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RESUMO

O Queijo Minas Artesanal (QMA) ¢ caracterizado pelo uso de leite cru e fermento natural
"pingo", responsavel pelos processos de fermentacdo, maturagdo e desenvolvimento das
propriedades sensoriais do produto. O estudo investigou os determinantes espaciais (queijaria
e microrregido) e temporais (sazonalidade) da carga microbiana do pingo em 10 regides
produtoras. As amostragens ocorreram em quatro campanhas (estagdes seca e chuvosa) entre
2024 e 2025. A microbiota foi analisada por métodos de cultivo para enumeragao de bactérias
do 4cido latico (BAL), coliformes, Staphylococcus aureus, bolores e leveduras, além da
determinag¢do de pH e teor de NaCl. A variancia foi particionada via PERMANOVA para
identificar os principais fatores de variacdo, enquanto padroes de similaridade regional e
efeitos sazonais foram avaliados por testes ndo paramétricos. Os resultados indicaram que a
queijaria individual ¢ o principal componente explicativo para a variacio de BAL e
coliformes. Em contraste, observou-se efeito sazonal significativo para S. aureus, bolores e
leveduras. A microrregido produtora apresentou influéncia secundaria sobre a varia¢do das
contagens. Assim, conclui-se que a variabilidade microbiologica do pingo ¢ determinada
primariamente pela unidade produtora e pela sazonalidade, o que demanda atencdo ao manejo
local da produgdo, sobretudo em periodos favoraveis a proliferagdo de microrganismos

indesejaveis.

Palavras-chave: Pingo. Variagdo sazonal. Variacdo espacial. Caracterizagdo microbioldgica.

Queijo Minas Artesanal.



ABSTRACT

Minas Artisanal Cheese (MAC) is characterized by the use of raw milk and a natural starter
culture known as "pingo", which is responsible for the fermentation, ripening, and
development of the product's sensory properties. This study investigated the spatial
(farmhouse and microregion) and temporal (seasonality) determinants of the microbial load in
"pingo" across 10 producing regions. Sampling was conducted over four campaigns (dry and
rainy seasons) between 2024 and 2025. The microbiota was analyzed using culture-based
methods for the enumeration of lactic acid bacteria (LAB), coliforms, Staphylococcus aureus,
and molds and yeasts, alongside the determination of pH and NaCl content. Variance was
partitioned via PERMANOVA to identify the main factors of variation, while regional
similarity patterns and seasonal effects were evaluated through non-parametric tests. The
results indicated that the individual farmhouse is the primary explanatory component for the
variation in LAB and coliform counts. In contrast, a significant seasonal effect was observed
for S. aureus, molds, and yeasts. The producing microregion showed secondary influence on
count variation. It is concluded that the microbiological variability of "pingo" is primarily
determined by the producing unit and seasonality, which demands attention to local
production management, particularly during periods favorable to the proliferation of

undesirable microorganisms.

Keywords: Pingo. Seasonal variation. Spatial variation. Microbiological characterization.

Minas Artisanal Cheese.
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1. INTRODUCAO

A producdo de queijo artesanal ¢ uma tradicdo secular cujos métodos,
transmitidos entre geragdes, marcam a historia, a cultura ¢ a economia de diversas regides
brasileiras, com destaque para o estado de Minas Gerais, reconhecido pela tradicdo na
producio de queijos no pais (DARGERE et al., 2023). Segundo o Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA, 2024), o Estado possui dez regides produtoras de Queijo Minas
Artesanal (QMA): Araxa, Canastra, Campos das Vertentes, Cerrado, Serra do Salitre, Serro,
Triangulo Mineiro, Serras do Ibitipoca, Diamantina e Entre Serras da Piedade ao Caraca.

A producdo do QMA, reconhecida como Patriménio Cultural Imaterial da
Humanidade pela UNESCO em 2024, caracteriza-se pela inoculagdo de culturas
microbiologicas enddgenas, localmente chamada de “pingo”, no processo de produgao como
agente de fermentacdo da massa formada a partir da coagulagdo do leite cru (DORES et al.,
2013). O uso desse fermento natural, obtido da producdo anterior, permite a transferéncia da
microbiota do leite cru e dos microrganismos presentes no ambiente de produgdo para o
queijo. Dessa maneira, as variagdes na composi¢ao microbioldgica de cada regido conferem
sabor, aroma e textura caracteristicos ao produto final (DARGERE et al., 2023).

A elucidacdo da diversidade populacional microbiana do pingo representa a
preservacdo de tradi¢des historicas e regionais de produgdo do QMA. Embora os queijos
artesanais brasileiros sejam amplamente apreciados, a microbiota envolvida em sua fabricacao
e maturacdo ainda carece de estudos aprofundados. O mapeamento preciso dos grupos
microbianos presentes em queijos de leite cru ¢ essencial para aprimorar a qualidade e a
seguranga microbiologica desses produtos. Além disso, a identificagdo simultinea de
microrganismos benéficos e potenciais patdogenos em queijos artesanais refor¢a a necessidade
de compreender como o pingo molda essas comunidades, especialmente diante da grande
variabilidade regional e tecnologica do setor (CALDEIRA et al., 2025; PINEDA et al., 2021;
KAMIMURA et al., 2019).

Assim, considerando o crescente interesse cientifico pelos queijos artesanais
brasileiros (PENNA; GIGANTE; TODOROYV, 2021), este estudo objetivou investigar os
determinantes espaciais (queijaria e microrregido) e temporais (sazonalidade) sobre a
microbiota do fermento natural “pingo” em dez regides produtoras de Minas Gerais. A
caracterizacdo dessa cultura enddgena busca fornecer subsidios técnicos para a definicdo da
identidade bioldgica de cada unidade produtora, contribuindo para a padronizacao e seguranga

do Queijo Minas Artesanal.
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1.1 Objetivo geral

Investigar os determinantes espaciais (unidade produtora e microrregido) e
temporais (sazonalidade) da carga microbiana do fermento natural “pingo” utilizado na

producdo do Queijo Minas Artesanal em dez regides do estado de Minas Gerais.

1.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, o trabalho propds:

a) Enumerar os grupos microbianos de interesse tecnologico (bactérias do acido
latico) e de seguranca sanitaria (coliformes, Staphylococcus aureus, bolores e leveduras)
presentes no pingo;

b) Particionar a varidncia das contagens microbiologicas para determinar o peso
relativo da queijaria individual, da microrregido e da sazonalidade sobre a carga microbiana
presente no pingo;

c) Identificar padroes de similaridade espacial entre as dez microrregides
produtoras por meio de analises multivariadas exploratdrias;

d) Correlacionar a dinamica das populacdes microbianas com o pH e

concentracdo de cloreto de sodio (NaCl) do pingo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Queijo artesanal

O queijo ¢ um dos mais antigos alimentos manufaturados pela civilizagdo
humana, produzido a partir do leite de mamiferos como vacas, cabras e ovelhas, assim como
bufalas, camelas, lhamas, renas, entre outros. Por meio da fermentacao e coagulagdo do leite,
o queijo ¢ obtido pelo aproveitamento da caseina, principal proteina presente no leite. Este
processo consiste, primeiramente, na adicdo de uma cultura bacteriana que realizara a
acidificacdo do leite, e, com a adi¢do do coalho, a quimosina, ele ¢ transformado em coalhada
e soro. S@o justamente os tipos bacterianos e o processamento do coalho que determinam a
textura € o sabor na maioria dos queijos. Assim, independentemente da origem do leite, a
producdo do queijo segue algumas etapas basicas: coagulacdo, expulsdo do soro, prensagem,
moldagem, salmoura e maturagdo, além de que, a depender do objetivo de comercializacdao do
queijo, este pode ser fresco ou maturado (NETTO, 2011). Dessa forma, o processo de
coagulacdo do leite, observado naturalmente pelo homem e adaptado pela experiéncia pratica,
gerou um alimento que adquiriu, ao longo da historia, seja pelo objetivo de conservagdo do
alimento ou pelo gosto que possuia, grande variedade de tipos, muitos desses produzidos de
forma artesanal e que fazem parte de uma identidade cultural e regional (MENESES, 2006).

Os queijos artesanais adquirem caracteristicas distintas pelas variagdes no modo
de produgdo, ou seja, para além dos tipos bacterianos e processamento do coalho, as formas
como o fermento lacteo ¢ adicionado, o cozimento da massa, a maneira como se realiza a
prensagem, salga, adi¢do de creme ou gordura e os diferentes periodos de maturagdo
conferem aos queijos artesanais brasileiros suas diferengas. O modo de producdo, baseado na
experiéncia pratica, perpetuado ao longo das geragdes de pequenos produtores, resultou em
variagdes na identidade e padrdes de qualidade dos queijos artesanais produzidos em uma
mesma regiao (ARAUJO et al.,2020; NETTO, 2011).

No Brasil, a fabricagdo de queijo comegou no periodo da colonizagdo portuguesa,
quando foram introduzidos os primeiros rebanhos. Os portugueses transmitiram técnicas de
fabricacdo de queijos, como a receita do hoje conhecido Queijo Serra da Estrela, queijo
semimacio portugués, produzido com leite cru de ovinos. Adaptada e modificada as condi¢des
ambientais de cada regido do Brasil, a maneira de fazer o queijo portugués serviu de

referéncia para outros queijos tradicionais brasileiros (PERKINS, 2019).
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A legislagdo brasileira regulamenta e define o Queijo Artesanal prezando pelas
suas caracteristicas tradicionais e territoriais, por meio de leis como a Lei n.° 13.860/2019,
que define e regulamenta a elaboracdo e comercializagdo de queijos artesanais (BRASIL,
2019). Tem-se, também, a Lei n.° 13.680/2018, que instituiu o Selo Arte, certificado para
produtos alimenticios de origem animal de producgdo artesanal, com o intuito de facilitar a
fiscalizacdo e permitir a comercializagdo em todo o territorio nacional desses produtos,
garantindo qualidade, identidade e seguranca (BRASIL, 2018). A partir da regulamentagdo da
Lei do Selo Arte, a responsabilidade de concessdao do selo foi descentralizada aos 6rgaos
estaduais de agricultura e pecudria, de modo que os Estados Brasileiros definam regras
proprias, tal como Minas Gerais, maior produtor de queijos artesanais do pais e pioneiro em
legislagdo propria sobre a produgdo artesanal de queijos de leite cru (ARAUJO et al., 2020;
CHAVES et al., 2021).

A Lei estadual n.° 23.157/2018 regulamenta a produgdo e comercializagdo dos
queijos artesanais em Minas Gerais, definindo conceitos-chave relacionados a sua produgdo e
estabelecendo competéncias aos oOrgdos e entidades da administragdo publica sobre o
reconhecimento de identidade e qualidade dos produtos, como o Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA) e os sistemas municipais de inspe¢do, que devem atuar na fiscalizacdo e
habilitacdo de queijarias e entrepostos (MINAS GERAIS, 2018). Ademais, o Decreto n.°
48.024/2020 detalha os requisitos para o registro, instalagdo, rotulagem, transporte e
obrigacdes sanitarias para a producdo dos queijos artesanais, bem como preveé principios de
precaucdo e protecdo a saude. A norma ampliou o escopo das legislagdes anteriores,
fortalecendo a seguranga sanitdria, a formalizacdo e a valorizagdo sociocultural da cadeia
produtiva do queijo em Minas Gerais (MINAS GERAIS, 2020). A legislagdo também permite
que os produtores de queijos artesanais utilizem ingredientes adicionais, desde que o processo
cumpra normas técnicas de higiene e manejo de rebanho, conforme previsto na Portaria IMA
n.° 2.373, que estabelece os requisitos para a produg¢do e comercializagdo dos queijos

artesanais, unificando e atualizando normas anteriores (MINAS GERALIS, 2025a).

2.2 Queijo Minas Artesanal

O Queijo Minas Artesanal (QMA), conforme a legislagdo vigente (MINAS
GERAIS, 2024), ¢ todo queijo elaborado exclusivamente com leite bovino cru, fresco,
integral, recém-ordenhado de animais saudaveis, cuja fermentacdo utiliza cultura lactica

natural, apresentando massa com consisténcia firme, cor e sabor caracteristicos, sem corantes
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ou conservantes, podendo apresentar, ou ndo, olhaduras, produzido segundo as praticas
tradicionais e historicas da regido onde ¢ produzido. Conforme explicito na Portaria IMA n.°
2303, de 20 de maio de 2024, o QMA deve possuir como ingredientes o leite integral sem
tratamento térmico, culturas lacticas naturais, o pingo e, também, coalho, registrado em 6rgao
competente, e sal para consumo humano, bem como nao deve ser utilizado qualquer tipo de
aditivo ou coadjuvante de tecnologia em sua fabricacao.

A diversidade sensorial dos queijos artesanais mineiros ¢ oficialmente
reconhecida pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria (IMA), que, por meio da Portaria n.°
2303, de 4 de maio de 2024, apresenta descricdes especificas para cada microrregido
produtora do Queijo Minas Artesanal, contemplando aspectos como consisténcia, textura, cor,
sabor e crosta. Estas descrigdes evidenciam a relagdo entre os fatores ambientais, as praticas
tradicionais e a microbiota local, que resultam em produtos com identidade sensorial Unica e
que expressam as suas origens geograficas e culturais para cada microrregido mineira
(MINAS GERALIS, 2024).

Ademais, sendo o0 QMA produzido conforme a tradi¢do historica e cultural de
cada regido, os queijos possuem caracteristicas que os diferenciam dos demais e até entre os
proprios, gracas a microbiota do leite, ao soro-fermento utilizado, as condi¢cdes ambientais, as
condi¢des climaticas, aos habitos dos produtores, entre outras varidveis que impactam
diretamente na obtencdo do produto final. Estes fatores sdo conhecidos como ferroir, termo
francés que denomina o conjunto de fatores naturais e humanos de um determinado local que
atuam na obtencao de um produto. A microbiota desses queijos possui uma forte assinatura do
terroir, criando, assim, condigdes favoraveis para as possiveis sucessdes microbiologicas ao
longo do processo de fabricagdo, resultando em uma microbiota variada e caracteristica de
cada um dos queijos. Portanto, uma regido pode ser propicia para producdo de um
determinado queijo e, ao mesmo tempo, inadequada para producdo de outro (NETTO, 2011;
SANT’ANNA, 2019).

Em conformidade, a Portaria IMA n.° 2303, de 4 de maio de 2024, que consolida
legalmente a intrinseca relagdo entre o ferroir e as propriedades sensoriais do queijo artesanal
mineiro, reforcando a importancia da tipificacdo regional para a valorizagdo e preservacao do
QMA como patriménio cultural e gastronomico do Estado, reconhece como regides
produtoras do QMA: Araxa, Campos das Vertentes, Canastra, Cerrado, Diamantina, Entre
Serras da Piedade ao Caraca, Serra do Salitre, Serras do Ibitipoca, Serro, Tridngulo Mineiro
(MINAS GERALIS, 2024). Além dessas, consideram-se outras regides que produzem outros

tipos de queijos artesanais mineiros, diferentes do QMA: Alagoa, Mantiqueira de Minas,
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Serra Geral do Norte de Minas, Vale do Jequitinhonha, Vale do Suacui e Vale do Mucuri
(MINAS GERALIS, 2025b) (Figura 1).

Figura 1 - Mapa das regides produtoras de queijo artesanal em Minas Gerais
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A producao do QMA exerce forte influéncia na identidade cultural mineira, a
ponto de seus modos de produgdo se tornarem Patrimonio Cultural Imaterial da Humanidade
(UNESCO, 2024). Além de seu valor simbolico, 0 QMA representa uma significativa parcela
da producdo familiar em Minas Gerais, sustentando milhares de familias que preservam um
saber tradicional de grande valor imaterial. Segundo o levantamento do sistema Safra
Agroindustria, da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural de Minas Gerais
(Emater-MQG), das 11.332 unidades de agricultura familiar de produtos derivados do leite,

7.776 sdo empreendimentos especificos de queijos artesanais (EMATER, 2024).
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2.3 Fermento lacteo endogeno: pingo

O queijo, quando comparado a outros produtos lacteos, ¢ considerado um produto
alimenticio dinamico e instavel, justamente porque sua fabricagdo e maturacdo dependem de
sucessivas acdes de microrganismos. A composi¢do e interacdo da microbiota determinam a
qualidade, autenticidade e a diversidade sensorial dos queijos, de forma que comunidades
microbianas benéficas favorecem propriedades fisicas e sensoriais desejaveis, enquanto outros
microrganismos indesejaveis afetam negativamente a qualidade do alimento (GOBBETTI et
al., 2018; KAMIMURA et al., 2019).

O Queijo Minas Artesanal, além do uso do leite cru, tem em seu cerne a utilizacao
do pingo, definido na legislacio (MINAS GERAIS, 2025a) como “cultura lactea natural
proveniente do processo de fabricacdo do queijo artesanal”. O pingo ¢ o soro obtido apos a
segunda salga no dia anterior, composto por microrganismos especificos de cada regido e
considerado uma cultura endégena (CASTRO et al., 2016; SILVA et al., 2025). Assim,
permanecendo em fermentagdo de um dia para o outro, junto a uma elevada concentragdo de
sal, ¢ capaz de inibir fermentagdes indesejaveis de microrganismos deteriorantes. Além disso,
0 pingo ¢ rico em microrganismos benéficos vidveis, atuando como fermento natural e
legitimo na produg¢do do queijo (SANT’ANNA, 2019).

Ao atuar como cultura iniciadora natural, o pingo se torna fonte de bactérias do
acido latico e de leveduras nos QMAs (PENNA et al., 2021). O soro pode possuir coliformes
e Staphylococcus spp., que podem significar fonte de contaminagdo para o produto final, bem
como bolores e leveduras (CASTRO et al., 2016). Apesar de as leveduras desempenharem
papel benéfico na fermentagdo e maturagdo, em alguns casos, sdo associadas a defeitos no
queijo (SANTOS et al., 2025). As bactérias do acido latico (BAL), por outro lado, sdo
essenciais para a producdo dos queijos artesanais, uma vez que sao as principais responsaveis
pela fermentagdo e coagulacdo do leite no estagio inicial de produ¢do (CAMARGO et al.,
2021). As BAL também desempenham um importante papel na maturacdo do QMA, uma vez
que multiplas linhagens sdo conhecidas como organismos benéficos a satide do consumidor,
capazes de sintetizar compostos antimicrobianos que podem inibir o crescimento de bactérias
patogénicas e deteriorantes, além da redu¢do no pH, que desempenha importante papel na
preservacdo do queijo, limitando o crescimento de microrganismos indesejaveis. As BAL
também possuem propriedades probioticas e contribuem para reducao do potencial alérgico de
algumas proteinas do leite (CAMARGO et al., 2021; CASTRO et al., 2016; COELHO et al.,
2022; PENNA et al., 2021).
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao das amostras

As amostras de fermento endogeno (pingo) foram obtidas em 50 queijarias
localizadas nas 10 microrregides oficialmente reconhecidas para a producao de Queijo Minas
Artesanal (MINAS GERALIS, 2024), sendo assim distribuidas: Arax4 (n=6), Canastra (n==8),
Cerrado (n=6), Serra do Salitre (n=3), Triangulo Mineiro (n=4), Campos das Vertentes (n=6),
Serras da Piedade ao Caraca (n=4), Serro (n=6), Diamantina (n=4) e Serras do Ibitipoca
(n=3). Foram realizadas quatro campanhas de amostragem entre os anos de 2024 e 2025,
abrangendo as estacdes seca e chuvosa tipicas de Minas Gerais (GRIFT et al, 2025;
MARTIN et al., 2023; NEVIANI et al., 2025).

Aliquotas de 500 ml de pingo foram coletadas pelos proprios produtores de queijo
no momento em que seriam utilizadas no processo de producdo do queijo. As amostras foram
acondicionadas em frascos plasticos estéreis previamente entregues aos produtores. Apds a
coleta da aliquota, os produtores acondicionaram as amostras em refrigerador (4 a 8°C) até o
momento da coleta destas pela equipe executora do projeto.

As amostras foram transportadas no mesmo dia da coleta para o Instituto Federal
de Minas Gerais - Campus Bambui em caixas de isopor resfriadas com gelo reutilizavel, onde

foram processadas e armazenadas para analises futuras em laboratorio.

3.2 Analises microbioldgicas e fisico-quimicas

Inicialmente, aliquotas de cada amostra de pingo foram destinadas as analises
fisico-quimicas de salinidade e potencial hidrogenidnico (pH). A concentracdo de cloreto de
sodio (NaCl) foi determinada utilizando-se um refratometro digital portatil (Modelo
Milwaukee MA887), em gramas/ml, enquanto o pH foi mensurado em pHmetro de bancada
devidamente calibrado.

As anélises microbiologicas consistiram em ensaios quantitativos por meio da
técnica de contagem padrdo em placas, seguindo a metodologia descrita por Silva e
colaboradores (2007). Empregou-se o plaqueamento em superficie (spread plate), com os
resultados expressos em Unidades Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mL). Foram
avaliados cinco grupos microbianos indicadores: Bactérias do acido latico (BAL), cultivadas

em meios MRS (lactobacilos) e M17 (estreptococos laticos); Coliformes totais, utilizando o
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meio seletivo Chromocult Coliform Agar; Staphylococcus aureus, utilizando placas Compact
Dry XSA; Bolores e leveduras, utilizando placas Compact Dry YM.

A partir da amostra bruta (D0), realizou-se uma dilui¢do seriada (fator 1:10) em
microtubos de 1,5 mL contendo solucao salina a 0,85%, obtendo-se dilui¢does de D-1, D-2,
D-3, D-4 e D-5 (Figura 2). As aliquotas foram plaqueadas em duplicata, visando a obtengao

de placas com contagem entre 25 e 250 colonias.

Figura 2 - Representacao de uma diluicao seriada
Amostra
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R R R R
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DO 10" 107 107 10° 107
0.1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

Fonte: Autoria propria (2025).
Legenda: Esquema representativo da diluigdo seriada (fator 1:10) de uma amostra.

O procedimento do plaqueamento em superficie consistiu na inoculacdo da
amostra ou de suas diluicdes em uma placa de Petri contendo meio solido, seguida do

espalhamento do indculo com uma alga estéril e posterior incubacao em estufa (Figura 3).

Figura 3 - Representagdo do plaqueamento em superficie

- {
' 4
—_— —_—
Pipetagem da amostra sobre a Espalhamento uniforme sobre Ap6s incubagio: colonias
superficie do meio a superficie do meio visiveis na superficie

Fonte: Adaptado de Dahal (2022).
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Para o plaqueamento das BALs em meios MRS e M17, foram utilizadas as
diluigoes D-3, D-4 e D-5, com incubagdo em estufa bacteriologica a 37 °C por 24 horas no
meio M17 e 48 horas no meio MRS. Para o cultivo de bactérias coliformes e Escherichia coli
no meio Chromocult Coliform Agar, empregaram-se as dilui¢des DO, D-2, D-3 e D-4,
incubadas a 37 °C por 48 horas. O plaqueamento de Staphylococcus aureus nas placas
Compact Dry XSA foi realizado com as diluigdes D-1, D-2 e D-3, incubando-se as placas a 37
°C por 48 horas. Por fim, para o crescimento de bolores e leveduras no meio Compact Dry

YM, utilizaram-se as dilui¢des D-1, D-2 e D-3 com incubagdo a 25 °C por 48 a 72 horas.

3.3 Analise dos dados

Os dados obtidos nas analises fisico-quimicas foram tabulados por meio do
programa Google Sheets, bem como os dados microbioldgicos obtidos a partir das contagens
das unidades formadoras de colonias (UFC) que foram transformados em log,, visando
atender aos pressupostos de homogeneidade de variancias e reduzir efeitos de valores
extremos. As andlises estatisticas foram conduzidas considerando-se diferentes niveis de
organizacdo espacial e temporal, incluindo queijaria individual, microrregido produtora do
Queijo Minas Artesanal (QMA) e campanhas de coleta que correspondem as diferentes
estacdes de seca e chuva de Minas Gerais durante os anos de 2024 ¢ 2025.

Inicialmente, a contribuigdo relativa da queijaria, da microrregido e da campanha
para a variagdo das contagens microbioldgicas do pingo foi avaliada por meio da Anélise de
Variancia Multivariada Permutacional (PERMANOVA), baseada em matriz de distancia
euclidiana construida a partir das contagens log-transformadas. Para cada grupo microbiano, a
variancia total foi particionada entre os fatores incluidos no modelo, permitindo estimar a
propor¢do da varia¢do explicada por cada componente (R?).

Ademais, a existéncia de padroes espaciais associados as microrregioes
produtoras foi investigada por meio da andlise de cluster hierarquico, utilizando as variagdes
médias (A) entre campanhas consecutivas das variaveis microbioldgicas e fisico-quimicas. A
analise de cluster foi utilizada como abordagem exploratéria para identificar padrdes de
similaridade entre microrregides. Os dados foram padronizados por z-score, € 0 agrupamento
foi realizado pelo método de Ward utilizando distancia euclidiana, que minimiza a variancia
intragrupo, ideal para a identificacdo de padrdes multivariados de similaridade. A estrutura
dos clusters foi visualizada por meio de dendrograma acoplado a heatmap, permitindo

identificar, simultaneamente, a similaridade entre microrregides e as varidveis que mais
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contribuiram para a separacdo dos grupos. Posteriormente, as variagdes temporais das
variaveis microbiologicas e fisico-quimicas foram comparadas entre microrregides
utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis.

Em seguida, a variagcdo sazonal da microbiota do pingo foi avaliada por meio do
teste de Friedman, considerando medidas repetidas ao longo do tempo para cada uma das
queijarias. Esse teste ndo paramétrico foi empregado por ndo assumir a normalidade dos
dados e por ser apropriado para comparagdes entre mais de duas condi¢des relacionadas. Para
as variaveis que apresentaram efeito global significativo, comparagdes pareadas entre
campanhas consecutivas foram realizadas empregando-se o teste de Wilcoxon, com
correlacdo de Holm, para multiplas comparagoes.

Por fim, as associagdes entre os parametros fisico-quimicos, pH e concentragdo de
NaCl e as contagens microbioldgicas foram investigadas por meio da correlagdo de Spearman,
aplicada separadamente para cada campanha de coleta, bem como para as variagdes temporais
(A) entre campanhas consecutivas. Em todas as analises, adotou-se um nivel de significancia
de 5%.

Os dados foram organizados, processados e analisados utilizando-se a biblioteca
Pandas em Python (MCKINNEY, 2010). Os scripts empregados nas analises estatisticas e
graficas foram gerados com apoio do ChatGPT, sendo revisados criticamente, ajustados e
validados individualmente pelo autor, assegurando a adequacdo ao desenho experimental, a

consisténcia metodologica e a correta interpretacao dos resultados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Particio da variacido das contagens microbiologicas

A parti¢cdo da varidncia das contagens microbiologicas do pingo revelou que a
principal fonte de variagdo difere entre os grupos microbianos analisados (Figura 4).
Observou-se que, para as bactérias do acido latico cultivadas nos meios M17 ¢ MRS, bem
como para os coliformes cultivados em Chromocult Coliform Agar (CHR), a maior parcela da
variancia foi explicada pela queijaria individual. Em contraste, para Staphylococcus aureus
(STX), cultivadas em meio Compact Dry XSA, verificou-se contribuigdo expressiva da
campanha de coleta, indicando uma maior sensibilidade desse grupo microbiano as variagdes
sazonais. Bolores e leveduras (YM) apresentaram um padrao intermediario, com efeitos
combinados da queijaria e campanha, sugerindo que tanto fatores locais quanto temporais

atuam de forma relevante sobre esses microrganismos.

Figura 4 - Particdo da variancia das contagens microbioldgicas do pingo obtida por
PERMANOVA, apresentada separadamente para cada grupo microbiano

PERMANOVA - Particéo da variancia por microrganismo

Fonte de variagao
B Campaign

YM
QMA
s D

Residual

STX 23.4%

CHR

MRS

M17

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Propor¢ao da variancia explicada (R2)

Fonte: Elaboragao propria (2025).

Nota: As barras empilhadas horizontais representam a proporcdo da variancia total (R?) explicada pelos fatores
sazonalidade (Campaign), microrregido (QMA), queijaria (ID) e pelo componente residual, calculada a partir de
matriz de distancia euclidiana das contagens expressas em loguo.
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A microrregido produtora foi um fator que explicou uma fragdo menor da
variancia para todos os grupos analisados, indicando que diferengas regionais amplas exercem
impacto limitado quando comparadas as particularidades de cada queijaria e as variagdes
temporais.

Ressalta-se que, na aplicacdo univariada da PERMANOVA, a variancia tende a
ser matematicamente alocada quase integralmente aos fatores incluidos no modelo, de modo
que a elevada proporcao explicada ndo implica auséncia de variabilidade residual, mas reflete

a estrutura matematica do método.

4.2 Padroes espaciais e microrregionais

A andlise de cluster hierarquico das variacdes temporais médias das variaveis

microbioldgicas e fisico-quimicas ndo evidenciou um agrupamento consistente das amostras

de pingo por microrregido produtora do QMA (Figura 5).

Figura 5 - Padrdes de similaridade entre microrregioes do QMA com base nas variagdes
temporais do pingo
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Fonte: Elaboracgdo propria (2025).

Nota: Dendrograma hierarquico (método de Ward, distdncia euclidiana) acoplado a heatmap das variagdes
médias padronizadas (z-score) entre campanhas consecutivas das variaveis microbiologicas e fisico-quimicas do
pingo em diferentes microrregides do QMA.
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Embora tenham sido observados padrdoes de similaridade entre algumas
microrregides, essas associagdes foram limitadas e nao refletem uma separacao clara baseada
na origem geografica. A confirmacao estatistica desses padrdes indicou diferenca significativa
entre clusters apenas para bolores e leveduras (Kruskal-Wallis, p = 0,025).

Em contraste, a comparagdo entre microrregides produtoras do QMA ndo
evidenciou diferencas estatisticamente significativas para nenhuma das varidveis
microbiologicas e parametros fisico-quimicos avaliados, conforme demonstrado pelo teste de
Kruskal-Wallis aplicado as variagdes temporais médias entre campanhas (Tabela 1), com

valores superiores a 0,05 em todos os casos.

Tabela 1 - Resultados do teste de Kruskal-Wallis para comparagdo das variagdes temporais
(A) entre campanhas consecutivas das contagens microbiologicas e dos parametros
fisico-quimicos do pingo entre microrregioes produtoras do QMA nas campanhas

Variavel H _valor Diferenca entre
1av (Kruskal-Wallis) p microrregioes

M17 (LAB) 5,24 0,813 nao

MRS (LAB) 2,87 0,969 nao

CHR (Coliformes) 0,75 0,999 nao

STX (S. aureus) 6,41 0,699 nao

YM (Bolores e 10,13 0,340 ndo
Leveduras)

NaCl 1,39 0,998 nao

pH 4,27 0,893 nao

Fonte: Elaboragao propria (2025).

Esses resultados sugerem que, embora variagcdes ambientais mais amplas exer¢gam
influéncia sobre as caracteristicas sensoriais do QMA, sua contribui¢do para a variacao
temporal da microbiota do pingo ¢ relativamente modesta quando comparada as
particularidades de cada queijaria. Diante da auséncia de efeito microrregional consistente, as
analises subsequentes foram conduzidas considerando cada queijaria como réplica bioldgica
independente, mantendo-se o pareamento temporal das observacdes.

Esses resultados preconizam que, embora fatores territoriais possam influenciar

caracteristicas do Queijo Minas Artesanal descritas na literatura, a variagdo temporal da
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microbiota do pingo observada neste estudo ¢ mais fortemente determinada pelas
particularidades de cada queijaria.

Esses resultados sugerem que a variagdo temporal da microbiota do pingo ¢ mais
fortemente influenciada pelas particularidades de cada queijaria do que por fatores associados

ao recorte regional de origem do queijo.

4.3 Variacao sazonal da microbiota

A avaliacdo da variagdo sazonal por meio do teste de Friedman, considerando o
pareamento temporal das amostras por queijaria, indicou que as contagens microbioldgicas do
pingo ndo permanecem estaveis ao longo do tempo, respondendo de forma diferenciada as
mudancgas entre campanhas de coleta (Tabela 2). Foram detectadas variagdes significativas
para as bactérias laticas cultivadas em MRS, para Staphylococcus aureus, para bolores e

leveduras, bem como para o pH do pingo.

Tabela 2 - Teste global de Friedman aplicado as contagens microbiologicas e aos parametros
fisico-quimicos do pingo para avaliar variagdes entre as estacdes de coleta, considerando
medidas repetidas nas mesmas queijarias

Qui-quadrado

Variavel (Friedman) p-valor
M17 (LAB) 3,33 0,344
MRS (LAB) 10,38 0,016
CHR (Coliformes) 7,06 0,070
STX (S. aureus) 72,23 < 0,001
YM (Bolores e Leveduras) 34,22 < 0,001
NaCl 4,92 0,178
pH 22,07 < 0,001

Fonte: Elaboragao propria (2025).

A representagdo grafica das trajetorias temporais por queijaria evidenciou
deslocamentos sistemdticos nas distribuicdes dessas variaveis entre campanhas,
acompanhados por padrdes individuais relativamente consistentes (Figura 6). Esses resultados
evidenciam a existéncia de efeito temporal associado a sazonalidade, indicando que alteragdes

ambientais ao longo do ano influenciam a dinamica microbiana do pingo.
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Figura 6 - Box Plots das varidveis que apresentaram variacdo global entre campanhas
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Fonte: Elaboragao propria (2025).

Nota: As caixas representam o intervalo interquartil (25-75%), a linha central indica a mediana, o losango
representa a média e os pontos correspondem as observacgdes individuais das queijarias ao longo das campanhas.
A campanha 2024.1 representa a estagdo chuvosa, ¢ 2024.2, a estagdo seca, bem como a campanha de 2025.1
representa a estagdo chuvosa, e 2025.2, a estagdo seca.

Em particular, Staphylococcus aureus (STX) e bolores e leveduras (YM)
mostraram e¢levada sensibilidade as mudancas sazonais, com diferencas estatisticamente
significativas em todas as transi¢cdoes avaliadas entre campanhas consecutivas, conforme
demonstrado pelas comparagdes pareadas realizadas pelo teste de Wilcoxon, com corregdo de
Holm, para multiplas comparag¢des (Tabela 3).

As comparagdes pareadas também revelaram que, enquanto as contagens de
Staphylococcus aureus (STX) e de bolores e leveduras (YM) apresentaram variagdes
progressivas e significativas ao longo do tempo, as bactérias laticas cultivadas em MRS
exibiram um padrio distinto, ¢ o pH apresentou variagdes pontuais entre campanhas
especificas. Embora o teste global de Friedman tenha indicado efeito temporal para MRS

(Tabela 2), as comparagdes entre duas campanhas consecutivas nao atingiram significancia



26

estatistica apoOs correcdo para multiplas comparagdes (Tabela 3), sugerindo a ocorréncia de
variagdes de baixa magnitude distribuidas ao longo do periodo avaliado. Esse padrio ¢ tipico
de variaveis com tendéncia temporal suave, nas quais o efeito se distribui ao longo do tempo,
sem transi¢des abruptas entre campanhas adjacentes. Esse comportamento indica maior
estabilidade temporal das bactérias laticas quando comparadas a microrganismos
potencialmente indesejaveis, reforcando o papel do pingo como cultura iniciadora

relativamente estavel, mesmo sob condi¢des ambientais variaveis.

Tabela 3 - Analise longitudinal pareada entre campanhas consecutivas das contagens
microbiologicas e dos parametros fisico-quimicos (Concentracdo de NaCl e pH) que
apresentaram efeito global pelo teste global de Friedman

Variavel Comparacao A média* p (Holm)
MRS 2024.1 — 2024.2 —0,003 0,147
MRS 2024.2 — 2025.1 -0,013 1,000
MRS 2025.1 — 2025.2 —0,268 0,850
STX 2024.1 — 2024.2 -1,331 <0,001
STX 2024.2 — 2025.1 +1,336 <0,001
STX 2025.1 — 2025.2 +1,450 < 0,001
YM 2024.1 — 2024.2 -0,737 <0,001
YM 2024.2 — 2025.1 +0,957 < 0,001
YM 2025.1 — 2025.2 +0,837 0,001

pH 2024.1 — 2024.2 +0,251 0,002
pH 2024.2 — 2025.1 +0,038 0,006
pH 2025.1 — 2025.2 —0,409 0,496

Fonte: Elaboragao propria (2025).
Nota: Os valores representam a diferenca entre as médias (A média) de campanhas consecutivas e valores de p <
0,05 estao indicados em negrito.

4.4 Associacao com parametros fisico-quimicos

A analise de correlagdo entre as variaveis microbiologicas e os parametros
fisico-quimicos do pingo foi conduzida por meio do coeficiente de correlacdo de Spearman,
considerando o conjunto completo de observacdes pareadas no tempo. Os resultados
indicaram a existéncia de associagdes estatisticamente significativas entre algumas variaveis,
evidenciando possiveis relagdes funcionais entre a dindmica microbiana e as caracteristicas
fisico-quimicas do pingo (Figura 7). O mapa de correlagdo evidenciou associacdes positivas e
negativas de diferentes magnitudes entre os grupos microbianos e os parametros pH e teor de

NaCl, permitindo identificar padrdes gerais de covariacao (Figura 7).
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Figura 7 - Heatmaps das matrizes de correlagdo de Spearman entre pardmetros
fisico-quimicos (pH e Concentragdo de NaCl) e contagens microbioldgicas do pingo
apresentados por campanha

2024.1 2024.2 2025.1 2025.2
1.00
Mi74 019 o018 | 4 021 023 { 004 020« | 1 002 022 075
L 0.50
MRs{ 021 012 | 4 003 009 { 000 008 { 002 013
c
L025 ®©
£
©
CHR4 005 006 | 4 006 017 | 4 o004 035¢«| J{ 019 o012 L0.00 &
wn
()]
-—0.252
stxd 014 013 | J{ oos 038 | | 003 013 {045« o021
L —0.50
ym4 023 o004 { 008 023 | { 019 006 {032 010 -0.75
L T T T T T T T _1.00
pH Nacl pH NaCl pH NaCl pH NaCl

Fonte: Elaboragao propria (2025).
Nota: Asteriscos indicam associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05).

Em particular, observou-se que alteragdes no pH estavam associadas a mudangas
nas contagens de determinados grupos microbianos, enquanto o teor de NaCl apresentou
correlagdes mais especificas, sugerindo efeito seletivo sobre microrganismos mais sensiveis
as condi¢Oes osmoticas.

A representacdo grafica complementar das correlagdes significativas reforgou
esses padrdes, destacando as associagdes mais robustas entre as variaveis avaliadas e
facilitando a visualizacdo da dire¢do e intensidade das relacdes observadas (Figura 8). Em
conjunto, essas andlises indicam que, embora o pingo apresente relativa estabilidade
microbioldgica, variagdes no pH e na concentragdo de NaCl ndo se associam de maneira
uniforme as mudancas microbioldgicas, sugerindo que essas relagdes variam conforme o

periodo avaliado.
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Figura 8 - Heatmaps das matrizes de correlagdo de Spearman entre as variagdes temporais (A)
dos parametros fisico-quimicos (pH e NaCl) e das contagens microbioldgicas do pingo,
apresentados separadamente para cada transi¢cao entre campanhas
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Fonte: Elaboragao propria (2025).
Nota: Asteriscos indicam associagdes estatisticamente significativas (p < 0,05).

4.5 Efeitos espaciais, temporais e produtivos sobre a microbiota do pingo

A integracao dos resultados obtidos por meio das abordagens analiticas utilizadas
indica que a queijaria individual constitui o principal componente explicativo da variagao
quantitativa das contagens de bactérias laticas e coliformes no pingo, enquanto a campanha de
coleta exerce influéncia mais expressiva sobre a dindmica de Staphylococcus aureus e de
bolores e leveduras. Do mesmo modo, a contribuicdo da microrregido produtora mostrou-se
secunddria para todos os grupos microbioldgicos avaliados, reforcando a auséncia de um
efeito consistente espacial em escala regional ampla.

Tendo em vista a influéncia do pingo na formagdo da microbiota do queijo
(ISIDORIO, 2019; KAMIMURA et al., 2020), Guimaraes (2022) demonstra uma variacao da
microbiota do Queijo Minas Artesanal da Serra da Canastra entre as queijarias estudadas,
apontando diferencas entre os processos de producgdo utilizados pelos queijeiros, o que reforga
a influéncia do sistema produtivo local, que inclui praticas de manejo, condi¢des
higiénico-sanitérias e particularidades do ambiente de producdo do QMA, sobre a composi¢ao

microbiologica do pingo. Também, Hosken (2021), na obtencdo de cepas de bactérias do
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acido latico do Queijo Minas Artesanal produzido na regido da Serra da Canastra e Serro,
apontou uma variagdo da microbiota dos queijos presentes entre as propriedades produtoras,
indicando como diferencas entre os produtores explicaram grande parte da variagdo da
microbiota dos queijos, mais do que fatores gerais de regido.

Ademais, embora coliformes representem microrganismos indicativos de higiene,
sua maior variagdo nas contagens microbiologicas, associada a queijaria individual, sugere
que, assim como as bactérias acido-lacticas, sua presenca no pingo estd fortemente
relacionada as praticas e condi¢des especificas de cada queijaria, incluindo praticas de
ordenha, higienizagdo de utensilios e manejo do fermento natural (CALDEIRA et al., 2025;
CAMARGO et al., 2021).

Adicionalmente, a variagdo temporal da microbiota durante as campanhas
evidenciou comportamento dependente do grupo estudado, com maior sensibilidade sazonal
observada para Staphylococcus aureus e bolores e leveduras, em contraste com a maior
estabilidade apresentada pelas bactérias laticas ao longo das campanhas. Estes resultados
demonstram que o efeito da sazonalidade na microbiota do pingo pode ser quantitativamente
mais expressivo para bolores e leveduras quando comparado a outros grupos microbianos, em
conformidade com Martin e colaboradores (2023), que, no trabalho de caracterizagao da
microbiota fingica dos queijos artesanais produzidos na regido da Canastra, indicam que a
composi¢ao fungica do Queijo Minas Artesanal ¢ significativamente influenciada pela
estacdo, pela fazenda e pela cidade de produgdo. Além disso, Valente e colaboradores (2024),
em um estudo de queijos artesanais mineiros de quatro queijarias da microrregido Campo das
Vertentes, em estagdo seca e chuvosa, com amostras de diferentes periodos de maturacdo do
queijo, demonstram efeitos sazonais em Staphylococcus aureus ¢ na contagem de bolores e
leveduras. Os autores também sugerem que o periodo seco, provavelmente, favorece bolores e
leveduras devido a temperatura ideal de crescimento e a maior dispersao de esporos no ar,
assim como a persisténcia de Staphylococcus spp. na maturagdo do queijo indica uma
recontaminacdo por meio dos manipuladores, considerando, também, que esses
microrganismos podem tolerar a dessecacdo e a acidez.

A auséncia de um agrupamento consistente por microrregido nas analises de
cluster e a falta de diferencas significativas entre microrregides (Kruskal-Wallis) indicam que
as particularidades de cada queijaria sdo mais determinantes para a composi¢do diaria do
pingo do que o recorte regional. Embora fatores regionais, como o clima, a vegetacdo e a
tradicdo local, contribuam para caracteristicas sensoriais do queijo, a variabilidade entre

queijarias, provocada por diferengas de manejo e infraestrutura das propriedades, tende a
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diluir padrdes regionais claros no nivel de avaliagdo da composi¢ao microbiana do pingo.
Portanto, tratar cada queijaria como réplica bioldgica independente nas andlises temporais
reflete a realidade do alto grau de heterogeneidade entre produtores.

As associagdes entre os parametros fisico-quimicos e as contagens
microbioldgicas foram pontuais e dependentes do periodo avaliado. Como observado,
reducdes de pH estiveram associadas ao aumento de Staphylococcus aureus e bolores e
leveduras apenas em periodos especificos, enquanto o NaCl apresentou associagdes fracas e
inconsistentes, indicando que pH e teor de NaCl atuam contextualmente, € ndo como
determinantes primarios da estrutura microbiana do pingo. Também, Campos e colaboradores
(2021) apontam como o pH ndo teve nenhuma correlacdo com as contagens microbioldgicas
obtidas em seu estudo com amostras de leite, pingo, coalhada e queijo da microrregido da
Serra da Canastra, avaliadas quanto a presenga de coliformes totais, Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva e medi¢ao de pH.

Em suma, os resultados encontrados possuem algumas implica¢des praticas, uma
vez que a queijaria individual explica grande parcela da variagdo em bactérias do acido latico
e coliformes. Intervencdes de biosseguranga e boas praticas direcionadas a cada
estabelecimento, como melhorias na higiene da ordenha, protocolos padronizados para
higienizacao de utensilios, controle de temperatura e condi¢cdes de armazenamento do pingo,
sdo medidas promissoras que podem reduzir a variabilidade indesejada e mitigar riscos
sanitarios sem eliminar a tipicidade microbiana local. Ademais, por apresentar sensibilidade
sazonal, o monitoramento periddico de Staphylococcus aureus e bolores e leveduras,
especialmente em campanhas associadas a condi¢des ambientais favordveis ao crescimento
desses grupos, pode permitir agdes preventivas que evitem impactos negativos sobre a
qualidade e seguranca do produto.

Ainda que os métodos dependentes de cultivo utilizados quantifiquem e nao
revelem a composicdo taxondmica fina ou funcgdes especificas de cepas, como mecanismos
moleculares ou presenca de cepas produtoras de enterotoxinas de Staphylococcus aureus
(RIBEIRO et al., 2025), o presente estudo aponta caminhos complementares para pesquisa €
acdo técnica: a caracterizacdo gendmica de cepas representativas de pingo por queijaria;
programas de vigilancia de Staphylococcus aureus e triagem de genes de enterotoxina em
queijarias com histérico de contagens elevadas, reduzindo riscos a saude publica; e estudos
experimentais de interven¢do, com ensaios controlados de higienizagdo, armazenamento e
manejo do pingo, que ajudariam a estabelecer relagdes causais entre praticas produtivas e

padrdes microbianos observados.
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Portanto, ao buscar compreender quais fatores influenciam a variabilidade nas
contagens microbiologicas de diferentes grupos entre as queijarias, as microrregioes
produtoras do Queijo Minas Artesanal e as diferentes estacdes de seca e chuva, o presente
estudo contribui para a avaliagdo de um padrao microbioldégico no fermento endogeno
utilizado nas queijarias que, diretamente, impacta na composi¢do microbioldgica do queijo e,
portanto, nas suas caracteristicas como produto final. Tal elucidacdo do sistema microbiano na
producao do queijo ndo so6 abre portas para estudos mais aprofundados, mas também contribui
para a criacdo de uma identidade queijeira local. Além disso, contribui para a melhoria do
queijo artesanal como produto e promove a descoberta de aplicacdes tecnologicas que

respeitem a historia e tradi¢cao presentes em sua producao.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que a variabilidade da microbiota
do pingo ¢ determinada, primariamente, pela unidade produtora individual (queijaria) e pela
sazonalidade. A queijaria exerce influéncia predominante sobre os grupos de bactérias do
acido latico e coliformes, indicando que o manejo interno de cada propriedade ¢ o fator que
mais molda o perfil fermentativo do pingo. Em contrapartida, a variacdo sazonal atua de
forma significativa sobre as contagens de Staphylococcus aureus, bolores e leveduras,
demonstrando que fatores climaticos interferem diretamente na carga de microrganismos
indesejaveis. A microrregido produtora, embora relevante, assume um papel secundario na
explicagdo da diversidade observada, evidenciando que a identidade biolégica do fermento ¢
forjada prioritariamente no ambiente especifico de cada queijaria.

Essas evidéncias possuem aplicagdes praticas imediatas para produtores, 6rgaos
de fiscalizacdo e assisténcia técnica. Para os produtores artesanais, os dados indicam que as
estratégias de controle devem ser customizadas para a realidade de cada unidade, com atengao
redobrada as variagdes sazonais, para garantir a estabilidade tecnologica e a seguranca
sanitaria do fermento. Para instituicdes como o IMA e a EMATER-MG, os resultados
oferecem subsidios técnicos para o refinamento de regulamentos e protocolos de Boas
Praticas de Fabricagdo (BPF), permitindo que a normatizacdo respeite as particularidades
locais e temporais que conferem tipicidade ao Queijo Minas Artesanal. Assim, o estudo
fundamenta a valoriza¢do do produto com base em sua ecologia microbiana e na seguranca

alimentar.
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