto oriundo da parte social
da pecuéria leiteira de Minas Gerais. Sendo produzido através da agricultura familiar, o QMAC
é responsavel por trazer renda a mais de 800 familias, dispostas na regido da Serra da Canastra
(Oliveira, 2020), composta pelos municipios de Sdo Roque de Minas, Medeiros, Vargem

Bonita, Tapirai, Delfindpolis, Bambui e Piumhi, como mostrado na Figura 2.
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Figura 2 — Regido da Serra da Canastra e Municipios componentes

Serra da Canastra
Bambui

S&6 Roque de Minas Piumhi

Medeiros Vargem Bonita

DO

Delfinopolis

Tapirai

Fonte: Autor, 2024.

Legenda: A Figura mostra o mapa do Brasil, com destaque no estado de Minas Gerais € zoom nos municipios
pertencentes a regido da Serra da Canastra, divididos por localizacdo e cor. Em azul-claro, temos Sdo Roque de
Minas; em rosa, Medeiros; em amarelo, Tapirai; em preto, Bambui; em vermelho, Piumhi; em verde, Vargem
Bonita; e em azul, Delfindpolis.

A Serra da Canastra € conhecida por sua diversidade biol6gica, clima diversificado,
paisagens e cursos d’agua. Localizada no oeste e sul de Minas Gerais, a 343 km da capital,
Belo Horizonte, é uma regido integralmente estabelecida dentro do bioma cerrado, possuindo
como unidade de conservacao o Parque Nacional da Serra da Canastra (BRASIL, 2019). Além
de riqueza em fauna e flora, a Serra da Canastra destaca-se por conter a nascente do rio Sdo
Francisco, um importante polo do ecoturismo e da producdo do Queijo Minas Artesanal

Canastra, um dos mais renomados do pais (Oliveira, 2019; Bemfeito, 2016).

A producdo de QMAC é uma pratica que remonta a geragdes, sendo transmitida de
pais para filhos. O saber fazer queijo Canastra é considerado um patriménio cultural imaterial,
essencial para a identidade da regido e registrado pelo Instituto do Patrimdnio Histérico
Artistico Nacional (IPHAN), garantindo sua protecao e valorizagdo. Esse reconhecimento legal

é um passo importante para a salvaguarda do conhecimento e das praticas associadas a
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producdo do queijo, permitindo que os produtores tenham acesso a politicas de apoio e
incentivo (Marinho, 2017).

Os queijos artesanais da Serra da Canastra sdo produzidos principalmente por
pequenos produtores rurais que fazem parte da agricultura familiar. Esses queijeiros seguem
métodos e técnicas tradicionais que sdo regulamentadas pela Associacdo dos Produtores de
Queijos Canastra (Aprocan), responsavel por estabelecer normas que garantam qualidade e
autenticidade do queijo (Chaves et al., 2018). Essa producdo artesanal é uma atividade que ndo
apenas preserva tradi¢des culturais, mas também proporciona alternativa econémica para 0s
agricultores familiares. Muitos produtores de pequenas propriedades dependem da venda dos
queijos para o sustento familiar e manutencdo das atividades da fazenda. Sendo assim, a

producdo queijeira é sua principal fonte de renda (EMBRAPA, 2018).
3.3. Glandula mamaria bovina

A classe Mammalia se diferencia das demais por apresentar pelo menos trés
caracteristicas Unicas em seus representantes: a presenca de trés 0ssos no ouvido (bigorna,
martelo e estribo), pelos e glandula mamaria (GM). Nessa classe, ha trés linhagens: os
prototérios (equidna e ornitorrinco), os metatérios (marsupiais) e o0s eutérios (placentarios)
(Limaet al., 2015). Os prototérios apresentam desenvolvimento do feto dentro do ovo, ou seja,
mantiveram a oviposi¢do em sua evolucdo. JA 0s metatérios sdo animais que vivem parte de
seu desenvolvimento dentro do marsupio materno, onde ha acesso a teta que serd seu novo
canal de nutrigdo. A terceira e Ultima linhagem, os eutérios, inclui a maioria dos mamiferos;
sdo animais placentarios, que apresentam todo o seu desenvolvimento fetal dentro do Gtero

materno (Moraes, 2016).

Os bovinos sdo animais da classe Mammalia, apresentando todas as caracteristicas
ja citadas e se enquadrando dentro da linhagem dos eutérios. Sua particularidade é que sdo
animais selecionados economicamente para a producéo leiteira, diante de seu aceite social,
poder reprodutivo e produtivo. Os principais aspectos que levaram esses animais a serem
escolhidos como lideres na producdo de carne e leite foram: zootécnicos, comportamentais e
de rentabilidade. Dentro dos aspectos zootécnicos, a capacidade de producéo, diversidade de
racas e adaptacdo sdo caracteristicas fundamentais para eles ocuparem o topo do pddio. A
existéncia de diversas ragas especializadas permite selecionar animais tanto para a producéao

de leite quanto para a producédo de carne, pois, ainda que sejam animais com capacidade inata
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de produzir grandes volumes, existe essa necessidade de classificacdo. Além disso, muitas
racas bovinas possuem grande capacidade de adaptacdo, o que facilita sua criacdo em varias
regides do mundo (Van, 1994; Phillips, 2018). Todavia, quando destacamos a producéo leiteira,
0 6rgdo em destaque, responsavel por gerar a producdo econémica do leite, € a glandula

mamaria (GM).

A GM bovina tem seu desenvolvimento inicial durante a fase fetal e se estende,
posteriormente, para as fases de pré e pds-puberdade, gestacdo, lactacdo e periodo seco. A
formacéo das estruturas bésicas e ramificacGes de ductos ocorre durante as fases fetal, pré e
pos-puberdade, respectivamente, mas a GM ainda sofre varias transformacdes nas demais
etapas de desenvolvimento, o qual é controlado por horménios enddcrinos e fatores de
crescimento que desempenham mudancas na morfologia e dindmica do 6rgado em cada fase
(Lima, 2015).

A GM é uma glandula exdcrina modificada e especializada para producao de leite.
Esse orgdo origina-se no inicio do segundo més de gestacdo do embrido, a partir do
espessamento linear bilateral do ectoderma ventrolateral, estando localizado na regiéo inguinal
do corpo do animal. Histologicamente, por ser um tecido epitelial glandular, suas células
secretoras sdo conhecidas como parénquima, e o tecido conjuntivo responsavel por sustentar
essas celulas é denominado estroma. O parénquima da GM é composto, principalmente, por
alvéolos, os quais sdo bolsas formadas por uma camada de células epiteliais secretoras e,
quando agrupados (I6bulos) e reunidos por unidades maiores (lobos), sdo rodeados por tecido
conjuntivo (estroma), responsavel pela nutricdo e sustentacdo. Os alvéolos apresentam
cobertura de células mioepiteliais, que possuem capacidade de se contrair e exercer forca
mecanica, promovendo ejecdo do leite. O material secretado por essas estruturas € drenado para
ductos que se ramificam e transportam o leite até as cisternas mamarias (Moraes, 2016;
Steinberg, 2016, Jaswal et al., 2022).

A GM é um 6rgéo dindmico, em constante transformacdo. Ela se desenvolve
principalmente ap0s 0 nascimento e passa por mudancas regulares ao longo de toda a vida
produtiva do animal. Seu periodo de mais rapido crescimento, em bovinos, precede a
puberdade; porém, seu maior desenvolvimento ocorre durante o periodo de gestacdo até a
concepcdo, fase em que a glandula se torna funcional, pronta para produzir leite. O tecido
secretor e de sustentacao da glandula é regulado por hormonios de origem hipofisaria, ovariana

e por fatores produzidos pelo tecido adiposo e parenquimal. Durante o periodo de lactagéo, ha
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maior quantidade de tecido secretor (parénquima) e menor de estroma; o inverso ocorre fora
desse periodo (Moraes, 2016; Steinberg, 2016; Machado, 2021).

A vaca possui quatro glandulas mamarias individuais, intimamente associadas e
justapostas, cujo conjunto resulta no Ubere. Essa estrutura esté localizada na regido inguinal,
apresentando quatro quartos mamarios, que possuem unidades glandulares independentes e sdo
drenados cada um por uma teta, como é possivel analisar na Figura 3. Sdo estruturalmente
separadas e ndo ocorre fluxo de leite entre elas. Internamente, as glandulas apresentam os
alvéolos, ductos e cisterna de lobos e de quartos, onde a passagem do leite ocorre,
respectivamente, por cada um até chegar no teto e ir para 0 meio externo (Moraes, 2016;
Araujo, 2012; Steinberg, 2016; Machado, 2021).

Figura 3 — Esquema estrutural da glandula mamaria bovina
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Fonte: Steinberg, 2016.

Legenda: O ubere é formado por quatro quartos que possuem glandulas mamarias individuais em cada um. A
glandula maméria é formada por lobos, que séo unidades maiores que se dividem em unidades menores, chamadas
I6bulos. Esses sdo formados por alvéolos e ductos, responsaveis pela producdo e transporte do leite para a cisterna
da glandula e cisterna do teto. Os alvéolos apresentam cobertura de células mioepiteliais, que possuem capacidade
de se contrair e exercer forca mecénica, promovendo ejecéo do leite.

3.4. Microbiota do leite
O leite é um fluido produzido pelas glandulas mamarias dos mamiferos e possui

uma composicdo fundamental para a nutricdo, hidratacdo e imunidade dos filhotes.
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Nutricionalmente, é constituido por uma combinacdo equilibrada de gorduras, proteinas,
vitaminas e carboidratos, que fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento saudavel
dos recém-nascidos. Além disso, o leite contém elevado percentual de &gua, sendo a principal
e, muitas vezes, Unica fonte de hidratacdo dos filhotes, dispensando a necessidade de ingestéo
de agua adicional. No aspecto imunoldgico, € composto por imunoglobulinas e rico em
microrganismos benéficos que colonizam o sistema digestivo, desempenhando um papel
crucial no desenvolvimento da resisténcia imunoldgica do filhote, protegendo-o contra
infecgdes e fortalecendo seu sistema de defesa (Bobinski et al., 2020; Toscano et al., 2017,
Lyons et al., 2020; Chastant et al., 2019).

A origem da microbiota do leite ainda é incerta, mas ha algumas hipéteses que
explicam o desenvolvimento desses microrganismos nesse ambiente. De maneira geral, 0s
microrganismos presentes no leite sdo adquiridos por contaminacao externa (exdgena), tecidos
internos (endogeno) e fluidos corporais, como representado na Figura 4. No que se refere as
vias exogenas, estudos em humanos mostram que microrganismos da pele materna e da
cavidade oral do bebé podem compor a microbiota do leite, devido ao fluxo de leite que retorna
aos ductos mamarios durante a amamentacéo (conhecida como via retrogada). Esse mecanismo
pode justificar a presenca de bactérias cutdneas e orais na microbiota do leite, como
Streptococcus spp. e Staphylococcus spp. Nos bovinos, a transmissdo de microrganismos por
meio do contato direto entre o filhote e a mée é limitada, uma vez que, muitas vezes, 0s bezerros
sdo separados de suas maes logo ap6s o nascimento, 0 que impede a interacdo direta e,
consequentemente, a troca microbiana via retrogada. No entanto, a origem exodgena da
microbiota presente no leite bovino pode ser originada de diversos ambientes, como 0s
equipamentos de ordenha, que, se ndo forem corretamente higienizados, podem acumular
residuos e favorecer o crescimento de microrganismos. Além disso, 0 ambiente de descanso ou
ordenha dos animais, onde ha presenca de poeira, solo, biofilme e outros materiais organicos,
pode também atuar como fonte de contaminacao, transferindo microrganismos para o Ubere ou
diretamente para o leite. Outro fator é a qualidade da agua utilizada na lavagem dos
equipamentos e utensilios de ordenha, que pode ser um vetor de contaminagdo caso ndo receba
o0 tratamento adequado (Guo et al., 2024; Latorre et al., 2019; Sakwinska et al., 2019; Metzger
et al., 2018; Royo et al., 2021).
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Figura 4 — Mecanismos de formacdo da microbiota do leite
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Fonte: Guo et al., 2024 (traducéo autor).

Legenda: Os microrganismos presentes no leite bovino podem ter origens externas e internas. Entre as fontes
externas, destacam-se a &gua potavel, os utensilios de ordenha, a cama, a pele do animal, as fezes e 0 ambiente do
celeiro, que podem contribuir para a microbiota do leite. Ja as vias de transferéncia endégena incluem a circulacéo
de microrganismos pelas rotas enteromamaria e rimen-mamaria, além da presenca de microrganismos
naturalmente residentes na glandula mamaria.

Um dos mecanismos enddgenos responsaveis pela colonizacdo do leite ocorre pela
via enteromamaria, na qual células dendriticas e células mononucleadas capturam
microrganismos do limen intestinal e os transferem para as glandulas mamarias durante a
lactacdo, translocando essas bactérias para o leite, como apresentado na Figura 5. Outra
hipbtese sugerida é a via rtmen-mamaria, embora ainda ndo haja estudos aprofundados sobre
0s mecanismos envolvidos, ja existem pesquisas que relatam a presenca de DNA da microbiota
ruminal no leite bovino. A glandula mamaéria também desempenha papel significante na
colonizacdo microbiana do leite. Acredita-se que a translocacdo de microrganismos pela via
enteromamaria ocorre apenas no periodo final da gravidez e lactagdo; entretanto, alguns
estudos descobriram microrganismos vivos nos tecidos mamarios de mulheres que nunca
amamentaram, sugerindo que a glandula mamaria é uma fonte potencial de microrganismos do

leite. Dessa forma, esses microrganismos, adquiridos de forma endogena, sdo caracterizados
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como a microbiota residente original da glandula mamaria e fonte primaria de colonizagédo do
leite no inicio da lactogénese (Guo et al., 2024; Sakwinska et al., 2019, Xu et al., 2024; Metzger
et al., 2018; Royo et al., 2021).

Figura 5 — Via enteromamaria
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Fonte: Guo et al., 2024 (traducéo autor)

Legenda: Mecanismo de transferéncia microbiana via enteromamaria. Supde-se que 0S microrganismos
comensais do intestino sejam identificados e transportados pelo epitélio intestinal por meio de mondcitos, células
dendriticas e macrdfagos. Essas células capturam microrganismos do limen intestinal e sdo temporariamente
armazenados nos linfonodos mesentéricos ou transferidos diretamente para as glandulas mamarias através do
sistema linfatico e sanguineo. Em seguida, por meio de interacbes com o epitélio mamario, essas células levam
0s microrganismos para a glandula mamaria e, posteriormente, para o leite.

No leite humano, podem ser encontradas entre 10' e 107 unidades formadoras de
colénias (UFC) por mL de bactérias vivas. Staphylococcus comensais e Streptococcus sdo 0s
taxons predominantes no leite humano, enquanto as bactérias do acido lactico (BAL) estdo
presentes em menor quantidade. No caso dos bovinos, géneros como Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, Streptococcus e Micrococcus sdo frequentemente
isolados no leite fresco. Ja os filos bacterianos predominantes, identificados por
sequenciamento do gene rRNA 16S, incluem Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e
Bacteroidetes (Steinberg, 2016; Derakhshani et al., 2020; Sakwinska et al., 2019; Guo et al.,
2024).

17



O crescimento de certas espécies bacterianas patogénicas no leite pode desencadear
doencas inflamatorias da glandula mamaria, como a mastite. Os principais agentes
responsaveis pela disbiose desse ambiente e pelo desenvolvimento dessa condi¢cdo sdo as
espécies Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae e Escherichia coli. Esses
microrganismos, quando presentes em abundancia, podem provocar inflamacdo e infeccdo,
prejudicando a salde da glandula mamaria e a qualidade do leite. Diversos estudos vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de explorar tratamentos bioterapéuticos para mastite, utilizando
bactérias probidticas com potencial para interagir com os patégenos responsaveis pela doenga.
Essas bactérias probidticas podem ajudar a modular a suscetibilidade a infecgdo intramamaria,
promovendo um equilibrio na microbiota da glandula mamaria e combatendo microrganismos
causadores de mastite, oferecendo uma abordagem promissora e natural para o tratamento e
prevencao dessa condicdo inflamatoria (Bouchard et al., 2015; Rainard, 2017; Metzger et al.,
2018; Poder et al., 2024).

3.5. Microbioma

Khanna et al. (2014) estabelecem que microbioma se refere ao numero total de
microrganismos e seu material genético, enquanto microbiota é a populacdo microbiana
presente em diferentes ambientes. Para descobrir a populacdo microbiana de determinado
ambiente, atualmente, existem dois métodos: os dependentes de cultivo e os independentes de

cultivo.

Os métodos dependentes de cultivo sdo conhecidos como métodos tradicionais,
baseados em diferencas morfologicas, metabdlicas e fisioldégicas dos microrganismos. Nessa
metodologia, ha algumas limitac6es, pois muitas bactérias precisam de condi¢fes especificas
de cultivo para se multiplicarem, como o meio de cultura utilizado, a temperatura e a atmosfera
de incubagdo. Caso ocorra alteracdo em alguma variavel, existe a probabilidade de falta de
crescimento, podendo-se excluir varias representantes de uma analise, resultando em uma sub-
representacdo da diversidade microbiana presente na amostra original. Essa limitacdo esta
ilustrada na Figura 6. Alem disso, sdo técnicas que demandam muito trabalho e tempo, ndo
contemplam aqueles microrganismos que ndo podem ser cultivados em laboratorio e sua
identificacdo ndo é baseada em evidéncias moleculares, podendo levar, algumas vezes, a

identificacdo incorreta (Tarazi, 2010).
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Figura 6 — Método dependente de cultivo
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Fonte: Adreote, 2020.

Legenda: A imagem representa como funciona o método dependente de cultivo, onde, em uma amostra ambiental
rica em microrganismos, apenas alguns deles crescerdo no meio de cultura, ndo obtendo a identificagdo real de
todos os microrganismos presentes naquele ambiente.

Os métodos independentes de cultivo resolvem a problematica associada ao cultivo
impreciso dos microrganismos. Sdo baseados em técnicas que permitem o estudo das
comunidades microbianas sem a necessidade de isolar e cultivar os microrganismos em
laboratorio. Sdo Uteis para investigacdo da diversidade de amostras ambientais, superando as
limitacBes presentes nos métodos dependentes de cultivo. Essas metodologias sdo baseadas em
sequenciamento de regides variaveis do genoma (Forzani, 2017; Steinberg, 2021; Tarazi, 2010;
Padilha, 2013).

Para a analise de composicdo, diversidade e interacdo ecoldgica de microrganismos
em determinado ambiente, é utilizada a técnica microbioma. Essa metodologia é independente
de cultivo e isolamento microbiano, desempenhando melhores indices de precisdo de
resultados taxondmicos e filogenéticos. A técnica utiliza sequenciamento de amplicons, com
finalidade de identificagdo taxondmica. Seu protocolo padrdo se resume, basicamente, em
extracdo do DNA de uma amostra ambiental, amplificacdo por PCR e sequenciamento dos
amplicons gerados, com posterior analise dessas sequéncias por ferramentas de bioinformatica.

Quando usado para analise bacteriana, 0 microbioma se baseia nas regifes conservadas e
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variaveis do gene rRNA 16S (aqui designado apenas 16S) (Couper et al., 2018; Zhang et al.,
2023).

O sequenciamento de amplicons é uma abordagem que permite a andlise de
variagdes genéticas em regides especificas do genoma. O material genético é extraido da
amostra ambiental, amplificado por PCR, e o produto de PCR (amplicons) passa por um
sequenciamento ultraprofundo. Esse método utiliza primers (oligonucleotideos) especificos,
projetados e direcionados para captar regibes de interesse. E amplamente aplicado no
sequenciamento de porg¢des do gene bacteriano 16S, sendo extremamente (til na descoberta de
mutaces raras, como tumores de DNA gamético. As principais vantagens desse metodo, em
relacdo a outros métodos independentes de cultivo, sdo: reducéo de custos e tempo de resposta
em comparac¢do a sequenciamento do genoma completo. Além disso, permite uma abordagem
altamente direcionada para rastreio de variantes e suporta multiplexacdo, possibilitando
avaliacdo de multiplas amostras simultaneamente (llumina, 2024). Entretanto, a técnica
apresenta certas limitacGes, como o fato de os tdxons serem atribuidos com base na anélise de
uma Unica regido do genoma bacteriano. Também, o uso de alguns primers especificos pode
introduzir vieses, resultando na sub-representacdo de determinados tdxons em detrimento de

super-representacdo de outros (Rintala, 2017).

A sequéncia do gene codificador do RNA ribossomal 16S é amplamente utilizada
na analise de comunidades bacterianas, sendo um marcador essencial para estudos
taxondmicos. Esse gene é constituinte da subunidade menor do ribossomo dos procariotos e
esta presente em todos os representantes dos dominios Bacteria e Archaea. Com cerca de 1500
pares de bases (pb) de comprimento, 0 gene 16S possui regides altamente conservadas,
essenciais para a estrutura do ribossomo, e nove regides variaveis (V1 a V9) que estdo
intercaladas entre os trechos conservados, como apresentado na Figura 7. As regibes variaveis,
devido a sua alta diversidade de sequéncias entre diferentes espécies bacterianas,
desempenham um papel crucial na identificacdo filogenética, permitindo discriminacfes
taxon6micas até os niveis de familia, género e, em alguns casos, espécie. Assim, o gene rRNA
16S, presente em todas as bactérias, permite a analise das relacdes filogenéticas entre diferentes
grupos bacterianos (Cj Bioscience, 2017; Clarridge, 2004; Chakravorty et al., 2007; Zhang et
al., 2023; Chappidi et al., 2019).
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Figura 7 — Regibes conservadas e variaveis do gene rRNA 16S
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Fonte: Bioscience, 2017; Adaptado.

Legenda: O rRNA 16S faz parte da subunidade menor do ribossomo dos procariotos e é formado por regides
conservadas, na coloracdo azul da imagem, e regibes variaveis, representadas pela coloragdo vermelha, que estéo
dispostas em nove regides V1 a V9. Os primers responsaveis pela amplificacdo das regiGes do gene estdo
representados pelas setas nas coloragdes verde (foward) e laranja (reverse).

3.6. Tanque de Expanséo Refrigerado

A tecnologia tem sido um pilar fundamental para modernizar e impulsionar
diversos setores, e a agropecuaria é um grande exemplo disso. No Brasil, 0 setor cresceu, em
média, 3,22% ao ano nos Ultimos 47 anos, sendo que 60% desse crescimento se devem a
implementacdo de tecnologias inovadoras (Brasil, 2020). Tanto na agricultura guanto na

pecudria, o uso de ferramentas tecnolodgicas transformou a eficiéncia e a produtividade do setor.

Na pecuaria, os avancos tecnoldgicos tém feito uma grande diferenca. O
monitoramento dos animais com chips e sensores, 0 uso de inteligéncia artificial para gerenciar
rebanhos e analisar dados, além do uso de drones para acompanhar as pastagens, garantem uma
gestdo mais eficiente e precisa. Sistemas de rastreabilidade asseguram a qualidade dos
produtos, enquanto técnicas como reproducao assistida e melhoramento genético aumentam o
potencial produtivo dos animais. Ao mesmo tempo, praticas sustentaveis, integradas a
agricultura de precisao, ajudam a reduzir custos e a diminuir o impacto ambiental. O uso dessas
e outras inovagles pode aumentar a produtividade em até quatro vezes, quando comparado a
técnicas de manejo tradicionais, promovendo lucratividade para o produtor e impulsionando o
desenvolvimento do setor. Esses progressos tém transformado o Brasil em um dos lideres
mundiais no setor agropecuario, promovendo uma pecudria mais produtiva e sustentavel
(Viana, 2023; Brasil, 2020; Kaur et al., 2023; Dzermeikaite et al., 2023; Aquilani et al., 2022).
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A industria leiteira também tem se beneficiado enormemente dos avangos
tecnoldgicos, transformando-se em um setor cada vez mais eficiente e sustentavel. Um dos
principais exemplos de inovag&o €é o uso de sistemas automatizados de ordenha, que permitem
uma coleta mais rapida, higiénica e menos estressante para 0s animais, resultando em maior
produtividade e melhor qualidade do leite. Também é necessario destacar o uso do tanque de
expansdo refrigerado, um equipamento que desempenha um papel crucial para garantir a
qualidade do leite produzido. E responsavel pelo resfriamento e armazenamento do leite logo
apos a ordenha, um processo fundamental para manter a integridade do produto e prevenir a
proliferagdo de bactérias. A rapida queda de temperatura no tanque de expansao inibe o
crescimento de microrganismos, preservando as propriedades nutricionais e a seguranca
alimentar do leite (Hogenboom et al., 2018; Christiansson, 2017; Sol et al., 2022).

Com o impacto da globaliza¢do no Brasil, na década de 1990, a pecuaria leiteira
teve um acesso facilitado a tecnologia, o que resultou em avancos significativos na histéria do
setor. Entre esses avancgos, destacam-se a importacao de equipamentos modernos e a chegada
de multinacionais ao pais, que facilitaram a aquisicdo de tanques de expansdo para 0S
produtores da época (Resende et al., 2017). Em 18 de setembro de 2002, foi instituida pelo
MAPA a Instrucdo normativa n.° 51 (IN — 51), legislacdo que marcou a utilizacdo de tanques
refrigerados na coleta de leite cru no Brasil. Esta foi uma tecnologia agregada a pecuéria leiteira
que alterou os padrées de qualidade, produtividade, desenvolvimento, dentre outras
transformacdes advindas dessa legislacdo que padronizou o uso desse equipamento nas
propriedades (Brasil, 2002; Melo et al., 2007; Lima et al., 2020).

Atualmente, a legislacdo vigente no pais é a Instrucdo Normativa n.° 77 (IN - 77),
de 2018, criada pelo MAPA, que descreve o tanque de expanséo refrigerado como o local onde
o leite cru é direcionado apds a ordenha e armazenado no periodo méximo de trés horas, em
temperatura igual ou inferior a 4°C. Essa legislacdo tem como func¢édo uniformizar o uso desse
equipamento nas diversas fazendas leiteiras, com a finalidade de assegurar a qualidade do leite
entregue a industria. Além disso, a normativa informa as restricdes de instalacdo do tanque e
armazenamento. Quanto as instalagdes, o Art. 15 destaca que o tanque deve ser instalado em
um local provido de paredes, pavimentacdo, iluminacédo, ventilacdo, ponto de agua corrente e
condicdo de acesso apropriado ao veiculo coletor, e o local e 0 equipamento devem ser

mantidos sob condicdes de limpeza e higiene (Brasil, 2018).
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Existem alguns estabelecimentos que ndo possuem condi¢des de adquirir um
tanque de expansdo direta individual em sua producgdo; assim, necessitam da utilizacdo de
tanque de expansdo comunitéario. Segundo a IN-77, esse tipo de equipamento comunitario é
descrito como “tanque de expansdo direta, utilizado de forma coletiva exclusivamente por
produtores de leite” (BRASIL, 2018) e possui um titular, que é o produtor de leite proprietario
da propriedade em que o tanque de uso comunitario se encontra instalado. Sendo assim, ele é
0 responsavel pelo cumprimento das normas legais da utilizacdo do tanque, o qual deve estar
devidamente cadastrado no sistema do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) (Brasil, 2018).

Os tanques de expansdo comunitaria, além de atenderem aos regulamentos
mencionados anteriormente para 0 uso de tanques privados, também devem cumprir outras
regulamentacdes, como: apds a ordenha, o leite precisa ser imediatamente transportado ao local
de uso do tanque comunitario, os latbes devem ser identificados e é proibido o recebimento de
leite previamente refrigerado; ao ser adicionado, o leite deverad ser coado e refrigerado a
temperatura maxima de 4°C; todos os equipamentos utilizados deverdo ser devidamente
higienizados. Antes de adicionar o leite ao tanque comunitério, ele precisa passar pelo teste do
Alcool/Alizarol, sendo que o produto que for reprovado deve ser descartado; por fim, precisa
existir um registro, em planilha, da identificacdo do produtor, volume, data e hora da chegada
do leite, resultado do teste Alcool/Alizarol e descricdo dos procedimentos de limpeza e
sanitizacdo dos tanques e latdes (BRASIL, 2018).

Como apresentado, o regulamento especifico designa refrigeracdo igual ou inferior
a 4°C e um periodo curto de armazenamento do leite. Essa temperatura e o tempo estipulados
sdo imprescindiveis para a conservacdo do leite, pois permitem menor velocidade de
multiplicacdo microbiana, além de um armazenamento seguro de grandes quantidades de leite
até seu processamento ou transporte, minimizando perdas (Sibioni, 2024). A temperatura é um
dos principais fatores que influenciam o crescimento microbiano, podendo tanto estimula-lo
quanto inibi-lo, além de, em certas faixas, ser capaz de eliminar microrganismos. Na inddstria
de alimentos, diversos processos de conservacdo utilizam o controle de temperatura para
reduzir ou eliminar as taxas de crescimento bacteriano, garantindo maior seguranga e
durabilidade dos produtos. Existem quatro condicGes fisicas principais que influenciam no
crescimento microbiano: temperatura, pH, atmosfera gasosa e pressao osmotica. Dessa forma,

as especies de microrganismos encontrados em determinado ambiente e a velocidade de
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crescimento podem estar diretamente relacionadas a esses fatores fisicos ou quimicos, 0 que
denota a necessidade de padronizacdo das teécnicas de producdo alimenticia. Além da
temperatura, a higiene dos equipamentos é um fator imprescindivel para reduzir ou eliminar o

crescimento microbiano na producdo leiteira (Nascimento, 2004).

A contaminacgdo do leite pode ocorrer de duas formas: via endégena (animais
doentes) e exdgena (apo6s a saida do Ubere). As principais bactérias associadas a um Ubere
doente sdo Mycobacterium bovis e Brucella abortus; assim, um animal que se encontra com
mastite subclinica e ndo estd em tratamento pode contaminar o equipamento de ordenha e o
leite despejado no tanque de expanséo. Por isso, ha necessidade de controle da contagem de
células somaticas (CCS) e contagem bacteriana total (CBT) regularmente nas fazendas. Ja
quando o manejo ¢ feito fora dos padrbes legais, a contaminacdo pode advir de diferentes
fatores. Menezes et al. (2024) destacam que o leite cru, ainda que mantido sob refrigeracao
padrdo, quando armazenado por longos periodos, pode apresentar uma variedade de géneros
bacterianos: Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Microbacterium, Propionobacterium, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas, Bacillus e Listeria
e alguns representantes do grupo dos coliformes. Alguns desses agentes contaminantes sdo
responsaveis por secretar enzimas que degradam proteinas, causando alteracdes fisico-
quimicas no leite cru. As principais fontes de contaminacao do leite dentro da fazenda séo: os
utensilios de ordenha, a superficie exterior do Ubere e tetos, o operador e tanque de expansao.
Esses vetores de contaminacédo estdo diretamente associados a ndo utilizagdo de boas préticas
de ordenha e a falta de higienizacao (Freitas et al., 2019, Menezes et al., 2014; Guerreiro, 2005;
Deddofo et al., 2023; Borreani et al., 2019).

Em funcdo da crescente demanda por seguranca alimentar, qualidade e
produtividade do leite e seus derivados, a utilizacdo da pesquisa cientifica é fundamental para
0 avanco desse setor. Nesse sentido, o estudo da diversidade microbiana do leite em todas as
fases de producdo é essencial para garantir o controle e o desenvolvimento da pecuaria leiteira.
Um importante ponto ainda pouco explorado, que pode gerar respostas significativas para o
setor, esta relacionado as diferencas na diversidade microbiana presente nos tanques de
expanséo das fazendas, em comparagdo com a microbiota individual do leite de cada animal.
Essa analise pode fornecer insights valiosos para o produtor no que diz respeito ao controle de
indices de higiene, manejo, alimentacdo e saude do rebanho, contribuindo para a melhoria da
producdo de maneira integral. A questdo central deste estudo é investigar se ha diferencas
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significativas entre a microbiota do leite proveniente de animais individuais e a do leite
armazenado no tanque de expansdo refrigerado das fazendas. A hipoétese inicial propde que,
sim, existem diferencas estatisticamente relevantes na composicao e diversidade da microbiota
do leite bovino de animais individuais em comparagdo com o leite presente no tanque de

expansédo refrigerado, e essas diferencas sdo influenciadas pela microbiota ambiental.
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4. ANIMAIS, MATERIAL E METODO
4.1. Fazendas, selecdo de animais e coleta bioldgica

Para analise do microbioma do leite, foram coletadas amostras de leite cru de 94
animais em lactagéo e 6 amostras do tanque de expansao refrigerado, de 6 fazendas distintas,
nos meses de dezembro e marc¢o, nas cidades de Bambui, Tapirai, Sdo Roque de Minas e
Medeiros. As fazendas foram escolhidas a partir de cinco critérios: estar localizada na regido
da Serra da Canastra, ser produtora de Queijo Minas Artesanal Canastra, possuir tanque de
expansao refrigerado, estar associada a Associacdo dos Produtores de Queijo Canastra
(APROCAN), pois as fazendas vinculadas a ela seguem padrbes semelhantes de producao,
garantindo maior uniformidade nos processos, e possuir fiscalizacdo regular de 6rgaos
credenciados. A selecdo dos animais ocorreu de forma aleatdria, retirando da coleta aqueles
que apresentaram caracteristicas sugestivas de mastite clinica e animais tratados com

medicamentos antimicrobianos no periodo de pelo menos 30 dias antes das coletas.

A coleta de leite foi efetuada individualmente; os tetos foram higienizados com
solucao de alcool 70% e secos com papel-toalha esterilizado. A ordenha ocorreu de forma
manual, com descarte do primeiro jato, sendo que cada animal teve cerca de 150 mL de leite
coletados: dois tubos de 50 mL possuiam bromopol e azidiol, para contagem de células
somaticas (CCS) e para contagem bacteriana total (CBT), respectivamente; e um tubo de
polipropileno estéril, sem nenhum tipo de reagente, para demais analises. Além disso, cada
fazenda teve 50 mL de leite coletados diretamente do tanque de expanséo refrigerado. As
amostras foram armazenadas em caixas térmicas a 4°C e transportadas para o Laboratorio de
Pesquisa Multiusuario do IFMG — Campus Bambui, onde ficaram armazenadas a — 80°C até
as analises do microbioma serem iniciadas. As amostras contendo bromopol e azidiol foram
encaminhadas ao Laboratdrio de Analise da Qualidade do Leite da Escola Veterinaria da
UFMG, para anélises de CCS e CBT.

Nenhum animal sofreu qualquer agressao ou sacrificio para se alcancar os objetivos
deste trabalho. Para coleta das amostras de leite, a permissdo dos proprietarios foi obtida, e 0s
procedimentos realizados fazem parte da rotina e vigilancia sanitaria das fazendas, nédo
havendo necessidade de aprovacdo em comité de ética, de acordo com a determinacdo em
nivel internacional (2010/63/EU).
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4.2. Contagem de Células Somaticas (CCS) e Contagem Bacteriana Total (CBT) do

leite

As analises de CCS e CBT ocorreram no Laboratério de Andlise da Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG, no equipamento Bentley Combi System 2300®
(Bentley Instruments Incorporated, Chaska, EUA). Os resultados de CCS foram usados como
critério para determinar os animais saudaveis e 0s acometidos com mastite subclinica, tendo
como pardmetro CCS > 200.000 células/mL a defini¢&o de animais doentes, e CCS < 200.000

celulas/mL, animais saudaveis.
4.3. Extracédo de DNA bacteriano total

Para a preparacéo do leite cru no processo de recuperacdo do DNA metagénomico,
foi utilizada a metodologia adaptada de Angelopoulou et al., 2019, com posterior emprego do
kit DNeasy PowerFood Microbial, seguindo-se as recomendacdes do fabricante. As amostras
de leite foram descongeladas e mantidas a 37°C, sob agitacdo por 15 minutos em Shaker
(Solab, Séo Paulo, Brasil). Em seguida, foram distribuidos 30 mL de leite de cada amostra em
dois tubos falcon de 15 mL, centrifugados duas vezes a 3.000 x g, por 40 minutos, a 4°C. O
sobrenadante, produto da centrifugacdo, foi descartado, e a camada de gordura formada na
parte superior do tudo foi removida com swab estéril. Os pellets foram lavados duas vezes
com PBS esterilizado, com centrifugacao entre cada lavagem de 300 x g por 40 minutos, e
passados levemente em vortex. Em seguida, os pellets foram ressuspendidos em 100 pL de
PBS, acrescidos de 120 pL de lisozima 40 mg/mL e 5 pL de lisostafina 1 mg/mL e incubados
a 55°C, por 15 minutos, em banho-maria. Foram adicionados 30 pL de proteinase K 10
mg/mL, seguido de incubacdo por 15 minutos a 55°C e, posteriormente, centrifugacdo a

13.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado.

O protocolo do kit foi iniciado com ressuspensdo dos pellets com 450 pL de
solucdo MBL, fornecida pelo fabricante, e o contetdo ressuspendido foi transferido para o
tubo PowerBead e agitado no equipamento Bead Ruptor (OMNI International, Kennesaw,
EUA), em velocidade 4 durante 120 segundos. Em seguida, os tubos foram centrifugados a
13000 x g por 1 minuto, e o produto da centrifugacéo foi passado para um tubo de coleta limpo
de 2 mL, previamente identificado, adicionando-se 100 pL da solucdo IRS, fornecida pelo
fabricante, com leve misturada em vortex, seguida de incubacédo de 2 a 8°C durante 5 minutos.

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13000 x g por 1 minuto, e o sobrenadante foi
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transferido para um tubo de coleta limpo de 2 mL, adicionando-se 900 pL de solucdo MR,
fornecida pelo fabricante. Na sequéncia, foi feito vortex breve, para misturar. Um tubo vazio
de coleta, acoplado com coluna de silica MB Spin, foi carregado com 650 pL de sobrenadante,
posteriormente centrifugado a 13000 x g por 1 minuto, e o fluxo resultante no fundo do tubo
foi descartado, sendo este procedimento repetido até que todo o sobrenadante tivesse sido
carregado e transpassado pela coluna completamente. Em seguida, a coluna MB Spin foi
passada para um tubo de coleta novo, adicionando-se 650 pL da solugédo PW sobre membrana
da coluna, seguida da centrifugagéo do sistema a 13000 x g por 1 minuto, descartando-se o
fluxo resultante. Foram adicionados 650 L de etanol fornecido, centrifugado a 13000 x g por
1 minuto, e o fluxo resultante foi descartado e novamente centrifugado a 13000 x g por 2
minutos, para retirada de residuo de etanol da coluna. A MB Spin foi colocada em um novo
tudo de coleta de 2 mL, previamente identificado, adicionando-se 100 puL de uma solucédo de
eluicdo EB (fornecida no kit) ao centro da membrana presente na coluna e centrifugado a
13000 x g por 1 minuto. A coluna foi descartada e o produto final foi o DNA metagénomico

da amostra.

Apos extracdo, o DNA foi quantificado e analisado em aparelho NanoDrop
(ThermoFischer, Massachusetts, EUA), com a utilizacdo de 1 puL de cada amostra de DNA
extraido do leite. Foram medidas a concentracdo do DNA em ng/uL e a pureza, a partir da
relacdo 260/280 e 260/230, para indicar a contaminacgdo por proteinas e solventes organicos,

respectivamente.
4.4. Amplificacdo por PCR e sequenciamento de alto rendimento

A diversidade bacteriana de cada amostra de leite cru foi acessada por
sequenciamento de alto rendimento da regido V3-V4 amplificada do gene 16S rRNA usando-
se primers 314F (5’CCTAYGGGRBGCASCAG3’) e 806R
(5’GGACTACNNGGGTATCTAAT3’), seguindo-se as diretrizes estabelecidas pelo Earth
Microbiome Project (Gilbert et al., 2014). As amplificacbes por PCR foram realizadas em
quadruplicatas com o uso de primers personalizados contendo adaptadores Illumina. Todas as
reacOes de PCR foram efetuadas com Go Tag® Master Mix Promega, utilizando-se as
seguintes condigOes de termociclagem: desnaturacéo inicial de 3 min a 95°C, seguida de 30
ciclos com 94°C por 45 s, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min e 30 s, terminada por uma etapa
de elongacéo final de 10 min a 72°C. Os amplicons foram resolvidos em eletroforese em gel

de agarose 1,4%, para posterior purificagdo por isolamento de bandas (300-500 pb) usando-se
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bisturi. As bandas de PCR foram purificadas a partir do gel de agarose com o emprego do kit
NucleoSpin™ Gel e PCR Clean-up (Macherey-Nagel™, Diren, Germany). As amostras
purificadas foram quantificadas com ensaios de Picogreen dsDNA (Invitrogen, Eugene, OR,
USA) em Qubit®2.0 Fluorometer (Thermo Scientific, CA, USA) e foram normalizadas para
posterior construcdo de um pool de todos amplicons. O pool foi submetido a sequenciamento
pareado (2 x 250 pb) em plataforma MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA) com um kit MiSeq
Reagent V2 (500 ciclos) localizado nas instalagfes do CEFAP (Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, Brasil).

4.5. Analises de Bioinformatica

As sequéncias amplificadas do gene 16 rRNA foram processadas usando-se o
pipeline baseado no trabalho de Junior et al. (2021), QIIME 2 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology, versdo 2), versdo 2019.10. O plugin “demux” foi empregado para
visualizar graficos para verificar a qualidade de leitura. O plugin “DADA2” (abreviagdo de
Divisive Amplicon Denoising Aligorithm, versdo 2) foi posteriormente aplicado para remover
primers, separar bases de baixa qualidade, desreplicar, identificar quimeras e mesclar leituras
emparelhadas. As sequéncias representativas das variantes de amplicon foram substituidas
taxonomicamente com o Naive Bayes Classifier, treinado com o plugin “classificador de
recursos” usando-se 0 banco de dados do gene 16S rRNA, com 99% de similaridade com o
banco de dados Silva (v.132), como referéncia. Analises exploratdrias e estatisticas de dados
foram realizadas no nivel de sequéncias variantes de amplicon, uma vez que a abordagem por
essas sequéncias € um equivalente de alta resolucdo da unidade taxondmica operacional,

delineada por 100% de similaridade de sequéncia.

Para comparar as diferengas na diversidade e na composi¢do das comunidades
bacterianas do leite cru em amostras individuais e no tanque de expanséo refrigerado, utilizou-
se 0 QIIME2 para gerar vetores de diversidade beta. As analises foram baseadas em amostras
com mais de 5000 sequéncias, selecionadas a partir de curvas de rarefacdo. Os padrdes de
composicgdo (diversidade beta) foram avaliados por meio das métricas de dissimilaridade de
Bray-Curtis e Unifrac (ponderada e ndo ponderada), representadas em graficos de analise de
coordenadas principais (PCoA). Além disso, 0 QIIME2 foi empregado para realizar todas as
analises comparativas de diversidade beta e para criar mapas destacando as familias bacterianas

mais abundantes em todas as amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, comparamos a diversidade do microbioma do leite de animais
individuais com o microbioma do leite dos tanques de expansédo de seis fazendas produtoras
do Queijo Minas Artesanal Canastra. Usamos o sequenciamento de alto rendimento MiSeq de
um segmento do gene 16S rRNA para identificar a microbiota, com a finalidade de obter dados
da composicao, riqueza e diversidade bacteriana.

O leite € um fluido biol6gico com uma composicéo rica e complexa, que inclui ndo
apenas macromoléculas como proteinas (caseina e proteinas do soro), carboidratos
(principalmente lactose) e lipideos, mas também micromoléculas, como vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K), hidrossolveis (Complexo B) e minerais, como o célcio, essencial
para a formacéo de 0ssos e dentes. Contudo, um aspecto significativo do leite é a presenca de
microrganismos, especialmente no leite cru, onde uma variedade de bactérias, leveduras e
fungos pode estar presente. Essas bactérias incluem espécies benéficas, como as bactérias
acido-lacticas (BALSs), que desempenham um papel crucial na fermentacdo e na producéo de
produtos lacteos fermentados, como iogurtes e queijos, contribuindo para suas caracteristicas
sensoriais e beneficios probioticos. No entanto, o leite também pode abrigar microrganismos
patogénicos que representam riscos a salude humana, como Salmonella, Escherichia coli e
Listeria monocytogenes. Por isso, existe a necessidade de analises e avaliacdo do leite cru,
visando garantir a seguranca alimentar dos produtos lacteos e melhorar o manejo dos animais.
A composicdo microbiana do leite é influenciada por diversos fatores, incluindo a salde do
animal, as condicfes de ordenha e armazenamento, tornando o controle microbiol6gico um
aspecto essencial na industria leiteira. Assim, o leite ndo é apenas uma fonte de nutrientes
essenciais, mas também um ecossistema microbiano complexo que desempenha um papel vital
na qualidade e seguranca dos produtos lacteos (Ravash et al., 2020; Zironi et al., 2014; Martin
etal., 2021; Erol et al., 2024).

5.1. Perfil taxondmico

Para identificar os filos e classes predominantes no leite das seis fazendas
produtoras de QMAC, foram analisadas 100 amostras, sendo 94 de animais individuais e 6
dos tanques de expansdo. A classificacdo taxondmica foi realizada por meio da comparacao
com a base de dados Silva (v.132), e a visualizagéo dos resultados foi gerada no QIIME2.

Assim, na Figura 8, encontra-se um grafico de barras que apresenta a distribuicdo percentual
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dos filos e classes bacterianos identificados nas amostras analisadas. Cada barra representa
uma fazenda, nomeadas de F1 a F6, destacando-se 0s grupos microbianos mais prevalentes.
Essa analise permite compreender a composi¢cdo microbioldgica do leite cru, fornecendo
subsidios para avaliar possiveis influéncias sobre a qualidade e as caracteristicas do queijo

produzido.
Figura 8 — Grafico de Filos e Classes
100%
90% 1
80% 1
70% 1
60% 1
50% 1
40% - D_0__Bacteria;D_1__Actinobacteria;D_2__Actinobacteria
D_0__Bacteria;D_1__Proteobacteria;D_2__Gammaproteobacteria
309 D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Clostridia
b
D_0__Bacteria;D_1__Proteobacteria;D_2__Alphaproteobacteria
B 0_0_BacteriaD_t1_Firmicutes:D_2_Bcili
20%
D_0__ Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia
D_0__Bacteria;D_1__Actinobacteria;D_2__Acidimicrobiia
0,
10% D_0__ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia
== . Outros sub-filos com frequéncia relativa < 3%
0%
F1 F2 F3 F4 F5 F6

Legenda: Frequéncias das classes dominantes nas fazendas. No eixo das abscissas, encontramos as fazendas,
representadas por F1, F2, F3, F4, F5 e F6; ja no eixo das ordenadas, estdo as porcentagens, numeradas de 0 a 100.
A direita do gréfico, estdo as cores que representam cada classe. Em ordem decrescente, as classes de maior
frequéncia foram: Actinobacteria, Gammaproteobacteria, Clostridia e Aphaproteobacteria.

Podemos observar, a partir da Figura 8, que os principais filos bacterianos presentes
no leite das seis fazendas produtoras de QMAC foram: Actinobacteria, Proteobacteria,

Firmicutes e Bacteroides. Dentre esses, as classes encontradas com maior frequéncia no leite
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de todas as fazendas foram, Actinobacteria, Gammaproteobacteria, Clostridia e

Aphaproteobacteria.

Observa-se alta frequéncia relativa para Actinobacteria, que € um grupo que forma
um dos maiores filos bacterianos e esta presente em uma ampla variedade de ecossistemas,
tanto aquaticos quanto terrestres. As Actinobacterias desempenham papéis diversos em suas
interacGes com diferentes organismos superiores, variando em estilos de vida. O filo inclui
patdgenos notaveis, como espécies de Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia,
Propionibacterium e Tropheryma, bem como habitantes do solo, por exemplo,
Micromonospora e Streptomyces (Hazarika, 2020). E importante destacar que a presenca de
actinobactérias no leite ndo € necessariamente prejudicial. Na verdade, muitas dessas bactérias
desempenham papéis importantes na producdo de alimentos e podem ter beneficios para a
saude. Um exemplo comum de uma actinobactéria encontrada no leite de vaca sdo as espécies
do género Bifidobacterium. As bifidobactérias sdo conhecidas por sua contribuicdo para a
salde intestinal, e algumas cepas sdo utilizadas em produtos lacteos fermentados, como
iogurtes e leites fermentados. Essas bactérias tém a capacidade de metabolizar a lactose, o
acucar presente no leite, produzindo acidos organicos que ajudam a acidificar o meio,
proporcionando um ambiente desfavoravel para o crescimento de bactérias indesejaveis
(Komatsu, 2008).

Na literatura, grande parte dos estudos aponta o filo Actinobacteria como um dos
mais abundantes no microbioma do leite cru, embora nem sempre ocupe a posi¢do de maior
abundancia. Os resultados deste estudo, como podemos ver na Figura 8, mostram que o filo
Actinobaccteria é o mais abundante nas 6 fazendas estudadas. No entanto, outros trabalhos,
como o de Steinberg et al. (2022), relatam o microbioma do leite bovino dominado por
Firmicutes, Proteobacteria e Actinobacteria, sendo esse Ultimo o menos abundante em
comparagdo com os dois primeiros. A presenca destacada de Actinobacteria pode ter relacdo
com o periodo de coleta das amostras, uma vez que esse filo inclui diversos representantes
importantes do solo. As amostras deste estudo foram coletadas no més de marco, inicio do
outono, estacdo marcada pela redugdo gradual da temperatura, maior incidéncia de ventos e
diminuicdo da umidade do ar, caracteristicas que podem influenciar na composicéao bacteriana
do leite. O estudo de Li et al. (2018) caracterizou 0 microbioma do leite cru ao longo de 12
meses e suas variacBes. Em seus resultados, foi descrita maior abundéncia do filo
Actinobacteria nos meses de janeiro, fevereiro, margo e novembro, correlacionada com a baixa

temperatura, enquanto a maior abundancia de Firmicutes foi relacionada a alta temperatura; a
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do filo Bacteroidetes, a baixa umidade; e a do filo Proteobactéria, a alta umidade (Steinberg et
al., 2022; Li et al., 2018).

O segundo filo mais frequente nos resultados foi o Proteobacteria, um grupo
altamente diversificado de bactérias gram-negativas que abrange varias classes, como
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Deltaproteobacteria e
Epsilonproteobacteria. Essas bactérias apresentam ampla capacidade de adaptacéo a diferentes
condi¢des ambientais, podendo ser aerdbias, anaerdbias ou microaerofilicas, e sua diversidade
morfoldgica inclui formas como cocos, bacilos e espirilos. Os representantes do filo
Proteobacteria sdo encontradas em diversos ambientes, como solos, &guas, fontes termais e
alimentos, incluindo o leite, sendo que, neste, podem integrar a microbiota natural ou surgir
devido a contaminacdo. Entre as classes identificadas, a Gammaproteobacteria foi a mais
prevalente nas seis fazendas analisadas. Essa classe inclui patdgenos de destaque, como
Escherichia coli, Salmonella e Pseudomonas spp., que representam riscos significativos a
salde humana e animal, além de impactarem economicamente a produgdo de bovinos
(Fukuyama et al.,2019; Li et al., 2018; Litvak et al., 2017).

O estudo de Steinberg et al. (2022) identificou o filo Proteobacteria como
predominante em animais saudaveis, caracterizados por apresentarem CCS < 200.000
células/mL. Esse resultado é particularmente interessante, dado que esse filo inclui
representantes importantes, como Escherichia coli, um dos principais patdégenos causadores de
mastite. De forma complementar, Scarsella et al. (2021) investigaram o microbioma de fezes,
sangue e leite em animais saudaveis e acometidos por mastite, observando, também,
abundancia de Gammaproteobacteria. Eles destacaram que os principais grupos identificados
no microbioma fecal (Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria) sdo também
0s mais representativos no microbioma do leite. Esses achados sugerem que a microbiota do
leite pode ser influenciada por fatores ambientais, como fezes, ou pela via enteromamaria
(Steinberg et al., 2022; Scarsella et al., 2021; Sobur et al., 2019).

O estudo de Cao et al. (2021) caracterizou a relagéo entre a qualidade do leite cru
e a diversidade bacteriana a partir da amostragem de diferentes locais da fazenda, como o
tanque de expansdo refrigerado. O estudo também apresentou Gammaproteobacteria em graus
de dominancia, destacando que a abundéancia dessas bactérias aumenta com o prolongamento
do tempo de refrigeracdo. Assim, durante o processamento desse leite cru, é necessario que

haja uma reducéo de tempo, a fim de conter o crescimento bacteriano, pois a classe em destaque
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inclui bactérias como Pseudomonas ssp., conhecidas por sua capacidade de crescer em
temperaturas de refrigeracdo e por causar deterioragdo em laticinios, produzindo enzimas
proteoliticas que afetam o sabor, 0 aroma e a textura do alimento (Cao et al., 2021; Li et al.,
2018).

O terceiro filo mais frequente foi o Firmicutes, composto predominantemente por
bactérias gram-positivas. Esse grupo inclui organismos com formatos variados, como cocos e
bacilos, encontrados em uma ampla gama de ambientes, incluindo solos, 4guas e 0 microbioma
de animais e humanos. Muitas espécies de Firmicutes possuem a capacidade de formar
endosporos, estruturas altamente resistentes que garantem sua sobrevivéncia em condi¢des
extremas, o0 que pode ser um problema quando essas espécies sao de organismos patogénicos.
Esse filo desempenha um papel importante na microbiota do leite, com destaque para espécies
do género Lactobacillus, amplamente reconhecidas por sua contribuicdo benéfica na
fermentacao lactea, essencial para a producédo de alimentos como iogurtes e queijos. Contudo,
enquanto muitas espécies tém aplicacBes industriais relevantes, outras, como as do género
Clostridium, podem atuar como contaminantes indesejaveis, evidenciando a importancia do
controle microbioldgico no processamento do leite e seus derivados (Rettedal et al.,2019; Taye
et al.; 2021; Zalewska et al., 2018).

Dentro do filo Firmicutes, a classe Clostridia se destaca por sua alta frequéncia.
Composta por bactérias anaerobicas estritas, esses microrganismos sao notaveis pela formacao
de endosporos, estruturas altamente resistentes que lhes permitem sobreviver a condi¢des
ambientais extremas, como calor, desidratacéo e presenca de agentes antimicrobianos. Muitas
espécies dessa classe sdo patogénicas para seres humanos, responsaveis por doencas graves
como Clostridium tetani (tétano), Clostridium botulinum (botulismo) e Clostridium
perfringens (gangrena gasosa). Além disso, devido a sua habilidade em produzir endotoxinas
poderosas, essas bactérias tém grande capacidade de se multiplicar em alimentos mal
processados, sendo transmissiveis por meio da ingestdo de alimentos contaminados. Sua
notavel resisténcia ao calor e a outros fatores ambientais contribui para sua persisténcia em
ambientes adversos, tornando-as uma preocupacdo significativa para a seguranga alimentar,
especialmente em produtos processados inadequadamente (Kator, 2003; Pothoulaskis, 1998;
Johnson, 2009).

Segundo o estudo de Borreani et al. (2019), a silagem estragada é identificada como a
principal fonte de contaminagéo por bactérias da classe Clostridia no leite ordenhado e no leite
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do tanque de expansdo das fazendas, devido a contaminacao dos tetos das vacas por sujeira
durante o processo de ordenha. Borreani et al. (2019) concluiram que a limpeza cuidadosa dos
animais e a ado¢do de boas préticas de ordenha foram fundamentais para manter baixos os
niveis de contaminacéo do leite no tanque de expansdo. No entanto, o estudo destaca que essas
boas praticas devem estar diretamente associadas a limpeza e ao manejo adequado da silagem,
a fim de garantir que a contaminacao por esporos de Clostridia seja minimizada e mantida em

niveis controlados (Borrani et al., 2019).

A analise de Borreani et al. (2019) é relevante ao indicar que a silagem estragada
é uma das principais fontes de contaminacao por Clostridia no leite ordenhado, especialmente
em fazendas onde a ordenha ndo segue boas praticas de higiene. Contudo, ao associarmos essa
informacao com a realidade do nosso estudo, em que todas as fazendas analisadas utilizavam
silagem de milho como alimento para 0s animais, observamos uma possivel explicacao para a
abundancia dessa classe bacteriana. A coleta realizada na transi¢do entre a estacdo seca e a
chuvosa pode explicar o possivel aumento da contaminacéao por esporos de Clostridia, uma vez
que, durante esse periodo, as condi¢fes para a fermentacdo inadequada da silagem se tornam
mais favoraveis. Assim, a presenca dessa classe bacteriana em niveis elevados pode estar
diretamente ligada ndo apenas a qualidade da silagem, mas também as mudancas sazonais que
afetam sua preservacédo, o que reforca a importancia de estratégias de manejo que integrem a
higiene dos animais, a qualidade da silagem e as condigdes ambientais para controlar a

contaminacdo bacteriana no leite (Borreane et al., 2019; Mosconi et al., 2023).

Com base nos resultados apresentados, podemos concluir que a composicéo
microbiologica do leite das seis fazendas produtoras de QMAC reflete a diversidade e a
complexidade dos fatores ambientais e de manejo que influenciam o microbioma do leite cru.
A predominancia do filo Actinobacteria, seguida por Proteobacteria e Firmicutes, evidencia a
relacdo entre a composicdo bacteriana e variaveis como a qualidade da silagem, as préticas de
ordenha e as condic¢des sazonais. Além disso, a presenca significativa de classes bacterianas
com potencial patogénico, como Gammaproteobacteria e Clostridia, destaca a importancia de
estratégias eficazes de manejo e higiene na producdo leiteira, com vistas a minimizar riscos a
saude e a qualidade dos produtos. A integracdo de praticas adequadas de manejo animal,
armazenamento e processamento do leite, bem como a continuidade de estudos sobre as
dindmicas sazonais do microbioma, sdo fundamentais para garantir a seguranca alimentar e a

qualidade dos produtos derivados, como 0 QMAC.
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5.2. Bactérias do acido latico (BAL)

As bactérias do acido latico (BAL) foram inicialmente associadas ao "organismo
acidificante do leite", com a primeira cultura pura identificada por Lister em 1873. Mais tarde,
Beijerinck, em 1901, descreveu pela primeira vez esse grupo bacteriano e, em 1919, Orla-
Jensen classificou essas bactérias com base em caracteristicas fenotipicas, como morfologia,
metabolismo e temperatura de crescimento. Elas pertencem a Ordem Lactobacillales, que é
subdividida em seis familias, que incluem géneros como Lactobacillus, Lactococcus e
Streptococcus, que sdo a base desse grupo. A classificacdo das BAL leva em conta fatores
como a fermentacdo da glicose, crescimento em diferentes temperaturas, adaptacdo a ambientes
ricos em nutrientes e tolerancia a condi¢des acidas ou alcalinas. Com o avango das técnicas
moleculares, a classificacdo dessas bactérias evoluiu, permitindo a identificacdo de novos
grupos baseados no gene 16S rRNA (Reis, 2015; Silva, 2011; Azam et al., 2017; Tsirigoti et
al., Garroni et al., 2020; Taye et al., 2021).

As BAL formam um grupo heterogéneo que inclui cocos e bacilos, gram-positivos,
ndo esporulados e catalase negativos. Elas sdo anaerobias facultativas, capazes de fermentar
tanto em condicOes de anaerobiose quanto aerobiose, embora de forma mais lenta. Seu
principal produto da fermentacdo dos aglUcares é o acido lactico, que contribui para a
acidificacdo de alimentos destinados a humanos e animais. As BAL ndo produzem citocromos
nem catalase positiva, embora algumas estirpes possam produzir peroxidases ou catalase em
condicOes especificas de laboratério. Elas sdo microrganismos quimioorganotréficos, com
metabolismo exclusivamente fermentativo e possuem a capacidade de crescer em temperaturas
entre 5°C e 45°C. Sdo fundamentais na producdo queijeira, possuindo grande importancia no
desenvolvimento sensorial desses produtos. Também produzem compostos antimicrobianos,
como &cidos organicos, bacteriocinas e peroxido de hidrogénio, que melhoram a qualidade dos
alimentos fermentados e podem secretar exopolissacarideos, que influenciam a textura dos
alimentos. No processo de fabricacdo de queijo, as BAL aceleram a coagulacdo do leite e
influenciam o sabor, a textura e o corpo do queijo. Durante a produgdo e maturacdo, a
microflora latica enfrenta diversas condigdes adversas, como variagdes de temperatura e pH,
que afetam seu desenvolvimento e metabolismo (Reis, 2015; Silva, 2011; Azam et al., 2017;
Tsirigoti et al., Garroni et al., 2020; Taye et al., 2021).
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O estudo das prevaléncias das bactérias do acido latico (BAL) neste trabalho foi
motivado pelo seu papel essencial na fermentacdo do leite cru para a producdo do QMAC,
processos que influenciam diretamente o sabor, a textura e a seguranga desses produtos. As
BAL sdo fundamentais na transformacdo da lactose em &cido latico, o que favorece a
coagulacao do leite e o controle do pH, contribuindo para a inibicdo de patdgenos indesejaveis.
Além disso, essas bactérias desempenham um papel crucial no desenvolvimento do perfil
sensorial dos queijos artesanais, afetando caracteristicas como aroma e sabor. O estudo desses
microrganismos € igualmente importante para preservar os métodos tradicionais de producéao
e garantir a qualidade e a seguranca alimentar desses produtos. Assim, foi utilizada uma
contagem de reads por género de BALSs, a partir da ferramenta QIIMEZ2, resultando na Figura
9.

Os resultados obtidos na analise microbioldgica dos rebanhos produtores de
QMAC revelaram a predominancia de Streptococcus, que representou 77% da populacao
bacteriana. Outros géneros identificados, embora em menor propor¢do, incluiram
Enterococcus (9%), Lactococcus (5%), Aerococcus (3%) e Lactobacillus (2%). Os géneros
Facklamia, lIgnavigranum, Atopostipes e Weissella estavam presentes em quantidades
inferiores, com cada um contribuindo com 1% da composicao bacteriana. Por fim, os géneros
restantes apresentaram porcentagens menores que 1%, demonstrando uma diversidade

bacteriana, embora em niveis significativamente mais baixos.
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Figura 9 — Distribuicao de Géneros de BAL entre Animais Doentes, Saudaveis e Tanques de
Expansdo Refrigerado, por Fazenda

TK

- Streptococcus
- Enterococcus
- Lactobacillus
- Lactococcus
|:| Aerococcus
- Weissella

- Facklamia
|:| Ignavigranum
- Atopostipes
- Leuconostoc
- Trichococcus
- Dolosigranulum
[ Pediococcus

- Genera with
frequency < 1%

Legenda: Gréficos de representacdo dos géneros das bactérias do cido lactico (BALs). A parte superior dos
gréficos esta dividida entre amostras de leite individual de animal saudavel (HE), amostras de leite individual de
animal acometido por mastite (SM) e amostras do tanque de expanséo refrigerado (TK) das seis fazendas que
estdo representadas na parte esquerda do grafico (F1, F2, F3, F4, F5, F6). As cores dispostas nos graficos
representam a frequéncia dos géneros: azul-escuro — Streptococcus; laranja — Enterococcus; verde —
Lactobacillus; cinza — Lactococcus; amarelo — Aerococcus; roxo — Weissella; marrom — Facklamia; azul-claro —
Ignavigranum; cinza-escuro — Atopostipes; rosa-claro — Leuconostoc; verde-escuro — Trichococcus; marrom-claro
— Dolosigranulum; lilas - Pediococcus; preto — géneros com frequéncias < 1%.
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Na Figura 9, a parte superior dos graficos esta dividida entre amostras de leite
saudavel (HE), amostras de leite acometido por mastite (SM) e amostras do tanque de expanséo
refrigerado (TK) das seis fazendas que estdo representadas na parte esquerda do grafico,
numeradas de F1 a F6, e as cores representam 0s géneros de bactérias do acido latico e sua

respectiva frequéncia.

Entre as seis fazendas amostradas, o0 género Streptococcus destacou-se como o
mais abundante em quatro delas (F2, F3, F4 e F6) nas vacas com mastite subclinica,
representando 77% das bactérias laticas totais. Notavelmente, esse mesmo género também foi
predominante nas vacas saudaveis dessas fazendas, sugerindo uma possivel transmissao
bacteriana durante o processo de ordenha. Por outro lado, nos tanques de armazenamento, a
abundancia de Streptococcus ndo foi observada nas fazendas F3, F4 e F6. Esse fendbmeno pode
ser explicado pela competicdo com outros géneros bacterianos no ambiente do tanque ou pelo
aporte de leite proveniente de outros animais ndo amostrados, o que diluiria a

representatividade de Streptococcus (Kabelitz et al., 2021).

Cameron et al. (2016) estudaram a suscetibilidade antimicrobiana entre espécies
de Streptococcus ambientais, isolados de vacas leiteiras. Como esses microrganismos estao
presentes em praticamente todos os ambientes da fazenda e sdo uma causa frequente de mastite
em vacas leiteira, o estudo dos padrdes de suscetibilidade antimicrobiana é muito importante
para orientar o tratamento desses agentes infecciosos nos animais. Os autores destacam que,
embora alguns Streptococcus sejam classificados como patégenos ambientais, sendo, assim, a
fonte do patégeno causador o ambiente em que o animal vive, tanto S. uberis quanto S.
dysgalactiae demonstram ser agentes de mastite contagiosa, transmitida de animal para animal
durante a ordenha. Além disso, de acordo com os resultados do referido estudo, houve
diferencas na suscetibilidade antimicrobiana entre os géneros e entre S. uberis e S.
dysgalactiae. Desta forma, como apresentado por Cameron et al. (2016), os resultados das
amostras saudaveis e acometidas por mastite possuindo os mesmos padrdes de abundancias
para o género Streptococcus, como em F4, por exemplo, podem estar diretamente ligados por

contagio durante ordenha (Cameron et al., 2016).

Em F1, o leite dos animais acometidos por mastite subclinica (SM) e do tanque de
expansdo refrigerado (TK) de F4 possuia maior prevaléncia do género Enterococcus,
representando 9% das BALs amostradas. A presenca significativa de Enterococcus no leite,
segundo Kagkli et al. (2012), possui origem de contaminacdo fecal, sugerindo uma possivel
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contaminac&o cruzada das fezes para as tetas durante a ordenha. O estudo sugere que a maquina
de ordenha e o tanque de expansdo sao as principais fontes de bactérias no leite cru, ressaltando
a importancia da higiene e controle de contaminagdo nesses equipamentos. Esse género
bacteriano é formado por bactérias gram-positivas, aerobios facultativos, que, em humanos,
possuem capacidade de causar diversas infecc6es, incluindo endocardite, prostatite, infecgbes
do trato urinario, entre outras (Kagkli et al., 2012; Bush et al., 2023).

McAuley et al. (2015) desenvolveram um estudo em que analisaram o crescimento
de Enterococcus em leite cru e pasteurizado no qual esse grupo apresentou contagens mais
altas no leite cru, sugerindo que as principais populagdes de Enterococcus no leite cru séo
sensiveis ao calor, e os termoddricos sobreviveram a pasteurizagdo. Além disso, foram
detectados esses microrganismos em leite pasteurizado, armazenado a 4°C por 2 semanas,
demonstrando seu potencial de crescimento e sobrevivéncia em temperaturas de refrigeracgéo,
podendo contribuir para a deterioracdo do leite (McAuley et al., 2015). Yoon et al. (2021)
estudaram a caracterizagdo de Enterococus isolados de amostra de leites de tanque a granel,
com a finalidade de evitar a disseminacdo de espécies patogénicas e resistentes a
antimicrobianos em empresas de laticinios. Seus resultados demonstraram que os Enterococcus
possuem varios graus de resisténcia antimicrobiana e que o leite presente no tanque a granel
pode se tornar um reservatorio para disseminacdo de fatores de viruléncia e resisténcia
antimicrobiana desses patdgenos, por meio de processos de contaminagdo cruzada (Yoon et
al., 2021). Com bases nesses estudos, os resultados de F3, F4 e F6, para o leite do tanque de
expansdo refrigerado (TK), podem indicar falta de higienizacdo adequada do tanque ou do

equipamento de ordenha.

As amostras do tipo saudaveis (HE) e do tanque de expansdo refrigerado (TK)
apresentam maior variabilidade dentro do seu préprio grupo. E possivel observar uma grande
proporcdo de Aerococcus em F1 e F6 HE, também em F1 TK, por exemplo. Importante destacar
que Aerococcus possui espécies que sao consideradas como causa de mastite em bovinos, com
funcdo pouco evidente nas alteracGes patogénicas (Shaker, 2019). Porém, existem alguns
estudos, como o de Jung et al., 2024, que, em seus resultados, identificaram espécies de
Staphylococcus e Aerococcus como potenciais candidatas para contribuir com a resisténcia a
mastite clinica acometida pela colonizagdo do patdgeno Escherichia coli. Nesse trabalho,
observou-se que a infec¢do por E. coli leva a uma reducéo significativa na diversidade da
microbiota presente no leite de animais afetados, demonstrando que a bactéria é capaz de

suprimir outros microrganismos. Contudo, ap6s o controle da infec¢do, a diversidade se
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restabelece rapidamente. No leite de quartos que permaneceram saudaveis, a composicao da
comunidade bacteriana foi altamente dominada por S. auricularis, S. haemolyticus, A.
urinaeegui e S. marcescens, sem aumento na contagem de células sométicas (CCS) (Jung et
al., 2024). Sendo o género Aerococcus um dos mais frequentes, representando 3% das leituras
de reads, as informac@es do trabalho de Jung et al. (2024) trazem insights importantes sobre a
dindmica da microbiota em casos de mastite. Esses dados reforcam a necessidade de mais
estudos para esclarecer o papel do género Aerococcus na salde do Ubere, especialmente no
contexto de resisténcia a infecgBes. Compreender a interacdo entre patdgenos como
Escherichia coli e a microbiota do leite pode ser fundamental para o desenvolvimento de

estratégias preventivas e terapéuticas, contribuindo para a saude animal e a qualidade do leite.

Lactococcus foi o terceiro género mais frequente, apresentando maior destaque nos
animais acometidos por mastite subclinica em F5 e na amostra do tanque de expansao
refrigerado de F2. Esse género bacteriano foi estudado por Tetili et al. (2017) quanto a sua acao
antiestafilococica e ao controle da producdo de enterotoxinas estafilocécicas. Os pesquisadores
observaram que, na presenca de Lactococcus lactis isolado do leite, o numero de
Staphylococcus aureus diminuiu significativamente em queijos produzidos com leite cru na
Argélia. Esse patdgeno, além de ser um dos principais agentes responsaveis pela mastite
bovina, também desempenha um papel significativo na ocorréncia de intoxicagdes alimentares.
Individuos suscetiveis podem desenvolver sintomas como nauseas, vomitos, diarreia e colicas
abdominais apds o consumo de alimentos contaminados por suas toxinas. O fato de 0 QMAC
também ser produzido com leite cru torna-o suscetivel aos danos provocados por
Staphylococcus aureus. Entretanto, a presenca de Lactococcus no leite pode ser um beneficio,
contribuindo para o controle desse patdgeno e, consequentemente, para a melhoria da qualidade

e seguranca do produto final (Tetili et al., 2017).

O género Lactobacillus, representando 2% das amostras de géneros representadas,
destacou-se nas amostras do tanque de expansdo refrigerado (TK), principalmente em F2, F3 e
F6. E um género comumente encontrado na microbiota do leite bovino e faz parte das bactérias
indigenas da glandula mamaria. Esse género bacteriano é altamente diversificado, abrangendo
numerosas espécies e subespécies com caracteristicas especificas que contribuem para sua
importancia em alimentos fermentados. Essas bactérias acido-laticas (BAL) possuem atividade
proteolitica e a capacidade de produzir compostos aromaticos e exopolissacarideos, 0 que
melhora a qualidade sensorial e nutricional de produtos fermentados. No leite cru, a

composicdo de lactobacilos varia conforme o hospedeiro, geralmente, apresentando um
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numero limitado de espécies, como L. plantarum, L. paracasei e L. brevis. Estudos mostram
que a diversidade e a abundancia de Lactobacillus podem ser influenciadas por fatores como a

raca do animal (Steinberg, 2016).

A analise das amostras avaliadas revelou uma diversidade marcante na composi¢ao
das bactérias do &cido latico (BAL) entre as seis fazendas e tipos de amostras, destacando o
carater unico da microbiota associada a cada ambiente. Essa diversidade reflete uma interacao
complexa entre fatores ambientais, condicdes de manejo e caracteristicas individuais dos
rebanhos. Por exemplo, a predominancia de Streptococcus em vacas saudaveis e naquelas
acometidas por mastite subclinica sugere a influéncia da transmissdo bacteriana durante a
ordenha, enquanto a presenca significativa de Enterococcus nos tanques aponta para possiveis
falhas no controle de higienizacdo dos equipamentos. A maior abundancia de Lactobacillus em
tanques refrigerados também sugere sua resisténcia relativa a condi¢cBes ambientais mais
adversas, como baixas temperaturas, e sua adaptacdo a microbiota indigena do leite cru. Essa
variabilidade intrinseca reforca a importancia de estudos aprofundados sobre os fatores que
moldam essas comunidades bacterianas, pois a microbiota altamente diferenciada das fazendas
pode impactar significativamente a qualidade sensorial, a seguranca e o perfil funcional dos

produtos derivados, como o Queijo Minas Artesanal.

5.3. Perfil de similaridade entre amostras e fazendas

O estudo do perfil de similaridade bacteriana em amostras de leite é essencial para
se compreender a dindmica microbiana que influencia a qualidade, a seguranca e o
processamento do leite, permitindo identificar padrfes associados a condi¢fes como mastite,
contaminacgdes ou tratamentos inadequados. A Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) foi
a ferramenta utilizada nesse contexto, pois emprega métricas de similaridade e dissimilaridade
para reduzir a complexidade dos dados microbioldgicos e facilitar a visualizacdo das relacbes
entre as amostras. Essa abordagem possibilita identificar agrupamentos, variacdes intergrupais
e fatores que impactam a composi¢do bacteriana, fornecendo insights importantes para o
controle de qualidade do produto e a saude dos rebanhos. Assim, nas Figuras 10 e 11, temos

um grafico de dispersdo de todas as amostras analisadas.
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Figura 10 — Analise PCoA Geral: Dispersdo das amostras de leite por estado de salde do
animal, sendo divididas entre animais saudaveis (HE), animais doentes (SM) e o tanque de

expansédo refrigerado (TK)
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Legenda: No grafico, os circulos de cor vermelha representam amostras de leita saudavel (Healthy), enquanto os

de coloracéo azul sdo os do tanque de expansdo refrigerado (Tank) de cada fazenda; os alaranjados representam

amostras de leite acometido por mastite subclinica (Subclinical mastitis).

43




Figura 11 — Analise PCoA Geral: Dispersdo das amostras de leite estruturada por fazenda
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Legenda: O gréfico mostra a similaridade das amostras de cada fazenda, em que os circulos de coloragdo
vermelha representam a fazenda 1 (F1); os azuis, a fazenda 2 (F2); alaranjados, a fazenda 3 (F3); verdes, a fazenda
4 (F4); roxos, a fazenda 5 (F5); e amarelos, a fazenda 6 (F6).

Na Figura 10, o grafico tem como objetivo avaliar se as amostras de microbiota
provenientes de tanques (Tank) formam grupos distintos em relagdo as amostras de animais
saudaveis (Healthy) ou com mastite subclinica (Subclinical mastitis). A andlise revelou que as
amostras dos tanques ndo se agruparam de forma separada, indicando que a condicdo de
armazenamento no tanque ndo causou mudancas significativas na composi¢do da microbiota.
Se o efeito do tanque fosse relevante, seria esperado que as amostras de tanques formassem
clusters especificos, o que ndo ocorreu. 1sso sugere que o fator tanque ndo € determinante para
a variagédo observada na microbiota do leite, indicando similaridade entre as amostras, mesmo

quando consideradas suas diferentes condigdes.
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E crucial reconhecer a possibilidade de viés no gréfico, especialmente quando ha
alta prevaléncia de determinada entidade, como o género Streptococcus, altamente frequente
nas amostras HE das fazendas F1, F2, F3, F4 e F5, nas amostras SM das fazendas F2, F3, F4 e
F6, e também nas amostras de TK das fazendas F1, F2 e F5. A marcante presenca dessa bactéria
pode ter efeitos significativos na interpretacdo dos dados e potencialmente mascarar a presenca
de outras bactérias durante o calculo e projecdo no grafico. O viés introduzido pela
predominancia de uma variavel pode distorcer a andlise, levando a conclus@es equivocadas ou
simplificagBes excessivas da complexidade subjacente. Para mitigar esse viés, € recomendavel
adotar abordagens que considerem a normalizacdo dos dados ou a realizacdo de analises

especificas para cada categoria de interesse (Wang et al., 2022).

Kuehn et al. (2013) investigaram a composicdo da microbiota de amostras de leite
com o objetivo de compreender a mastite bovina. Para isso, coletaram leite de animais
saudaveis e acometidos por mastite clinica e subclinica em trés fazendas de gado leiteiro. Os
resultados das PCoA revelaram agrupamentos distintos: as amostras de leite de animais
saudaveis formaram um grupo, enquanto as de animais com mastite formaram outro, indicando
similaridade microbiolégica dentro de cada grupo e dissimilaridade entre os dois. Porém, nesse
mesmo trabalho, é observada uma maior dispersdo entre amostras de leite de animais com
mastite subclinica e animais com mastite clinica, abordando as diferencas filogenéticas entre
0s microrganismos de animais nessas duas condi¢6es (Kuehn et al., 2013). Esses achados sdo
notaveis, pois o leite de todos 0s animais caracterizados como doentes no presente estudo é de
animais com mastite subclinica, podendo demonstrar maiores indices de proximidade
microbioldgica no leite de animais sauddveis e com mastite subclinica do que de animais com

mastite clinica.

Na Figura 11, o grafico explora se as amostras de microbiota possuem uma
assinatura caracteristica de cada fazenda. A disperséo das cores no grafico, que representam
diferentes fazendas (F1, F2, F3, F4, F5, F6), mostra que as amostras ndo se agruparam por
origem, indicando a auséncia de uma assinatura microbioldgica local. Isso significa que a
microbiota das amostras de leite é bastante similar, independentemente da fazenda de origem.
Essa similaridade pode ser explicada pela proximidade geogréfica das fazendas e pelas
condicdes de producdo similares, que ndo foram suficientes para gerar diferencas na

composicdo microbioldgica entre as amostras de leite provenientes de diferentes locais.
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O estudo de Kuthyar et al. (2022) investigou o microbioma intestinal de macacos
submetidos a dietas semelhantes, porém em localizacbes geograficas distintas. A analise
revelou que, apesar das diferencas de localizacdo, as microbiotas apresentaram caracteristicas
semelhantes, destacando a influéncia predominante da dieta na composi¢édo microbiana. Uma
das possiveis vias de colonizacdo do leite é a enteromamaria, 0 que torna especialmente
relevante destacar a influéncia da microbiota intestinal na similaridade alimentar. No presente
estudo, os animais das seis fazendas distintas foram alimentados com silagem de milho,
mantidos sob condi¢des de manejo semelhantes e localizados em regides proximas. Esses
fatores, especialmente a dieta uniforme, podem ser uma explicacdo plausivel para a
similaridade observada na composi¢cdo da microbiota intestinal entre os animais (Kuthyar et
al., 2022).

Costa (2006) investigou a influéncia das praticas de manejo na qualidade
microbiologica do leite, analisando trés propriedades rurais familiares com localizacéo
préxima e manejo semelhante. Os resultados evidenciaram elevados niveis de contaminacéao
microbiana no leite cru, indicando que a auséncia de praticas higiénico-sanitarias adequadas é
um fator determinante para a proliferacdo de microrganismos no produto. Essa semelhanca no
manejo entre as propriedades influencia diretamente os tipos e niveis de microrganismos
presentes no leite, j& que préaticas inadequadas, como a falta de controle da qualidade da agua
e cuidados insuficientes durante a ordenha, favorecem a contaminagéo. Para obter leite com
baixo teor de contaminantes, € essencial implementar medidas higiénico-sanitarias ao longo de
toda a linha de producdo, desde os cuidados iniciais com o rebanho até o término da ordenha,

que sdo pontos criticos de contaminacdo (Costa, 2006).

Com finalidade de analisar a similaridade e a dissimilaridade das amostras, dentro
de cada fazenda, foi produzido o grafico de PCoA, da Figura 12, por meio da ferramenta
QIIME2.
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Figura 12 — Andlise PCoA por Fazenda: Estruturacdo das amostras de leite por animais
saudaveis (HE), animais doentes (SM) e o tanque de expansédo refrigerado (TK)
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Legenda: Os graficos estdo divididos entre as fazendas, numeradas de F1 a F6. As cores separam as amostras
entre saudaveis (HE), na coloracdo verde; acometidas por mastite (SM), vermelho; e tanque de expanséo
refrigerado, azul.

A Figura 12 foca na discriminacao entre as amostras de tanques e as de leite antes
de serem armazenadas, considerando também as fazendas de origem. As bolinhas azuis,
representando os tanques (TK), aparecem misturadas com as amostras de leite saudavel (HE)
e acometido por mastite (SM), demonstrando que o armazenamento no tanque nao gerou
mudancas na microbiota que as diferenciassem das amostras coletadas antes do
armazenamento. O curto tempo de permanéncia no tanque e as condi¢fes similares de manejo
ndo foram suficientes para causar sucessGes microbioldgicas capazes de criar uma assinatura
especifica do tanque. Dessa forma, as amostras de tanques e as de leite mantém uma
composicao microbiolégica similar, reforcando a ideia de que o fator tanque néo contribui para

uma diferenciagéo significativa.

Ao comparar esses resultados com o grafico das bactérias do acido latico (BAL),
observamos que a andlise isolada de grupos bacterianos especificos revelou diferencas
significativas. Em contrapartida, a microbiota, como um todo, ndo apresentou resultados

semelhantes, indicando maior similaridade, sem a formacéao de agrupamentos distintos entre as
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diferentes amostras. Mariota et al. (2020) fizeram andlises de grupos especificos, com a
finalidade de desvendar o potencial deteriorante desses grupos em cima do leite cru. Dessa
forma, estudaram a microbiota mesoéfila, psicotrofica, termoddrica e esporulada do leite de
tanques de expansdo refrigerados de 20 fazendas e encontraram resultados insatisfatorios para
a qualidade do leite das fazendas, evidenciados pelas altas contagens bacterianas de grupos
degradantes. Esses resultados reforcam que, talvez, se o estudo tivesse abordado o microbioma
total, as amostras poderiam ter evidenciado maior similaridade geral, o que levaria a conclusoes
distintas. Assim, destaca-se a importancia de direcionar analises para grupos especificos, que
podem revelar informagdes cruciais e diferenciadas, ao invés de considerar apenas o

microbioma como um todo (Mariota et al., 2020).

Os resultados dos graficos de PCoA indicam que a composi¢do da microbiota do
leite € amplamente similar, independentemente do local de origem das amostras (fazendas) ou
do armazenamento no tanque. 1sso sugere que fatores como proximidade geogréafica, condi¢bes
de manejo e curto tempo de permanéncia no tanque néo séo suficientes para causar alteraces
significativas na microbiota. A auséncia de agrupamentos especificos nos gréficos reforca que
tanto as amostras de tanques quanto as de leite antes do armazenamento compartilham
caracteristicas microbioldgicas semelhantes, refletindo a estabilidade da microbiota em
sistemas de producdo com condi¢cdes ambientais e praticas de manejo semelhantes. Com o
objetivo de complementar os resultados da PCoA, utiliza-se a andlise estatistica
PERMANOVA (Permutational Multivariate Analysis of Variance), que avalia diferencas entre
grupos com base em matrizes de distancias. Enquanto a PCoA oferece uma visualizacdo dos
agrupamentos no espaco multivariado, a PERMANOVA permite testar estatisticamente se
essas diferengas sdo significativas. Assim, torna-se evidente a necessidade de se realizar
estudos adicionais empregando ferramentas estatisticas adequadas para confirmar a
significancia das distincBes e similaridades entre os grupos analisados. Além disso, viu-se a
necessidade de estudar e analisar mais grupos bacterianos especificos, em comparacdo ao
microbioma como um todo, para compreender melhor as variagdes e interacGes dentro do

microbioma do leite.

5.4. Perfil taxonémico a nivel familiar
Conhecer o perfil taxondmico de bactérias a nivel de familia no leite cru destinado
a producdo de queijos artesanais é fundamental para garantir a qualidade, seguranca e

caracteristicas sensoriais do produto final. Algumas familias bacterianas incluem espécies
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benéficas, como as Lactobacillaceae, responsaveis pela fermentagdo, desenvolvimento de
sabor e textura dos queijos, enquanto outras, como as Enterobacteriaceae, podem conter
patdgenos ou bactérias indesejaveis que comprometem a seguranca alimentar e a qualidade do
produto. Além disso, 0 monitoramento do perfil microbiano permite controlar a presenca de
contaminantes, identificar possiveis fontes de deterioracdo e preservar a autenticidade e a
tradicdo dos queijos artesanais, equilibrando seguranca e caracteristicas tipicas desejadas.
Dessa forma, com a finalidade de analisar e compreender o perfil taxonémico ao nivel de
familia, foram produzidos heatmaps (Figura 13 até a Figura 19) a partir da ferramenta QIIMEZ2,
a partir de cada fazenda, e um sobre as amostras de leite de todos os tanques de expanséo

refrigerados (Cuevas-Gonzalez et al., 2024).
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Figura 13 — Heatmap de Familia 1 (F1)
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Figura 14 — Heatmap de Familias da Fazenda 2 (F2)
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Figura 15 — Heatmap de Familias da Fazenda 3 (F3)
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Mapa de calor representando as familias predominantes no microbioma das amostras de leite oriundas da Fazenda 3. A parte inferior do gréafico representa os filos,
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Figura 16 — Heatmap de Familias da Fazenda 4
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Legenda: Mapa de calor representando as familias predominantes no microbioma das amostras de leite oriundas da Fazenda 5. A parte inferior do gréfico representa os filos,

subfilos e familias das bactérias, enquanto o eixo das ordenadas contém as amostras de leite saudaveis (HE), acometidas por mastite (SM) e a amostra do tanque de expansao

refrigerado (TK). As cores presentes nos quadrados representam a frequéncias logl0, em cada amostra, em uma escala de 0.0 (representada pela cor azul-escuro) a 4.0

(representada pela cor vermelho-escuro). Na parte superior do grafico, existe um agrupamento filogenético.
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Figura 17 — Heatmap de Familias da Fazenda 5
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Figura 18 — Heatmap de Familias da Fazenda 6
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Legenda: Mapa de calor representando as familias predominantes no microbioma das amostras de leite oriundas da Fazenda 6. A parte inferior do gréfico representa os filos,
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refrigerado (TK). As cores presentes nos quadrados representam a frequéncias log1l0, em cada amostra, em uma escala de 0.0 (representada pela cor azul-escuro) a 4.0

(representada pela cor vermelho-escuro). Na parte superior do gréafico, existe um agrupamento filogenético.
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Figura 19 — Heatmap de Familias dos Tanques de Expanséo
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Os mapas de calor (Heatmaps) das Figuras 13 a 19 estdo dispostos da seguinte
maneira: a parte inferior do gréafico representa os filos, subfilos e familias bacterianas, enquanto
0 eixo das ordenadas contém as amostras de leite saudaveis (HE), acometidas por mastite (SM)
e a amostra do tanque de expansédo refrigerado (TK). As cores presentes nos quadrados
representam a frequéncias log10, em cada amostra, em uma escala de 0.0 (representada pela
cor azul-escuro) a 4.0 (representada pela cor vermelho-escuro). Na parte superior do grafico,

existe um agrupamento filogenético.

Nos heatmaps, na Figura 13, foi possivel observar que, na Fazenda 1, as familias
bacterianas predominantes foram a Corynebacteriaceae, que também apresentou alta
frequéncia no tanque, acompanhada de outras familias como Sphingomonadaceae,
Bifidobacteriaceae, Peptostreptococcaceae, Erysipelotrichaceae e Clostridiaceae. Na Figura
14, referente a Fazenda 2, destacaram-se as familias Streptococcaceae e Sphingomonadaceae,
com Rhodobacteriaceae predominando no tanque. Na Figura 15, relacionada a Fazenda 3, as
familias mais frequentes nas amostras de leite foram Corynebacteriaceae, Ruminococcaceae,
Bifidobacteriaceae e Peptostreptococcaceae, e a familia Micrococcaceae foi a mais prevalente
no tanque. Ja& na Figura 16, referente a Fazenda 4, as familias Sphingomonadaceae,
Paenibacillaceae e Burkholderiaceae foram predominantes, com Enterobacteriaceae sendo
mais frequente no tanque. Na Fazenda 5 (Figura 17), as maiores frequéncias foram de
Sphingomonadaceae, Corynebacteriaceae, Bifidobacteriaceae, Planococcaceae,
Moraxellaceae, Peptostreptococcaceae e Ruminococcaceae, sendo Moraxellaceae
predominante no tanque. Por fim, na Fazenda 6 (Figura 18), destacaram-se
Sphingomonadaceae, Corynebacteriaceae, Planococcaceae e Micrococcaceae, com
Coriobacteriaceae predominando no tanque. Quando analisados os tanques de todas as
fazendas, na Figura 19, as maiores frequéncias observadas foram de Corynebacteriaceae,

Micrococcaceae, Moraxellaceae e Sphingomonadaceae.

Ao comparar 0s resultados entre as fazendas, € possivel observar que, embora
existam algumas variacdes nas familias bacterianas predominantes nas amostras de leite,
algumas se destacam de forma consistente. Sphingomonadaceae, Corynebacteriaceae
aparecem com alta frequéncia em quase todas as fazendas, tanto nas amostras gerais quanto
nos tanques, indicando que essas familias sdo comuns ao microbioma das fazendas, de modo
geral. No entanto, as fazendas apresentam algumas diferencas, como a predominancia de

Streptococcaceae, na Fazenda 2, e Micrococcaceae, na Fazenda 3, nas amostras de leite,
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enquanto, no tanque, familias como Rhodobacteriaceae (Fazenda 2), Enterobacteriaceae
(Fazenda 4) e Moraxellaceae (Fazenda 5) se destacam, sugerindo que o ambiente do tanque
favorece a concentracdo de diferentes familias bacterianas em cada fazenda. No geral, as
familias predominantes nos tanques de todas as fazendas sdo mais semelhantes entre si, com
destaque para Corynebacteriaceae, Micrococcaceae, Moraxellaceae e Sphingomonadaceae,
indicando que, apesar das variagdes nas amostras gerais, 0 ambiente do tanque tende a

apresentar uma composicao bacteriana mais similar.

Os membros da familia Corynebacteriaceae, composta pelos géneros
Corynebacterium e Turicella, sdo amplamente distribuidos e possuem relevancia ambiental,
industrial e médica. Esses microrganismos, pertencentes a ordem Corynebacteriales, destacam-
se pela presenca de acidos micolicos, que conferem resisténcia a medicamentos e propriedades
imunomoduladoras, contribuindo para sua patogenicidade. No microbioma do leite bovino, a
familia Corynebacteriaceae desempenha um papel significativo, sendo recuperada a partir de
locais como o canal do teto, Utero e leite. Estudos recentes destacam sua alta prevaléncia em
amostras de leite de diversas fazendas, sugerindo que essa familia integra a microbiota central
do Ubere. Além disso, evidéncias apontam para um possivel papel protetor dessa bactéria contra
patdgenos de mastite, como Staphylococcus, Streptococcaceae e Enterococcaceae, através da
competicdo por nicho e da inibicdo de microrganismos patogénicos, reforcando sua
importancia para a satde animal e a qualidade do leite (Bernard, 2016; Tauch et al., 2014;
Oliveira, 2024; Porcellato et al., 2020; Brooks et al., 1984; Braem et al., 2012). Na Figura 8, a
classe Actinobacteria destacou-se como a mais frequente entre as seis fazendas analisadas.
Dentro dessa classe, a familia Corynebacteriaceae apresentou os maiores indices de frequéncia,

corroborando os resultados obtidos anteriormente.

No estudo de Porcellato et al. (2020), observou-se uma correlacdo negativa entre a
abundancia de Corynebacterium e Staphylococcus, indicando uma possivel competicdo entre
esses taxons. Essa interacdo foi fortalecida a partir de diferencas na composicdo da populacao
de Corynebacterium em quartos mamarios disbiéticos, frequentemente associados a mastite.
Assim, esse género pode desempenhar um papel crucial na manutencdo do equilibrio
microbiano no leite bovino, com implicacdes para a saude animal e a qualidade do leite
(Porcellat et al.,2020). Dessa forma, as altas frequéncias da familia Corynebacteriaceae,
observadas no presente estudo, podem indicar maiores indices de qualidade do leite nas seis
fazendas analisadas. Esse tdxon desempenha um papel significativo na simbiose no ambiente

do Ubere, contribuindo para a satde dos animais e, consequentemente, para a qualidade do leite
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produzido.

A segunda familia com maiores frequéncias entre as amostras individuais e de
tanque, das seis fazendas analisadas, foi a Sphingomonadaceae. Essa familia bacteriana
pertence a ordem Sphingomonadales, dentro do filo Proteobacteria. Seus representantes sao
bactérias Gram-negativas, geralmente aerobicas, embora algumas sejam quimiorganotroficas
anaerobicas facultativas. Sdo amplamente distribuidas em diversos ambientes, incluindo solo,
agua doce e marinha, e possuem uma notavel capacidade de degradar compostos organicos e
inorganicos (Waigi et al., 2015; Oh et al., 2019). Essas caracteristicas sugerem que a presenca
desses representantes nas amostras de leite e tanque das fazendas pode estar associada a
contaminagdo ambiental, possivelmente originada de fontes como cama, solo e o ambiente do

celeiro.

No estudo de Vries et al. (2019), efetuaram-se o isolamento e a caracterizagao da
familia Sphingomonadaceae em membranas de filtragem de &gua. Os resultados revelaram que
0s representantes dessa familia atuam como colonizadores iniciais desse tipo de membrana e
permanecem dominantes com o desenvolvimento do biofilme, independentemente das
propriedades da superficie da membrana. O estudo também destacou que a formacdo do
biofilme resulta em incrustacdo bioldgica, um processo dificil de prevenir ou controlar, devido
a capacidade desses microrganismos de se multiplicarem e secretarem substancias poliméricas
extracelulares que protegem a comunidade microbiana (Vries et al., 2019). Ao comparar as
caracteristicas da familia Sphingomonadaceae com os resultados do presente estudo, € possivel
supor que essas bactérias possam ter sido inicialmente introduzidas como contaminantes
provenientes do solo ou da dgua das fazendas. Além disso, sua presenca nos equipamentos de
ordenha pode ter favorecido a formacdo de biofilmes nesses locais, potencialmente

contaminando o rebanho e o leite destinado ao tanque de expansdo refrigerado.

As familias Peptostreptococcaceae e Bifidobacteriaceae foram identificadas
simultaneamente em trés fazendas (F1, F2 e F3), evidenciando uma ocorréncia comum nesses
ambientes. Apesar de ndo revelarem destaque nas frequéncias observadas nos tanques de
expansdo, a presenca dessas familias esta alinhada com resultados anteriores, sugerindo sua

relevancia na composi¢do microbioldgica de amostras fora do tanque.

A familia Peptostreptococcaceae, composta por bactérias Gram-positivas,
anaerodbicas e fermentativas, pertence a ordem Eubacteriales e a classe Clostridia, englobando

15 géneros, incluindo Clostridioides. Essas espécies habitam diversos nichos ecol6gicos, como
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0 corpo humano, solo, esterco e sedimentos, e algumas tém grande potencial patogénico, como
Clostridioides difficile, responsavel por infeccdes hospitalares (Bello et al., 2024). Na Figura
8, a classe Clostridia se destacou como a terceira mais frequente entre as seis fazendas
analisadas, com a familia Peptostreptococcaceae apresentando um dos cinco maiores indices
de frequéncia, corroborando os resultados anteriores. Com base nas caracteristicas dessa
familia, podemos supor que sua presenca no leite ocorreu tanto por vias ambientais quanto,
possivelmente, por enteromamérias. De fato, Jovem et al. (2015) demonstraram que
Peptostreptococcaceae estava presente em células sanguineas, células somaticas do leite e fezes
de vacas, apoiando a hipdtese de uma via enteromamaria enddgena de transmisséo de bactérias
do intestino para a glandula mamaria e, posteriormente, para o leite (Jovem et al., 2015). Esse
estudo sugere uma possivel via de transmissdo dessa familia bacteriana nas amostras das

fazendas 1, 3 e 5 do presente trabalho.

A familia Bifidobacteriaceae é composta por bactérias Gram-positivas,
pertencentes ao filo Actinobacteria. Possuem grande relevancia no leite bovino, em especial, o
género Bifidobacterium, principalmente devido a presenca de espécies como Bifidobacterium
animalis e Bifidobacterium bifidum, que podem ser encontradas em produtos lacteos
fermentados, como iogurtes e queijos. Essas bactérias desempenham um papel importante na
fermentacao do leite, contribuindo para a producdo de acidos organicos, como acido latico, que
ajudam a preservar os produtos lacteos e a conferir-lhes caracteristicas sensoriais especificas.
Alem disso, algumas espécies de Bifidobacterium tém sido utilizadas como probi6ticos em
alimentos derivados do leite, devido aos seus beneficios a satde intestinal, como a modulacédo
da microbiota e a promoc¢do de um ambiente gastrointestinal saudavel. Na natureza, essas
bactérias sdo comumente encontradas no trato gastrointestinal de mamiferos, incluindo
humanos e animais ruminantes, como vacas, e também em fezes, solo e vegetacdo associada a
sistemas digestivos. Em ambientes de producdo de leite, como nas fazendas, a presenca de
Bifidobacteriaceae pode ser um indicador de um equilibrio saudavel na microbiota,
favorecendo a saude das vacas e a qualidade do leite produzido (Taye et al., 2021; Dom et al.,
2024; Sibanda et al., 2024). Na Figura 8, a classe Actinobacteria se destacou como a mais
frequente entre as seis fazendas analisadas, com a familia Bifidobacteriaceae, pertencente a
essa classe, apresentando um dos cinco maiores indices de frequéncia. Esse resultado corrobora
as evidéncias obtidas anteriormente. Considerando que os representantes dessa familia habitam
predominantemente o trato gastrointestinal, assim como a familia Peptostreptococcaceae,

sugere-se que a via enteromamaria seja a principal rota de colonizacdo dessas familias no leite
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bovino das fazendas investigadas.

A andlise dos heatmaps das seis fazendas leiteiras revelou padrdes distintos e
consistentes na composicdo bacteriana das amostras de leite, com destaque para algumas
familias que se repetem em diversas fazendas. Familias como Corynebacteriaceae e
Sphingomonadaceae se destacaram em quase todas as fazendas, indicando sua prevaléncia no
microbioma do leite bovino. A presenca de Corynebacteriaceae, especialmente, sugere um
papel protetor contra patdgenos de mastite, contribuindo para a satde dos animais e a qualidade
do leite. Por outro lado, Sphingomonadaceae parece estar associada a contaminacéo ambiental,
possivelmente, proveniente do solo e dos equipamentos de ordenha, com implicagdes para a
formacédo de biofilmes. As familias Peptostreptococcaceae e Bifidobacteriaceae também foram
comuns em varias fazendas, com um possivel caminho de transmissdo enteromamario,
reforgcando a importancia de mais estudas acerca da influéncia dessa via no microbioma do
leite. No geral, os resultados sugerem que, apesar das variagOes entre as fazendas, algumas
familias bacterianas apresentam uma presenca consistente, o que pode indicar um microbioma

estavel e relevante para a satde do rebanho e a qualidade do leite.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados discutidos, observa-se que a microbiota do leite cru das
fazendas produtoras de Queijo Minas Artesanal Canastra (QMAC) reflete diretamente a
interacdo entre fatores ambientais, condi¢des de manejo e caracteristicas dos rebanhos. A
diversidade na composicdo microbiologica, observada em diferentes niveis taxonémicos,
ressalta a complexidade do sistema de producdo leiteira e a necessidade de compreender as
variaveis que influenciam a formacgdo dessas comunidades bacterianas. Essa compreensdo é
crucial para garantir a qualidade do leite cru, a seguranga dos produtos derivados e a salde

animal.

A predominancia de filos como Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes indica
um microbioma robusto, mas sensivel as praticas de manejo e higienizacdo. A presenca de
possiveis patdgenos, como Gammaproteobacteria e Clostridia, reforca a necessidade de
implementar estratégias rigorosas de controle sanitario e monitoramento continuo em todas as
etapas da cadeia produtiva. Essas medidas sdo essenciais ndo apenas para minimizar riscos a
salde, mas também para assegurar a qualidade sensorial e funcional do queijo artesanal, um

patrimonio cultural e gastrondmico da regido.

A diversidade observada entre as bactérias do acido latico (BAL) destaca a
singularidade da microbiota associada a cada ambiente, refletindo a interacdo entre as
condigBes de manejo e as caracteristicas dos rebanhos. A predominancia de Streptococcus em
vacas saudaveis e com mastite subclinica sugere a influéncia da transmissdo bacteriana durante
a ordenha, engquanto a presenca de Enterococcus nos tanques de expansao refrigerados aponta

para possiveis falhas no controle de higienizacdo dos equipamentos.

A estabilidade microbioldgica observada entre as amostras de diferentes fazendas
e etapas de armazenamento, por meio da analise de PCoA, sugere que praticas de manejo e
condi¢cdes ambientais semelhantes contribuem para um perfil microbiolégico similar em
sistemas de producao proximos geograficamente. Este estudo enfatiza a necessidade de integrar
analises microbiologicas detalhadas com abordagens estatisticas robustas, como a
PERMANOVA, para compreender as relagbes entre microbiota e fatores produtivos.
Investimentos em pesquisas complementares, alinhados ao desenvolvimento de boas praticas

de manejo e higiene, sdo fundamentais para fortalecer a cadeia produtiva do Queijo Minas
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Artesanal Canastra, assegurando sua autenticidade, qualidade e sustentabilidade no mercado

competitivo de produtos artesanais.

Os heatmaps indicaram a presenca consistente de algumas familias bacterianas,
como Corynebacteriaceae e Sphingomonadaceae, em diversas fazendas. A presenca de
Corynebacteriaceae sugere um papel protetor contra patégenos de mastite, enquanto
Sphingomonadaceae parece estar associada a contaminacdo ambiental, o que reforca a
importancia de préticas rigorosas de higiene na ordenha. A estabilidade de algumas familias
bacterianas nas amostras de leite indica que o seu microbioma pode ser relativamente

constante, o que é essencial para a qualidade e seguranca dos produtos derivados.

Por fim, os resultados deste estudo destacam a importancia de praticas adequadas
de manejo e controle de qualidade para garantir a producgéo de Queijo Minas Artesanal Canastra
com seguranca alimentar e caracteristicas sensoriais desejaveis. Além disso, os achados
sugerem a necessidade de estudos continuos sobre as dindmicas do microbioma do leite, com
foco nas interacbes bacterianas e nas variagcbes sazonais, para aprimorar 0S processos de

producdo e garantir a exceléncia do produto final.
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