iy

- U

Instituto Politéenico
de Castelo Branco
Escola Superior
Agraria

Estudo dos defeitos de cor em queijos de ovelha e
cabra laborados com leite cru

Mestrado em Inovacgdo e Qualidade na Producao Alimentar

Laura Varandas Morais

Orientadores
Professora Doutora Cristina Maria Baptista Santos Pintado
Professora Doutora Ofélia Maria Serralha dos Anjos

Engenheiro Belmiro Abdul Satar Pereira

Relatério de estdgio apresentado a Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de Castelo Branco
para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencao do grau de Mestre em Inovagdo e Qualidade
na Producdo Alimentar, realizada sob a orientagdo cientifica da Professora Doutora Cristina Maria
Baptista Santos Pintado do Instituto Politécnico de Castelo Branco, da Professora Doutora Ofélia Maria
Serralha dos Anjos do Instituto Politécnico de Castelo Branco e do Engenheiro Belmiro Abdul Satar
Pereira da Queijaria da Soalheira de Jodo Duarte Alves e Filhos, Lda.

Julho 2018



II



“Pouco conhecimento faz com que as pessoas se sintam orgulhosas.
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Resumo

A realizacdo deste trabalho teve como principal objetivo o estudo dos defeitos de cor
associados aos queijos laborados com leite cru, em particular o acastanhamento superficial.

Nos ensaios efetuados no ambito deste trabalho foram usadas culturas de bactérias e de
leveduras, previamente caracterizadas como promotoras de defeitos de cor em queijo e
identificadas como pertencendo as espécies Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens,
Achromobacter xylosoxidans, Yarrowia lipolytica e Candida zeylanoides.

0 primeiro ensaio foi efetuado em leite de ovelha e visou estudar a evolugao de diferentes
grupos de microrganismos (Pseudomonas spp., meséfilos, psicrotroéficos, bolores e leveduras,
mesofilos e bactérias lacticas) ao longo de um periodo de conservacio de 4 dias no frio. Este
ensaio foi efetuado em paralelo com amostras inoculadas e ndo inoculadas, bem como com
amostras tratadas (leite fervido, leite adicionado de peréxido de hidrogénio e leite adicionado
de culturas lacticas) e ndo tratadas (leite cru). Deste ensaio conclui-se que a utilizacdo de
peroxido de hidrogénio reduz inicialmente a carga microbiana de Pseudomonas,
psicrotroéficos e leveduras, no entanto no caso deste ultimo grupo de microrganismos, este
efeito é limitado ja que se verifica um aumento do seu nimero ap6s a adicdo do peréxido de
hidrogénio, atingindo valores superiores aos iniciais ao fim dos 4 dias a 6°C.

0 segundo ensaio foi desenhado para verificar se as culturas microbianas que
apresentavam producdo de pigmentos castanhos em meio de cultura de Agar-Queijo (ensaio
in vitro) também o faziam em queijos inoculados. Todas as amostras de queijo foram
analisadas no inicio do ensaio (no dia do fabrico) e no fim do periodo de cura, tendo em conta
a contagem (UFC/g de queijo) de Pseudomonas spp., mesoéfilos, psicrotroficos e bolores e
leveduras. Foi ainda feito o registo do aparecimento de manchas na superficie dos queijos e
uma analise por espectroscopia de Infravermelho Préximo (NIR). Concluiu-se que as culturas
microbianas que produzem pigmentos castanhos também o fazem em queijos inoculados.
Nos queijos ndo inoculados ndo houve acastanhamento. Este efeito ndo se diferenciou entre
as diferentes culturas microbianas testadas.

Por ultimo, avaliou-se o ambiente das cAmaras de cura de uma queijaria da regido, com o
objetivo de conhecer a respetiva carga microbiana (ao nivel de Pseudomona spp., de bolores e
leveduras e de psicrotroficos) e se esta poderia ter alguma influéncia no desenvolvimento do
acastanhamento superficial dos queijos durante o periodo de cura. Verificou-se que as
camaras de cura sdo uma importante fonte de contaminagao superficial dos queijos durante o
tempo em que permanecem nas cdmaras de cura, predominantemente por microrganismos
psicrotroficos e bolores, mas também por Pseudomonas spp. Isolados destes grupos de
microrganismos provaram produzir pigmentos castanhos in vitro.

Palavras chave

Leite cru, queijo, acastanhamento superficial, peréxido de hidrogénio, Pseudomonas spp.,
leveduras.
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Abstract

The main objective of this work was the study of the color defects associated with cheeses
processed with raw milk, in particular the surface browning.

In experiments carried out in this work were used cultures of bacteria and yeast
previously characterized as promoters of color defects in cheese and identified as belonging
to the species Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Achromobacter xylosoxidans,
Yarrowia lipolytica e Candida zeylanoides.

The first experiment was carried out in sheep's milk and aimed to study the evolution of
different groups of microorganisms (Pseudomonas spp., Mesophiles, psychrotrophs, molds
and yeasts, mesophiles and lactic acid bacteria) during a cold storage period of 4 days. This
test was carried out in parallel with inoculated and uninoculated samples, as well as with
treated samples (boiled milk, milk added with hydrogen peroxide and milk added from lactic
cultures) and untreated (raw milk) samples. From this assay we conclude that the use of
hydrogen peroxide initially reduces the microbial load of Pseudomonas, psychrotrophs and
yeasts, however in the case of this last group of microorganisms, this effect is limited since
there is an increase in its number after addition of hydrogen peroxide, reaching above initial
values at the end of 4 days at 6 ° C.

The second assay was designed to verify if the microbial cultures that had brown pigment
production in Agar-Cheese culture medium (in vitro assay) also did so on inoculated cheeses.
All cheese samples were analyzed at the start of the test (on the day of manufacture) and at
the end of the curing period, taking into account the count (UFC / g cheese) of Pseudomonas
spp., Mesophiles, psychrotrophs and molds and yeasts. It was also recorded the appearance
of spots on the cheeses surface and an analysis by Near Infrared Spectroscopy (NIR). It was
concluded that microbial cultures that produce brown pigments also do so in inoculated
cheeses. In uninoculated cheeses there was no browning. This effect did not differ between
the different microbial cultures tested.

Finally, it was evaluated the environment of the curing chambers of a cheese factory in
the region, in order to know the respective microbial load (at the level of Pseudomonas spp.,
Molds and yeasts and psychrotrophs) and if this could have any influence in the development
of surface browning of the cheeses during the curing period. It has been found that curing
chambers are an important source of surface contamination of cheeses during the time they
remain in the healing chambers, predominantly by psychrotrophic microorganisms and
molds, but also by Pseudomonas spp. Isolates from these groups of microorganisms have
proven to produce brown pigments in vitro.

Keywords

Raw milk, cheese, surface browning, hydrogen peroxide, Pseudomonas spp., yeasts.
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Estudo dos defeitos de cor em queijo de ovelha e cabra laborados com leite cru e controlo estatistico de qualidade

. Introducao

A histéria do queijo remonta a tempos antiquissimos, embora muitos especialistas
considerem a Idade Média como o marco inicial do seu fabrico. Os antigos gregos garantiam a
descoberta do queijo a Aristeu, rei da Arcadia, filho de Apolo e Cirene. Uma lenda atribui-a a
um némade arabe que, numa das suas jornadas pelo deserto, teria levado como alimento
tamaras secas e um pouco de leite num cantil feito de estbmago seco de carneiro. Depois de
um certo tempo, quando foi beber o leite, descobriu que ele se tinha transformado num sélido
de sabor agradavel. Independente de como ele foi descoberto, porém, o que se sabe é que o
queijo tem sido utilizado ao longo do tempo como uma forma de preservacdo do leite (Perry,
2004).

Os queijos portugueses mais apreciados sdo produzidos a partir de leite cru de ovelha
e/ou cabra, estando por este motivo muito dependentes da qualidade da matéria-prima,
nomeadamente da sua componente microbioldgica. Quando a qualidade microbiolégica do
leite cru ndo é a adequada, surgem frequentemente defeitos do queijo os quais, juntamente
com outros defeitos de origem ndo microbiana, alteram as propriedades comerciais e a
tipicidade do produto e traduzem-se em graves prejuizos financeiros para os produtores. Um
dos defeitos que aparece frequentemente em queijos tradicionais é o acastanhamento da
superficie ao longo da etapa de maturacdo. O estudo deste problema torna-se importante e
interessante de modo a delinear medidas para combater o problema indesejado ao longo do
processo de producdo do queijo.

0 acastanhamento da superficie é um defeito comum nos queijos produzidos com leite
cru. Acredita-se que a levedura Yarrowia lipolytica seja responsavel por essa descoloracio
nos queijos de ovelha tradicionais portugueses (Carreira et al., 2001), a par de bactérias do
género Pseudomonas (Ferreira, 2017).

Assim, este estudo teve como principal objetivo o estudo dos defeitos de cor associados
aos queijos laborados com leite cru, como é o caso do acastanhamento superficial no queijo,
como forma de contribuir para a futura implementa¢cdo de medidas que conduzam a sua
eliminacao.
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Il. Revisdo Bibliografica

1. Microrganismos associados ao leite cru de ovelha

1.1 Consideracées gerais

0 leite é um alimento altamente nutritivo que pode ser obtido de uma variedade de fontes
animais para o consumo humano e para transformag¢do. No entanto, o seu alto teor em
nutrientes, que inclui proteinas, gorduras, hidratos de carbono, vitaminas, sais minerais e
aminoacidos essenciais, bem como um pH quase neutro e uma atividade de agua alta, fornece
um ambiente ideal para o crescimento de muitos microrganismos (Quigley et al., 2013).

A microflora natural do leite cru é um fator que expressa as suas caracteristicas
sensoriais. Assim, o sabor particular e as propriedades organoléticas tipicas dos queijos de
leite cru estdo associados a atributos especificos do leite cru, associados a raca e a nutricao
dos animais, ao processo tradicional de producdo de queijos e a microbiota natural. A carga
microbiana na glandula mamaria de um animal saudavel é baixa e a aplicacdo de boas
praticas durante a ordenha e durante o processo de fabrico do queijo previne a
contaminagdo, assim como mantém a microflora natural para conferir as caracteristicas
particulares do leite (Fotou et al., 2011).

O microbiota natural benéfico do leite, que inclui maioritariamente Lactobacillus,
Streptococcus e Lactococcus, preserva o queijo e, em muitos casos, compete com as bactérias
patogénicas. Apesar de o leite poder ser uma fonte de microrganismos indesejaveis do ponto
de vista de seguranc¢a microbioldgica, ele também é fonte de bactérias lacticas. Estas bactérias
contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejaveis do produto.
Elas fermentam hidratos de carbono produzindo acido e sdo consideradas as principais
responsaveis pela acidificacdo do queijo, favorecendo a sua conservacdo. Outras atividades
metabdlicas destes microrganismos também permitem aumentar a vida util dos alimentos
onde se encontram (Medici et al., 2004, citados por Veiga, 2012).

O leite cru pode ser utilizado no fabrico de queijos curados desde que sejam respeitados
os periodos de cura e utilizadas as boas praticas de fabrico, que incluem a exigéncia de s6
utilizar leite de alta qualidade e a rigorosa higiene no local de producdo dos queijos (Perry,
2004).

A boa qualidade microbiolégica do leite é fundamental para a preparagao de bons queijos.
Para que o leite mantenha a qualidade microbioldgica durante 72h, é necessario que o gado
seja saudavel, boas praticas de higiene na ordenha e no manuseio do leite, higienizacio
eficiente dos equipamentos e utensilios usados e o arrefecimento do leite a temperaturas
entre 0-4°C, com inicio no maximo duas horas apés a ordenha. Estas praticas ndo significam
auséncia de bactérias no leite, pois o leite é um 6timo meio para o crescimento destes
microrganismos (Perry, 2004).

Em termos organoléticos, os queijos produzidos com leite cru possuem um intenso e forte
sabor, por comparacdo com 0s queijos feitos com leite pasteurizado. As caracteristicas
referidas atras devem-se a presenca no queijo feito com leite cru de varios microrganismos:
Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.,

Micrococcus spp., Staphylococcus spp. Arthrobacter spp. Corynebacterium spp.,
2
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Brevibacterium spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Acinetobacter spp. (Masoud et al,,
2012).

Relativamente aos microrganismos dominantes no leite cru, estes geralmente incluem
espécies de bactérias lacticas (particularmente dos géneros Lactococcus e Lactobacillus),
Pseudomonas spp., Micrococcaceae (Micrococcus spp. e Staphylococcus spp.) e leveduras.
Outros grupos microbianos presentes no leite cru incluem os géneros Leuconostoc,
Enterococcus, Streptococcus, Bacillus, Clostridium e Listeria e a familia Enterobacteriaceae
(Lafarge et al., 2004). As bactérias mais comuns de provocar problemas na indudstria dos
produtos lacteos sdo Streptococcus agalactiae e outras espécies de Streptococcus, bactérias
coliformes, Pseudomonas spp. e Corynebacterium pyogenes. Sthaphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella spp., Escherichia coli
0157:H7 e Campylobacter jejuni sdo agentes patogénicos presentes no leite cru e produtos
lacteos que causam uma maior preocupacao (Bore e Langsrud, 2005).

O leite apresenta naturalmente compostos com atividade antimicrobiana, como é o caso
da lactoferrina e da lactoperoxidase. Se em alguns casos a atividade antimicrobiana do leite é
antagonizada por outros constituintes do leite, como o efeito do citrato e do bicarbonato
sobre a atividade da lactoferrina, noutros casos verifica-se o contrario. E o caso da
estimulacdo da atividade da lactoperoxidase através da adicdo de perdxido de hidrogénio
exdgeno. Esta propriedade foi investigada como um meio de preservar o leite cru em paises
em desenvolvimento onde a temperatura ambiente é elevada e a refrigeracdo ndo é
frequentemente disponivel (Adams e Moss, 2008).

1.2 Microrganismos aeroébios totais a 30°C

A contagem de microrganismos aeré6bios totais a 30°C, ou resumidamente contagem de
mesofilos, é muito importante em Microbiologia Alimentar uma vez que pode ser utilizada
para avaliar a qualidade higiénica de um modo geral.

Este grupo de bactérias tem grande importancia por incluir a maioria dos contaminantes
do leite, tanto microrganismos deteriorantes como patogénicos. Podem ser caracterizados
por se desenvolverem entre temperaturas de 20 a 45°C, com a temperatura 6tima de
crescimento entre 30 e 40°C (Lorenzentti, 2006). A refrigeracdo do leite a uma temperatura
inferior ou igual a 4°C tem como principal objetivo controlar a multiplicacido destes
microrganismos (Santana et al., 2001).

1.3 Microrganismos psicrotroficos

Os microrganismos psicrotréficos, maioritariamente do grupo das bactérias, sdo os
principais agentes de deterioracdo de leite cru refrigerado e dos seus derivados. A acdo de
deterioracdo dos microrganismos psicrotréficos deve-se essencialmente a producdo de
proteases, lipases e fosfolipases, que hidrolisam respetivamente a proteina e a gordura do
leite. A maioria das bactérias psicrotroficas ndo sobrevive a pasteurizacdo, porém, muitas das
suas enzimas hidroliticas sdo termorresistentes, podendo resistir mesmo ao tratamento UHT
(Ultra High Temperature) e permanecer ativas (Arcuri et al., 2008).
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A deterioracdo do leite resultante da contaminacdo de produtos lacteos com
microrganismos psicrotréficos resulta em perdas significativas para a indudstria de alimentos
e é uma preocupacdo particular da industria de lacticinios. O leite é geralmente armazenado a
baixas temperaturas por 2 a 5 dias antes do tratamento térmico ou outro processamento
(Meng et al., 2017).

Os microrganismos psicrotroficos que sdo capazes de crescer no leite a temperaturas
préximas de 0°C sdo representados por bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Do grupo
das bactérias Gram-negativas psicrotroficas fazem parte espécies dos géneros Pseudomonas,
Achromobacter, Aeromonas, Serratia, Alcaligenes, Chromobacterium e Flavobacterium, e do
grupo das bactérias Gram-positivas psicrotroficas fazem parte espécies dos géneros Bacillus,
Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Lactobacillus e Microbacterium (Sorhaug e
Stepaniak, 1997).

A microbiota do leite cru inclui microrganismos psicrotréficos, pertencentes
principalmente ao género Pseudomonas, responsaveis pela deterioracdo do leite e produtos
lacteos devido a sua capacidade para produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas resistentes
ao calor (Ercolini et al., 2009). Pseudomonas spp. geralmente ndo representam mais de 10%
da totalidade dos microrganismos presentes no leite cru (Sorhaug e Stepaniak, 1997).

As espécies de Pseudomonas mais frequentemente detetadas no leite e nos produtos
lacteos sdo P. fluorescens, P. gessardii, P. fragi e P. lundensis. Pseudomonas spp. podem crescer
num intervalo de temperatura de 4-42°C, com uma temperatura 6tima de crescimento
superior a 20°C (Meng et al., 2017).

1.4 Bolores e leveduras

Os bolores sao fungos multicelulares, cujas hifas proliferam em ambientes associados a
superficie de alimentos e bebidas, multiplicando-se predominantemente através da
reproducdo vegetativa. Como resultado, estes microrganismos sdo mais visiveis do que as
leveduras e as bactérias mais comuns que tendem a crescer dentro das matrizes alimentares.
Os bolores sdo microrganismos aerébios e ndo crescem em condi¢cdes onde o oxigénio é
limitado (Wilkins, 2014).

A sobrevivéncia e o crescimento dos fungos sdo afetados pelos mesmos fatores fisicos e
quimicos que afetam as bactérias: atividade de agua (aw), pH, temperatura, tensdo de
oxigénio, presenca de sal e inibidores ou conservantes. Os esporos de fungos podem
sobreviver a condigdes ambientais adversas, como baixo aw, que ndo suportam a
multiplicacdo do fungo (Decker, 2014).

Os bolores tém a capacidade de se multiplicar numa vasta faixa de temperaturas,
geralmente entre 5°C-35°C, mas algumas espécies podem crescer acima ou abaixo dessa faixa.
Aspergillus, Cladosporium e Thamnidum podem crescer em temperaturas de refrigeracao.
Cladosporium herbarum pode até desenvolver-se a temperaturas tdo baixas quanto -8°C. Os
fungos termotolerantes, como Aspergillus flavus e A. niger, podem crescer entre 8°C - 45°C e
estdo entre os bolores mais destrutivos conhecidos. Alguns bolores resistentes ao calor, como
Byssochlamys fulva e Neosartorya fisheri, podem sobreviver ao processo de pasteurizacdo
(Decker, 2014).
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Os bolores podem crescer bem nas superficies dos queijos quando o oxigénio esta
presente, sendo o pH baixo seletivo para eles. Em queijos embalados, o crescimento de fungos
é limitado pela disponibilidade de oxigénio, mas alguns bolores podem crescer sob baixa
tensdo de oxigénio. Bolores frequentemente encontrados em queijos embalados a vacuo
incluem Penicillium spp. e Cladosporium spp . Penicillium é o género de bolor que mais
frequentemente ocorre em queijos (Ledenbach e Marshall, 2009).

As leveduras sdo fungos unicelulares que se reproduzem frequentemente por um
processo conhecido como gemulacdo. As leveduras tendem a multiplicar-se dentro das
matrizes alimentares, quer em condicdes de aerobiose quer de anaerobiose (Wilkins 2014).
Multiplicam-se a valores de pH baixo e podem produzir aromas anormais (Ledenbach e
Marshall, 2009).

As leveduras sdao uma das principais causas da deterioracdo dos leites fermentados e
iogurtes (Ledenbach e Marshall, 2009). O baixo pH e o perfil nutricional da maioria dos
queijos sdo favoraveis a multiplicacdo de leveduras deteriorantes. As embalagens de queijo
embalado em vacuo ou em atmosferas modificadas podem opar como resultado da grande
quantidade de CO produzida por leveduras. As leveduras contaminantes comuns dos queijos
incluem Candida spp. Kluyveromyces marxianus, Geotrichum candidum, Debaryomyces
hansenii e Pichia spp. (Ledenbach e Marshall, 2009).

1.5 Bactérias lacticas

As bactérias lacticas, também designadas bactérias do acido lactico (Lactic Acid Bacteria,
LAB), encontram-se bastante distribuidas na natureza e ocorrendo naturalmente na
microbiota nativa do leite cru (Guessas e Kihal, 2004). Sdo bacilos ou cocos Gram-positivos,
ndo esporulados. A maioria sdo anaerdbios aerotolerantes e ndo produzem catalase nem
oxidase. Absorvem oxigénio através da intervencdo das flavoproteinas e isso é usado para
produzir peréxido de hidrogénio e/ou reoxidar o dinucleétido de nicotinamida e adenina
reduzido (NADH) produzido durante a desidrogenacdo dos agtcares. A energia celular é
derivada da fermentacdo de hidratos de carbono para produzir principalmente acido lactico
(Adams e Moss, 2008). Este grupo é composto por 13 géneros de bactérias Gram-positivas:
Carnobacterium, Oenococcus, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus, Paralactobacillus,
Estreptococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Tetragenococcus, Leuconostoc, Vagococcus,
Weissella (Jay et al., 2005).

As bactérias do acido lactico contribuem para o aumento do volume de alimentos
fermentados em todo o mundo, especialmente em alimentos contendo probidticos ou
bactérias promotoras da saude (Soomro et al., 2002). As bactérias lacticas sdo usadas em
varios alimentos fermentados desde a antiguidade (Naidu et al.,, 1999).

As bactérias lacticas sdo muitas vezes inibidoras de outros microrganismos e esta é a base
da sua capacidade para assegurar a manutencdo da qualidade e seguranca de muitos
produtos alimentares fermentados. Os principais fatores que contribuem para essa inibicdo
sdo: pH baixo, acidos organicos, bacteriocinas, peréxido de hidrogénio, etanol, diaceti],
esgotamento de nutrientes e potencial redox baixo. Do conjunto de fatores referidos atras, os
mais importantes sdo a produgio de acido latico e acido acético e a consequente diminuicio
do pH (Adams e Moss, 2008). De facto, a fermentacio envolvendo bactérias lacticas resulta na
acumula¢do de acidos organicos, principalmente acido lactico, como um dos principais
produtos finais do metabolismo de hidratos de carbono, produzido a partir do piruvato. A
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acumulacdo de 4cido lactico e a redugdo do pH do meio resultam numa atividade inibidora de
largo espectro contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Naidu et al., 1999).

Os Lactobacillus sdo subdivididos em trés grupos: homofermentadores obrigatorios,
heterofermentadores facultativos e heterofermentadores obrigatorios.

Os homofermentadores obrigatérios correspondem ao subgénero Thermobacterium e
incluem as espécies Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii e Lactobacillus
helveticus. Estas fermentam hexoses quase exclusivamente em lactato e sdo incapazes de
fermentar pentoses. Os heterofermentadores facultativos incluem algumas espécies
importantes na fermentagdo de alimentos, como Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei
e Lactobacillus sake. Os heterofermentadores obrigatérios incluem Lactobacillus brevis,
Lactobacillus fermentum e Lactobacillus kefir. As bactérias lacticas heterofermentativas e
homofermentativas podem ser facilmente distinguidas em laboratério pela capacidade das
heterofermentadores produzirem diéxido de carbono em meios contendo glicose (Adams e
Moss, 2008).

0 pero6xido de hidrogénio é conhecido pelas suas propriedades antimicrobianas. Como as
bactérias do acido lactico possuem um numero de flavoproteinas oxidases, mas ndo possuem
a enzima catalase, elas produzem peréxido de hidrogénio na presenga de oxigénio. Isto ira
conferir alguma vantagem competitiva, uma vez que demonstraram ser menos sensiveis aos
seus efeitos do que outras bactérias. A acumulacdo de perdxido de hidrogénio foi
demonstrado em alguns alimentos fermentados, mas os seus efeitos sdo, em geral,
provavelmente reduzidos. As fermentacGes lacticas sdo essencialmente processos
anaerdbicos, pelo que a formagdo de perédxido de hidrogénio sera limitada pela quantidade de
oxigénio dissolvido no substrato no inicio da fermentacdo. No leite, o per6xido de hidrogénio
também é conhecido por potencializar o sistema antimicrobiano da lactoperoxidase (Adams e
Moss, 2008), como referido anteriormente.

1.6 Pseudomonas spp. e outras bactérias Gram negativas e oxidase positiva

O género Pseudomonas é o grupo mais heterogéneo e ecologicamente significativo
de bactérias (Franzetti e Scarpellini, 2007). E um bacilo pequeno, aerébio estrito, nio
esporulado, Gram-negativo, com flagelos polares (o que lhe permite ter mobilidade).
Sao bactérias nao fermentadoras da glucose, em geral sdo oxidase positiva e catalase
positiva (Franzetti e Scarpellini, 2007). Este género pertence a familia
Pseudomonadaceae e a espécie mais patogénica deste género € Pseudomonas
aeruginosa, a qual pode provocar infe¢des respiratérias e urindrias (Sharma et al,
2014, citados por Ferreira, 2017).

As exigéncias nutricionais de Pseudomonas spp. sdo muito simples e o género é
encontrado em habitats naturais como o solo, a 4gua doce e ambientes marinhos, mas
também ja foi isolado de instrumentos clinicos, solucdes assépticas, cosméticos e
produtos médicos. Algumas espécies sao importantes clinicamente porque sao
consideradas patogénicas oportunistas para humanos e animais, enquanto outras,
como as fitopatogénicas, sao muito importantes no setor agricola (Franzetti e
Scarpellini, 2007).
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Pseudomonas spp sdo microrganismos predominantes que limitam a vida util do
leite processado. A sua capacidade para se multiplicarem e atingirem elevadas
densidades celulares durante o armazenamento refrigerado de alimentos (Dogan e
Boor, 2003) faz com que Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Pseudomonas
lundensis e Pseudomonas putida estejam associadas a deterioracdo de alimentos de
origem vegetal e animal e causem odores desagradaveis quando atingem
concentragdes acima de 107 UFC/g (Martinez-Rios et al., 2016, citados por Ferreira,
2017). A degradacao dos componentes do leite através de varias atividades
enzimaticas pode reduzir a vida util do leite processado (Dogan e Boor, 2003). As
células bacterianas sdo facilmente inativadas por altas temperaturas, mas as suas
enzimas sao estaveis ao calor e podem causar deterioracdo de alimentos mesmo apos
a morte celular. A producdo de enzimas proteoliticas resistentes ao calor leva a
hidrolise da caseina e, como consequéncia, a uma reducao do prazo de validade e da
qualidade sensorial dos produtos (Caldera et al., 2015).
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1.7 Bactérias coliformes

Os coliformes sdo um grande grupo de bactérias Gram-negativas, ndo formadoras de
esporos, em forma de bacilo (Paruch e Maehlum, 2012). Habitam o solo (coliformes
ambientais) e o intestino do Homem e de outros animais de sangue quente (coliformes fecais)
(Correia, 2014), pertencem a familia Enterobacteriaceae e incluem espécies como Escherichia
coli e Klebsiella aerogenes. Estas bactérias multiplicam-se rapidamente no leite,
especialmente acima de 20°C, e metabolizam proteinas e lactose com produgio de gas (COz e
H:) e sabor desagradavel (Walstra, 2006).

A producao lenta de acido lactico favorece o crescimento e a produgdo de gas por parte de
bactérias coliformes. Em queijos curados de pasta mole, onde o pH aumenta durante o
processo de cura, observa-se um grande potencial de crescimento de bactérias coliformes
(Ledenbach e Marshall, 2009).

1.8 Staphylococcus aureus

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos Gram-positivos, anaerdbios facultativos,
catalase positiva e produzem Aacidos por degradacio de glucose em aerobiose e em
anaerobiose (Schleifer and Bell, 2009). Podem crescer numa gama de temperaturas entre 7 a
48°C e em concentracdes de NaCl entre 10% a 20%. Todas as estirpes de S. aureus sdo
oxidase negativa (European Commission Health and Consumer Protection Directorate-
General, 2003).

Existem 35 espécies de Staphylococcus descritas de acordo com o seu potencial para a
producdo de coagulase. As bactérias deste género sdo ubiquas no ambiente e existem no ar,
no esgoto, na agua, superficies ambientais, no Homem e outros animais (European
Commission Health and Consumer Protection Directorate-General,2003). As caracteristicas
culturais no meio de cultura Baird-Parker Agar fornecem a identificagdo presuntiva de
Staphylococcus aureus, que é frequentemente confirmado por testes para a producido de
coagulase e nuclease termoestavel. A coagulase é uma enzima extracelular que coagula
plasma sanguineo humano ou animal na auséncia de calcio. E produzida por S. aureus e por
algumas estirpes de S. intermedius e S. hyicus (Adams e Moss, 2008).

A versatilidade nutricional e a capacidade de crescerem em diferentes condicdes
ambientais fazem com que S. aureus se desenvolva com facilidade em véarios alimentos
(Santana, 2010).

Em alimentos, as espécies de maior importancia sdo S. aureus, S. hyicus, S. chromogenes e
S. intermedius, sendo S. aureus a principal espécie associada aos casos de intoxicacdo
alimentar (Santana, 2010).

A contaminagdo por Staphylococcus do leite cru pode ocorrer pelo préprio animal, pelas
maos do ordenhador, seja na ordenha manual quer na mecanica, e pelos equipamentos de
ordenha e o préprio ambiente da sala de ordenha (Lucheis, 2012). A presenca de S. aureus
enterotoxigénico no leite cru representa um grande problema de satide publica devido ao alto
risco de transmissdo destas toxinas para o consumidor, ja que as mesmas sdo resistentes ao
tratamento térmico e as enzimas proteoliticas (Lucheis, 2012).
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1.9 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica, Gram-positiva, que pode causar uma
doenga rara (listeriose) mas grave em individuos suscetiveis, com uma taxa de mortalidade
entre 20 a 30% (EFSA e ECDC, 2014). Em Portugal, a incidéncia estimada da doenga foi de 1,4
e 2,3 casos por milhdo de habitantes em 2003 e 2007 (Almeida et al., 2013).

Pertence a familia Listeriaceae, é anaerébio facultativo, produz catalase mas ndo oxidase.
E mével a 25°C, com movimento caracteristico, e é imével a 35°C (Ludwig et al,, 2009). A
mobilidade de L. monocytogenes deve-se aos poucos flagelos peritricos, quando incubada a
temperaturas de 20 a 25°C (Farber e Peterkin, 1991). As células sdo em forma de bacilo (0,4 a
0,5um x 0,5 a 2,0um). As coldnias de Listeria em Agar Triptose, vistas sob uma iluminagado
obliqua, tém um brilho azul-verde caracteristico (Adams e Moss, 2008).

0 crescimento de Listeria é inibido a valores de pH abaixo de 5,5 sendo que o pH minimo
de crescimento depende muito da espécie. Pode variar entre 5,6 a 4,4 (Adams e Moss, 2008).

O Leite e produtos lacteos podem ficar contaminados com L. monocytogenes em muitas
etapas ao longo da cadeia alimentar, come¢ando nas fezes dos animais de ordenha, do
ambiente geral do fabrico de alimentos ou em casos raros por infe¢do do ubere (IDF, 2013;
Pintado et al., 2009).

L. monocytogenes pode estar associada a queijos moles devido ao processo de maturacdo
do queijo. Esta sobrevive mal em queijos moles ndo curados. Durante o processo de
maturacdo, a utilizacdo microbiana de lactato e a libertagdo de aminas aumentam o pH da
superficie, permitindo que Listeria se multiplique para niveis perigosos (Adams e Moss,
2008).

0 consumo de leite cru ou produtos lacteos crus causou varios surtos de listeriose,
resultando em centenas de casos. Numa andlise de dados de surtos de origem alimentar
anunciados internacionalmente entre 1988 e 2007, 337 dos 4093 estavam associados a
produtos lacteos e 6,6% dos quais foram atribuidos a L. monocytogenes. O queijo tem sido
associado a alguns dos principais surtos de listeriose relatados em todo o mundo. Listeria
monocytogenes foi detetada em diferentes tipos de queijos portugueses com taxas de
contaminacao variando de 1,6% a 46% (Pintado et al., 2005; Almeida, 2013).

Atualmente, o género Listeria é composto por dezassete espécies com nomes validamente
publicados (Ferraz, 2017).

1.10 Enterococos

Enterococos, anteriormente classificados como estreptococos fecais, foram reconhecidos
como sendo de origem fecal desde o inicio deste século (Manero e Blanch, 1999). No entanto,
enterococos sdo omnipresentes e podem ser encontrados no solo, em plantas ou em produtos
lacteos (Manero e Blanch, 1999). E uma bactéria Gram-positivas, com forma ovoide, sem
associagdo ou entdo associadas aos pares ou em cadeias curtas, e frequentemente sdo
alongadas na dire¢do da cadeia. Algumas espécies podem ser mdveis por flagelos escassos.
Algumas espécies produzem pigmentos de cor amarela. Sdo anaerdbios facultativos, algumas
espécies sdo carboxifilicas (dependentes de COz). Sdo catalase-negativas mas algumas
espécies revelam atividade de uma pseudocatalase quando cultivadas no meio de cultura
Agar Sangue (Ludwig et al., 2009). Enterococos crescem em 6,5% de NaCl, 40% de sais
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biliares, leite com 0,1% de azul de metileno e a valores de pH de 9,6. Eles crescem a 10 e 45°C
e podem resistir durante 30 min. a 60°C (Manero e Blanch, 1999).

Anteriormente, estas bactérias eram consideradas de baixa viruléncia por infetaram
apenas pacientes imunocomprometidos, no entanto, nos ultimos anos, eles ganharam
relevancia como agentes causadores de infe¢des do trato urinario, endocardite e bacterémia
(Caicedo-Ochoa et al., 2017).

2. Queijo

2.1 Consideracées gerais

De acordo com a Portaria n? 73/90 de 1 de fevereiro, o queijo consiste num “produto
fresco ou curado, de consisténcia variavel, obtido por coagulacdo e dessoramento do leite ou
do leite total ou parcialmente desnatado, mesmo que reconstituido, e também da nata, do
leitelho, bem como da mistura de alguns ou de todos estes produtos incluindo o lactossoro,
sem ou com adicdo de outros géneros alimenticios”’.

Segundo esta portaria, o queijo pode ser classificado quanto a cura, composic¢do,
consisténcia e matéria gorda. Relativamente a cura, existem trés tipos de queijo:

Queijo curado - produto que s6 se encontra pronto para consumo depois de mantido,
durante um certo tempo, em condi¢des determinadas de temperatura, humidade e ventilacao
que permitam modificacGes fisicas e quimicas caracteristicas.

Queijo curado pela agdo de bolores — o produto cujas caracteristicas sdo devidas
essencialmente a proliferacao de bolores especificos no interior e ou a superficie do produto;

Queijo fresco - o produto obtido por coagulacido e dessoramento do leite por fermentacao
lactica, com ou sem adic¢ao de coalho e ndo submetido a um processo de cura.

Em relagdo a composicio, existem queijos fundidos com e sem adicdo de géneros
alimenticios. A consisténcia é classificada em funcdo da percentagem de humidade para cada
tipo de queijo isento de matéria gorda (Tabela 1). Quanto a matéria gorda, esta é dada em
funcdo da percentagem de matéria gorda no extrato seco (Tabela 2).

Tabela 1 - Classificacdo da consisténcia do queijo em funcdo da percentagem de humidade
(adaptado da Portaria n° 73/90 de 1 de fevereiro).

Classificacao Humidade no queijo isento de matéria gorda
Extraduro Inferior a 51%
Pasta dura 49% a 56%
Pasta semidura 54% a 63%
Pasta semimole 61% a 69%
Pasta mole Superior a 67%
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Tabela 2 - Classificacao do queijo quanto a matéria gorda em funcao da percentagem no extrato
seco (adaptado da Portaria n.° 73/90 de 1 de fevereiro).

Classificacdo Matéria gorda no extrato seco
Muito gordo ou extragordo Superior a 60%
Gordo 45% a 60%
Meio gordo 25% a45%
Pouco gordo 10% a 25%
Magro Inferior 10%

0 queijo é um meio valioso de conservar muitos dos nutrientes do leite (Adams e Moss,
2008).

2.2 Tecnologia do fabrico do queijo

Os processos tecnoldgicos empregues no fabrico de queijo sdo extremamente diversos no
que respeita ao tratamento térmico do leite, adicdo de culturas microbianas, método de
producdo da coalhada (precipitacdo, corte, drenagem do soro, aquecimento), salga,
prensagem, moldagem e cura. Pequenas variacdes em qualquer destas fases tém
consequéncias muito relevantes nas propriedades dos queijos. Para além das prescricdes
tecnoldgicas, os queijos estdo sujeitos a um conjunto de requisitos de natureza sanitaria e
higiénica, havendo que respeitar um conjunto de “medidas e condicdes necessarias para
controlar os riscos e assegurar que os géneros alimenticios sejam proprios para consumo
humano tendo em conta a sua utilizacdo” conforme descrito no Regulamento (CE) n.2
852/2004.

No processo de transformacgdo do queijo, existem trés etapas importantes para a definicdo
das caracteristicas e da qualidade do queijo: o tipo de matéria-prima, as fases de coagulacio e
dessoramento e a fase de maturacio ou cura (Martins, 2006).

A principal matéria-prima na produgio do queijo tradicional portugués é o leite cru. Este
é definido no Regulamento (CE) N2 853/2004 de 29 de Fevereiro como sendo um produto
obtido pela secrecdo da glandula mamaria de animais de criacdo, ndo aquecido a uma
temperatura superior a 40°C nem submetido a um tratamento de efeito equivalente.

0 fabrico do queijo é um processo complicado, pois envolve muitas etapas do processo e
varias transformacdes bioquimicas. Todas estas variaveis afetam a composicdo, o rendimento
e a qualidade do queijo (Walstra, 2006).

No fabrico tradicional de queijo, a gordura e a caseina no leite sdo concentradas pela
remocdo da humidade (Banks, 2007). Os outros componentes do leite, particularmente a
agua, sdo removidos principalmente com o soro do leite (Walstra, 2006). As proteinas do soro
respondem aproximadamente 20% da proteina total do leite (Banks, 2007).

Para o fabrico de queijo de todos os tipos, a producdo de acido lactico é essencial, e o
fermento lactico é utilizado para este fim. Os fermentos lacticos incluem sempre bactérias
que convertem a lactose em acido lactico (Jay et al., 2005).
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Na Queijaria da Soalheira a tecnologia do fabrico consiste na passagem do leite dos
tanques de armazenagem através do permutador (aparelho de placas que vai aquecer o leite
a temperatura de coagulagdo, que varia entre os 29°C e os 31°C). A medida que o leite vai
caindo na cuba, adicionam-se diferentes produtos em funcio do tipo de queijo a produzir. Os
produtos usados sdo a lisozima, antibutiricos, fermentos lacteos (flora Danica) e coalho
(4ltimo a ser adicionado). Apo6s a fase de coagulacdo, que demora 45 minutos, inicia-se o
corte da coalhada, que consiste no esmiucamento da coalhada em grios de tamanho variado.
Este processo decorre durante 10 a 15 minutos. Seguidamente, passa-se a fase de finaliza¢ao
de corte e agitacdo em simultaneo, durante mais 10 a 15 minutos. Apds esta agitagdo, ha um
ligeiro repouso da coalhada durante cerca de 5 minutos, iniciando-se novamente a agitacdo a
uma velocidade reduzida para manter o grao em movimento e ndo se depositar no fundo da
cuba. Envia-se depois a coalhada para a enchedora através de uma bomba lobular, cuja
caracteristica é ndo desfazer o grao da coalhada. Esta vai para a prensa onde permanece
aproximadamente 1 hora e 20 minutos. Terminada esta fase, o queijo passa para a fase da
salga feita manualmente. Por fim, o queijo é levado para a cAmara de humidificacdo, onde fica
cerca de quinze dias a uma humidade relativa de 95 a 97% e uma temperatura de 8°C a 9°C.
Depois o queijo é transportado para a caAmara de secagem onde fica também cerca de quinze
dias a uma humidade relativa de 87-90% e a uma temperatura de 12°C a 14,5°C. Por fim,
passa para a camara de conservacdo, onde fica até ser vendido. Esta cidmara tem uma
humidade relativa de 91% e uma temperatura de 14°C.

2.3 Producéo de pigmentos e escurecimento da casca do queijo

Segundo Kanner & Rosenthal (1992), a oxidacdo de lipidos ocorre em alimentos que
contenham muita gordura (entre eles o leite). Este processo pode afetar praticamente todos
os atributos de qualidade dos alimentos, como o aroma, a cor, o sabor e a textura. No caso da
cor, verifica-se que muitas vezes o escurecimento dos alimentos resulta de reagdes de
condensacao entre produtos de oxidacdo e proteinas (Kanner & Rosenthal, 1992).

O leite pode sofrer varias alteragdes no odor, no sabor, na cor e na textura. Estas
alteracdes determinam a qualidade do produto final caso o leite seja processado. No caso da
cor do leite, esta esta diretamente relacionada com as caracteristicas fisicas e a composi¢ao
quimica do leite. Quando ha alteracdes na cor dos produtos lacteos, estas podem ser
provocadas por outras rea¢des quimicas ocorridas anteriormente ao processo ou podem ser
o resultado da multiplicacdo de microrganismos produtores de pigmentos.

0 género Pseudomonas produz uma variedade de pigmentos fluorescentes (pioverdina e
derivados de pteridinas) e ndo fluorescentes (piocianina e pigmentos insoluveis -
“carotendides”). O pigmento piocianina (pigmento azul esverdeado hidrossoluvel) pode ser
produzido por Pseudomonas aeruginosa e por Pseudomonas fluorescens, sendo no entanto a
producdo deste pigmento uma caracteristica mais significativa de Pseudomonas aeruginosa
(El-Fouly et al, 2014). Ao juntar os pigmentos piocianina e pioverdina é originado um
pigmento de cor verde brilhante, o qual é caracteristico de Pseudomonas aeruginosa. Esta
bactéria, para além de todos os pigmentos referidos, também pode produzir outros
pigmentos hidrossoltuveis, a piorrubina (pigmento vermelho) e a piomelanina (pigmento
castanho a negro). Nos produtos lacteos, também se destacam as espécies Pseudomonas
synxantha (que confere uma cor amarelada ao leite), Pseudomonas syncyanea (que no leite
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refrigerado pode provocar uma pigmentacdo azul) e Serratia marcescens (que cria areas
vermelhas no queijo) (Cenci-Goga et al., 2014).
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lll. Material e Métodos

1. Evolucdo da carga microbiana de leite de ovelha com diferentes
tratamentos, ao longo de 4 dias de conservacao no frio

O presente trabalho teve lugar na Queijaria da Soalheira em Castelo Branco e no
Laboratério de Microbiologia situado na Escola Superior Agraria do Instituto Politécnico de
Castelo Branco.

1.1 Prévia caracterizacdo microbiolédgica de leite cru de ovelha

A amostra analisada neste ensaio foi leite de ovelha cru de duas colheitas (dia 28 e 29 de
Maio) do mesmo produtor, com o objetivo de avaliar a qualidade deste leite e efetuar a sua
caracterizagdo microbiolégica. Foi feita a contagem (UFC/mL) de Pseudomonas, meséfilos,
psicrotréficos, bolores e leveduras, bactérias lacticas, coliformes, enterococos e
Staphylococcus coagulase positiva. Foi ainda efetuada a pesquisa (auséncia/presenca em 25
mL) de Listeria monocytogenes.

1.2 Tratamentos efetuados ao leite de ovelha

A partir de uma amostra de 1L de leite cru de ovelha (do mesmo produtor que forneceu o
leite para a caracterizagdo microbiolégica prévia) foi efetuado o ensaio que visou estudar a
evolucdo de diferentes grupos de microrganismos (Pseudomonas spp. mesofilos,
psicrotroéficos, bolores e leveduras, meséfilos e bactérias lacticas) ao longo de um periodo de
conservacdo de 4 dias no frio. Um esquema geral deste ensaio encontra-se representado na
Figura 1.

Apds homogeneizacdo da amostra inicial de leite, distribuiu-se 160 mL em cada um de
quatro frascos. A um dos frascos nao foi efetuado qualquer tratamento (designado por L) e ao
leite de cada um dos outros trés frascos foi efetuado um tratamento diferente: fervura
durante 15 minutos seguido de arrefecimento rapido (designado por LF); adi¢do de perdxido
de hidrogénio (160 pL de uma solugdo de H20; a 35%) (designado por LP); adi¢do de 0,0032g
de lisozima (Abiasa, 3100782/P0) e 0,02 unidades de flora Danica (CHR Hansen, ref. 713493)
(designado por LAB).

O contetido de cada um dos quatro frascos foi, apés uma perfeita homogeneizacao,
dividido em dois frascos, com 80 mL cada. A um dos frascos de cada um dos tratamentos foi
posteriormente adicionado um inéculo (I) constituido por culturas de microrganismos
produtoras de pigmentos, como explicado no capitulo seguinte. O outro frasco de cada
tratamento manteve-se ndo inoculado ao longo de todo o ensaio (NI).
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Conservacdo das amostras no frigorifico a 62C

Anailises efetuadas no inicio (t;): Contagem de Pseudomonas, bolores e leveduras, psicrotroficos, mesoéfilos e bactérias lacticas
Anélises efetuadas ao fim de 2 dias: Contagem de Pseudomonas, bolores e levedurase psicrotréficos
Anélises efetuadas ao fim de 4 dias: Contagem de Pseudomonas, bolores e leveduras, psicrotréficos, mesoéfilos e bactérias lacticas

Figura 1 - Esquema geral que representa o ensaio efetuado ao leite ao longo de 4 dias a 6°C.

ApoOs a preparacdo das amostras para andlise microbiolégica, congelou-se o leite cru de
ovelha que sobrou para a realizacdo posterior de andlises fisico quimicas. Os parametros
analisados foram a gordura, proteina, lactose e extrato seco isento de gordura. Estas analises
foram realizadas no Milkoscan 133B no laboratério de Nutricdo da Escola Superior Agraria de
Castelo Branco.

1.3 Inoculacdo de leite de ovelha com culturas microbianas promotoras de
defeitos de cor

A inoculacdo das quatro amostras de leite (L, LF, LP e LAB) foi efetuada com um consércio
de quatro culturas microbianas, duas bactérias e duas leveduras (Tabela 3). Todas as culturas
usadas mostraram ter potencial para promover defeitos de cor em queijo.
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Tabela 3- Culturas microbianas inoculadas nas amostras de leite.

Cultura microbiana Origem Referéncia

Pseudomonas putida ref? Queijo merendeira feito com leite Ferreira (2017)
27 cru

Pseudomonas fluorescens Zaragatoa a carrinho de inox da sala Ferreira (2017)
ref2 137 de lavagem de queijos

Yarrowia lipolytica ISA Queijo de ovelha feito com leite cru  Carreira et al. (1998)
1668

Candida zeylanoides ref2 7 Queijo feito com leite cru (isolada no ambito
deste trabalho)

As suspensdes bacterianas e de leveduras foram preparadas em soro fisiolégico a partir
de culturas puras e jovens. Foi usada a escala de McFarland para o acerto da densidade
celular inicial. No caso das culturas bacterianas foi usada uma densidade celular de 5,0 x 106
UFC / mL de leite e no caso das culturas de leveduras foi usada uma densidade celular de 5,0
x 104 UFC / mL de leite.

Depois de preparados, todos os frascos, quer das quatro amostras inoculadas (L-I, LF-I,
LP-I, LAB-I) quer das quatro amostras nio inoculadas (L-NI, LF-NI, LP-NI, LAB-NI), foram
para o frigorifico a uma temperatura de 62C onde permaneceram durante 4 dias.

Ao longo dos 4 dias de conservacdo no frio todas as amostras foram analisadas no inicio
do estudo (t,; imediatamente apds a preparacdo das amostras), ao fim de 2 dias e ao fim de 4
dias.

As analises microbioldgicas efetuadas foram: contagem de Pseudomonas, bolores e
leveduras, psicrotroficos, mesofilos e bactérias lacticas (no t, e no 42 dia); contagem de
Pseudomonas, bolores e leveduras e psicrotroficos (no 22 dia).

1.4 Analises microbioldgicas

0 trabalho pratico em que se baseou a realizacio deste relatério de estagio teve lugar no
Laboratério de Microbiologia da Escola Superior Agrario do Instituto Politécnico de Castelo
Branco.

A tabela seguinte mostra de uma forma resumida, os procedimentos das analises
microbioldgicas efetuadas neste trabalho, incluindo a Norma utilizada em cada procedimento,
a inoculacdo, os meios de cultura, a incubacio (tempo e temperatura), as provas de
confirmacdo e por ultimo a expressao dos resultados.

16



Estudo dos defeitos de cor em queijo de ovelha e cabra laborados com leite cru e controlo estatistico de qualidade

Tabela 4- Procedimentos das analises microbioldgicas.

Parametros Norma Inoculac¢ao Meios de cultura Incubacio Provas de confirmacio Expressio
resultados
Preparacao da SO 6887-5(2010) - Peptona Sal - - -
amostra Citrato de trissédico dihidratado
Contagem de SO 4833(2003) Incorporagio Plate Count Agar (PCA) 72h+ 3h - N2 UFC/mLoug
mesofilos
1 mL 30°Ct1°C

Contagem de 1SO17410 (2010) A superficie PCA 10 dias = N2 UFC/mL ou g
psicrotroficos 0.1 mL 6,5°C+ 1°C
Contagem de NP 3277-1:(1987) A superficie Dichloran Rose Bengale 120h £ 2h - N2 UFC/mLoug
bolores e Chloramphenicol Agar (DRBC) . .
leveduras 0,1 mL 25°C* 1°C
Contagem de NFISO 15214:(1998) Incorporagio Man Rogosa Sharpe Agar (MRS) 72h Exame microscopio; N2 UFC/mL ou g
bactérias lacticas 1mL 30°C Esfregaco (1)

Pesquisa de catalase (catalase

negativa)
Contagem de 1SO/TS11059:(2009) A superficie Pseudomonas Agar base (PAB) (2)  48h +2h Prova de oxidase (positiva); N2 UFC/mLoug
Pseudomonas 0,1 mL Agar Nutritivo (AN) 25°C+1 °C Glucose (negativa);

Glucose Agar (3) Confirmacgdo bioquimica (API 20

NE)
Contagem de NP-3788(1990) Incorporagdo Violet Red Bile Lactose Agar (VRBL ~ 24h + 2h - N2 UFC/mLou g
coliformes Agar)

1 mL 30°C
Contagem de NP 4400-1,(2002) A superficie Baird-Parker Agar (BP); 48h + 2h Pesquisa da coagulase (positiva) N2 UFC/mLoug
Staphylococcus . . o o
coagulase positiva 0,1 mL Brain Heart Infusion Broth (BHI) 37°C + 1°C
Pesquisa de L. 1SO11290-1,1996) Incorporagio de Fraser (4) 24h + 2h Identificacdo do género e espécie Ausente / Presente
monocytogenes (1S0-11290-1 25 mL Oxford Selective Agar 30°C e 1oc  steria em 25 mL
Amendment 1, 2004 . .
mendmen ) Ottaviani Agosti Agar (ALOA)

Contagem de NF EN ISO 7899-2: Incorporagdo de 1 Slanetz e Bartley Agar 44h+4h Confirmagdo em bile esculina N2UFC/mLoug
enterococos (2000) ml 36°C+ 2°C azida agar 2h a 44°C

MEsfregaco corado pelo método Gram (Gram positivas); @Adicionado natamicina e penicilina G,®»Preparado com peptona, extrato de levedura, Glucose, NaCl, Agar e pirpura de bromocresol; @Adicionado o
suplemento seletivo e citrato de ferro (111} amoniacal
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2. Evolucao do acastanhamento ao longo da maturacdo em queijos
de ovelha inoculados com culturas microbianas promotoras de
defeitos de cor

Este ensaio foi desenhado para verificar se as culturas microbianas que apresentavam
producdo de pigmentos castanhos em meio de cultura de Agar-Queijo (ensaio in vitro)
também o faziam em queijos inoculados e colocados a curar em condi¢cdes similares as
verificadas nas queijarias, ao longo de 40 dias.

2.1 Analises microbiolégicas ao queijo no inicio do ensaio

Foram usados cinco queijos de ovelha (Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5) de aproximadamente 900
gramas, produzidos na Queijaria da Soalheira e do mesmo fabrico de dia 28 de Novembro.
Cada um destes cinco queijos foi analisado no proprio dia de fabrico, a partir de uma amostra
representativa do interior e da superficie e colhida no centro de cada queijo com uma sonda
cilindrica (Figura 2). O corte dos queijos foi efetuado dentro de um tabuleiro de inox
esterilizado.

;
Figura 2 - Queijo de ovelha apos colheita de uma amostra para analise do centro com uma sonda
cilindrica (Fonte: autora)

As cinco amostras de queijo foram analisadas em relacdo a contagem (UFC/g de queijo)
de mesdfilos, psicrotroficos, Pseudomonas spp. e bolores e leveduras. As andlises foram
efetuadas em duplicado.

O procedimento analitico foi o mesmo descrito anteriormente para a anadlise
microbiolégica das amostras de leite, excetuando a preparacdo da suspensdo mae. Pesou-se
10 g de amostra, com os devidos cuidados de assepsia, para sacos esterilizados proprios para
Stomacher, devidamente identificados com a referéncia da amostra (Q1, Q2, Q3, Q4 e Q5).
Adicionou-se depois diluente estéril (90 ml citrato de trissédico dihidratado) e
homogeneizou-se no Stomacher (Stomacher 400 Circulator, Seward Limited, London, UK),
durante 1 minuto.
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2.2 Preparacao e inoculacdo dos queijos para o ensaio de escurecimento

Imediatamente apés a colheita da amostra do centro dos queijos, estes foram cortados,
num tabuleiro em inox esterilizado, em 8 fatias de tamanho similar. Cada uma das oito fatias
de cada queijo foi depois identificada com uma etiqueta presa a um suporte de madeira
previamente esterilizado (Figura 3) com as diferentes designacdes que a seguir se
discriminam.

P1 - Queijo inoculado com a cultura bacteriana Pseudomonas putida ref? 27

P2 - Queijo inoculado com a cultura bacteriana Achromobacter xylosoxidans ref2 132
P3 - Queijo inoculado com a cultura bacteriana Pseudomonas fluorescens ref2 137
L1 - Queijo inoculado com a cultura de leveduras Yarrowia lipolytica ISA 1668

L2 - Queijo inoculado com a cultura de leveduras Candida zeylanoides ref2 7

PL - Queijo inoculado com uma cultura mista de bactérias (P. putida ref? 27) e de
leveduras (Y. lipolytica ISA 1668)

NI 1 - Nao inoculado (fatia 1)
NI 2 - Nao inoculado (fatia 2)

A utilizacdo dos suportes de madeira foi essencial para que toda a manipulacio fosse feita
sem que houvesse necessidade de tocar nos queijos.

Figura 3 - Queijo de ovelha Q1 cortado em fatias devidamente identificadas com o tratamento a
que vao ser sujeitas (Q1-P1, Q1-P2, Q1-P3, Q1-L1, Q1-L2, Q1-PL, Q1-NI1, Q1-NI2) (Fonte: autora)

Apods o corte dos queijos e etiquetagem das diferentes fatias, procedeu-se a separagio dos
diferentes grupos colocando-os separados uns dos outros para ndo haver contaminagdes
cruzadas durante e apés a inoculacdo. Foram usadas redes fornecidas pela queijaria,
previamente higienizadas (lavagem, colocagdo durante 30 minutos em lixivia, enxaguamento
e secagem). Cada grupo de queijos foi depois inoculado com a respetiva cultura microbiana
(Figura do esquema geral):

Grupo Q1-P1, Q2-P1, Q3-P1, Q4-P1, Q5-P1 - Inoculado com a cultura P1

Grupo Q1-P2, Q2-P2, Q3-P2, Q4-P2, Q5-P2 - Inoculado com a cultura P2

Grupo Q1-P3, Q2-P3, Q3-P3, Q4-P3, Q5-P3 - Inoculado com a cultura P3

Grupo Q1-L1, Q2-L1, Q3-L1, Q4-L1, Q5-L1 - Inoculado com a cultura L1
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Grupo Q1-L2, Q2-L2, Q3-L2, Q4-L2, Q5-L2 - Inoculado com a cultura L2
Grupo Q1-PL, Q2-PL, Q3-PL, Q4-PL, Q5-PL - Inoculado com as culturas P1+ L1
Grupo Q1-NI1, Q2-NI1, Q3-NI1, Q4-NI1, Q5-NI1 - Nao inoculado (fatia 1)
Grupo Q1-NI2, Q2-NI2, Q3-NI2, Q4-NI2, Q5-NI2 - Nao inoculado (fatia 2)

As culturas microbianas usadas no ensaio do queijo foram as mesmas anteriormente
usadas no ensaio do leite (Tabela 3), com excecdo da cultura bacteriana Achromobacterium
xylosoxidans ref2 132 (P3), isolada de uma zaragatoa efetuada a francela da sala de lavagem
de queijos numa queijaria (Ferreira, 2017), que apenas foi usada no ensaio do queijo.

A partir de culturas puras e jovens foram preparadas as suspensdes microbianas em soro
fisiolégico e de forma a obter-se uma densidade celular de 1,5 x 108 células/ mL para as
bactérias (P1, P2, P3) e de 1,5 x 107 células/mL para as leveduras (L1, L2). As diferentes fatias
de queijo foram depois inoculadas com aproximadamente 50 pL da respetiva suspensio
microbiana, a superficie de cada fatia.

Apds inoculacdo de todas as amostras, estas foram colocadas numa camara com condigdes
de temperatura e humidade relativa similares as encontradas na queijaria, onde
permaneceram durante 40 dias. Ao longo do tempo foi feita a observacdo regular da cor dos
diferentes grupos de queijo, registando-se o momento a partir do qual era possivel observar o
aparecimento de manchas. Para além disso, todas as amostras foram analisadas ao fim dos 40
dias de maturagdo, para os mesmos parametros microbiolégicos avaliados no inicio do
ensaio.

Na figura seguinte pode-se observar o esquema seguido neste ensaio.
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Figura 4- Esquema do ensaio da evolucao do acastanhamento ao longo da maturacao em queijos
de ovelha inoculados com culturas microbianas promotoras de defeitos de cor.

3. Analise microbiolégica ao ambiente das camaras de cura da
queijaria
Para avaliar o ambiente das camaras de cura da queijaria como potencial fonte de

contaminacdo microbiolégica dos queijos ao longo da cura, foram feitas analises ao ar das
camaras da queijaria.

A Queijaria da Soalheira possui trés camaras de cura. A primeira cidmara de cura (que
passaremos a designar por C1) é a cdmara de humidificacdo onde o queijo fica
aproximadamente quinze dias. A cdmara de humidificacdo tem de estar a 95-97% de
humidade relativa e a uma temperatura de 8 a 9°C. A segunda camara (que passaremos a
designar por C2) é a camara de secagem, onde o queijo acaba por completar os quarenta e
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cinco dias de cura. Esta tem uma humidade relativa de 87- 90% e uma temperatura entre 12 e
14,5°C. Por ultimo, a terceira é a cdAmara (que passaremos a designar por C3) é a camara de
conservacao. Esta camara é o local onde o queijo fica depois de ter completado os quarenta e
cinco dias de cura até ser vendido. Esta camara tem uma humidade relativa de 91% e uma
temperatura de 14°C.

0 ambiente das trés camaras de cura referidas anteriormente (C1, C2, C3) foi analisado
em quatro pontos distintos e em cada ponto foram colocadas trés placas de Petri abertas com
os seguintes meios de cultura: Agar nutritivo (AN) para a contagem e isolamento de
psicrotroficos, Potato Dextrose Agar (PDA) para a contagem e isolamento de bolores e
leveduras, Pseudomonas agar base (PAB) para a contagem e isolamento de Pseudomonas spp.

Apéds quatro horas de exposicdo ao ar das camaras de cura, as placas de Petri foram
fechadas (pela mesma ordem em que foram sendo abertas) e foram transportadas para o
Laboratoério de Microbiologia onde foram colocadas a incubar (10 dias a 6,5°C no caso dos
psicrotroéficos, 48 horas a 25°C no caso das Pseudomonas spp. e 5 a 7 dias a 25°C no caso dos
bolores e leveduras).

Findo o periodo de incubacao, foi feita a contagem de colénias caracteristicas de cada
grupo e foi efetuado o isolamento, purificacdo, crioconservacdo e caracterizacio de um
conjunto de isolados com interesse pertencentes ao grupo dos psicrotroficos, das
Pseudomonas e dos bolores e leveduras.

Nas Figuras 5, 6 e 7 podem observar-se as trés cimaras de cura da Queijaria da Soalheira
com a localizacdo das placas de Petri abertas para a analise do ar. De referir que em cada uma
das quatro localizagcbes eram sempre abertas trés placas de Petri (uma com meio NA, outra
com PDA e outra com PAB).
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Figura 5- Camara de humidificacao (C1) sinalizada com os quatro locais onde foram colocadas as
placas de Petri (1C1, 2C1, 3C1, 4C1) (fonte: autora).

Figura 6- Camara de secagem (C2) sinalizada com os quatro locais onde foram colocadas as
placas de Petri (1C2, 2C2, 3C2, 4C2) (fonte: autora).

T

Figura 7- Camara de conservacao (C3) sinalizada com os quatro locais onde foram colocadas as
placas de Petri (1C3, 2C3, 3C3, 4C3) (fonte: autora).
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4, Caracterizacdo das amostras por espetroscopia do
infravermelho

A fim de perceber se as alteracdes impostas e previamente descritas seriam detetadas
com recurso a métodos rapidos efetuou-se a caracterizagdo, por espectroscopia de
Infravermelho Préximo (NIR), das amostras de queijo com 40 dias de maturacgao resultantes
do ensaio de acastanhamento.

A regido do infravermelho encontra-se entre as gamas do visivel e de micro-ondas,
subdividindo-se em infravermelho préximo (NIR) (12 000 a 4000 cm-1), infravermelho médio
(MIR) (4000 a 400 cm1) e infravermelho longinquo (FIR) (400 a 5 cm?).

A espetroscopia do infravermelho préximo corresponde aos sobretons e combinacdes de
banda das vibragdes fundamentais que ocorrem no infravermelho médio (4000 a 400 cm-1)
das ligacdes C-H, O-H e N-H. As principais vibra¢cdes que ocorrem no MIR sdo o alongamento,
a alteragdo da distancia internuclear das liga¢des, e a deformacio, alteracdo do angulo das
ligagoes.

Para extrair informacdo relevante desta técnica é necessario efetuar a interpretacao da
informacao espectral resultante da absorcdo de energia por parte das ligacdes existentes nas
moléculas de uma dada amostra, neste caso as amostras de queijo, que podem ser causadas
por sobreposi¢des de vibracdes fundamentais e absorcdes eletrénicas na regido de aquisicao
de espetros (Anjos et al., 2015; 2016).

O equipamento utilizado foi um NIR (NIR-MPA, Bruker, Alemanha). Para a analise dos
queijos nao foi necessario efetuar qualquer preparacio de amostra sendo que a medicdo foi
efetuada colocando a amostra de queijo numa placa de Petri especifica para o efeito e lida em
absorvancia. Efetuou-se a leitura colocando a casca virada para a zona de leitura e uma
segunda aquisicdo no interior do queijo. Optou-se por esta metodologia dado que a
inoculacdo foi efetuada na casca do queijo e o acastanhamento ocorre apenas na sua
superficie.

As andlises foram efetuadas a temperatura ambiente com uma resolucdo de 16 cm-1 e 32
scans (Anjos et al., 2015; 2016).

5. Analise estatistica dos resultados

Foi efetuado um teste de comparacdo de médias para as diferentes modalidades, L1, Lo,
P1,P, P3, PL, NI; e NIz com recurso ao teste de Scheffé a 95 % de confianga.

Foi ainda efetuada uma analise de componentes principais (ACP) de modo a perceber a
interacdo entre os varios componentes e respetivas amostras. O tratamento de dados sera
efetuado com recurso aos softwares Statistic da StatSof.

Para extrair informacdo dos dados espectrais é necessario proceder a anadlise
multivariada para a qualificacio e quantificacdo dos resultados. Dado que nao havia
resultados analiticos nem calibragdes previamente disponiveis apenas foi efetuada uma
analise qualitativa com recurso a analise de componentes principais (ACP). Para esta andlise
foram testados igualmente varios pré-processamentos.

Devido a complexidade dos espetros, estes sdo geralmente transformados antes da

andlise multivariada. No processo de otimizacdo dos modelos, pode ser utilizado como pré-
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processamento dos espetros as seguintes metodologias: a correcdo multiplicativa de
dispersao, a correcdo da linha de base, a normalizacdo pelo minimo e maximo, a normaliza¢ao
vetorial, a primeira derivada, a primeira derivada mais a correcio multiplicativa de
dispersao, a primeira derivada mais a correcdo da linha de base, a primeira derivada mais a
normalizacao vetorial, e a segunda derivada (Anjos et al., 2015; 2016).

As andlises dos dados espectrais foram efetuadas com recurso ao software Unscrambler®
X, version: 10.5.46461.632 (CAMO Software AS, Oslo, Norway) e OPUS®, version: 7.5.18
(Bruker Optik, Germany).
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IV. Resultados e Discussao
1. Estudo dos defeitos de cor em queijos

1.1 Prévia caracterizacao microbiolédgica de leite cru de ovelha

Na Tabela 5 encontram-se os resultados obtidos para a caracterizacdo microbiolégica
prévia do leite cru de ovelha.

Tabela 5 — Resultados da analise microbiologica efetuada ao leite cru de ovelha.

Parametros Resultados
Mesofilos 4,7x 107 UFC/mL
Psicrotroéficos 5,1x10¢ UFC/mL
Bolores 3,0x10 UFC/mL
Leveduras 1,3x 103 UFC/mL
Bactérias lacticas 3,3x 107 UFC/mL
Pseudomonas 1,5x 106 UFC/mL
Coliformes 1,0 x 107 UFC/mL
Staphylococcus coagulase positiva <1,0 x 104 UFC/mL
Enterococos 1,9 x 106 UFC/mL
Listeria monocytogenes Auséncia de L.

monocytogenes em 25mL

Pela andlise destes resultados podemos concluir que este leite ndo revela a presenca do
microrganismo patogénico L. monocytogenes e apresenta uma contagem de Staphylococcus
coagulase positiva inferior a 1,0x104. Revela, no entanto, uma contagem de meséfilos (4,7x107
UFC/mL) que é superior ao referido no Regulamento (CE) n? 853/2004 de 29 de fevereiro
para leites crus destinados ao fabrico de queijo feito com leite cru, e que é de 500 000, ou
seja, 5,0x105 UFC/mL. O elevado nimero de meséfilos é acompanhado de um elevado nimero
de psicrotroficos, Pseudomonas e enterococos (todos com contagens da ordem de 106
UFC/mL), bem como de coliformes (contagem da ordem de 107 UFC/mL). Estes valores
revelam muito provavelmente falhas na higienizagcdo da ordenha ou deficiente manutencio
da cadeia de frio entre a ordenha e o local da transformagdo. As bactérias lacticas, grupo
importante na tecnologia do fabrico do queijo, apresenta uma contagem elevada destes
microrganismos, da ordem de 107 UFC/mL. Por ultimo, o grupo dos bolores e leveduras é o
que se encontra menos representado, como era de esperar.
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1.2 Evolucdao do numero de Pseudomonas ao longo de 4 dias de conservacao
de diferentes leites (tratados / nao tratados; inoculados / ndo inoculados) a
6°C

Na Figura 8 estd representado o grafico que regista a evolucdo do numero de

Pseudomonas em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao
longo de 4 dias de conservagdo a 6°C.

Contagem de Pseudomonas (Log UFC/ml)
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Figura 8- Contagem de Pseudomonas (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de perdxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias.

No caso do leite inoculado, verificou-se que a contagem inicial de Pseudomonas foi de 4,6
x 105 UFC/mL a 8,7 x 107 UFC/mL, valor este compativel com a carga microbiana inoculada
(5,0x106 UFC/mL).

Ao longo do tempo observou-se um aumento de dois logaritmicos para os casos do leite
cru inoculado, leite fervido inoculado e leite cru inoculado com adi¢do de flora Danica mais
lisozima (LAB), o que mostra o carater psicrotroéfico ou psicroéfilo destes microrganismos. De
fato, verifica-se um continuo aumento do nimero de Pseudomonas spp. ao longo dos 4 dias,
mesmo com uma temperatura de conservagao a 6°C.

No caso do leite cru inoculado e tratado com H;0; verifica-se nos dois primeiros dias uma
reducdo da carga microbiana, mas ao fim dos quatro dias esse nimero ja ultrapassou o valor
inicial. No caso do leite cru ndo inoculado e tratado com H;0; verifica-se que nos dois
primeiros dias mantém-se com a mesma carga microbiana e ao fim de quatro dias passa para
<1,0x10! UFC/mL Segundo o estudo de Bjorck et al. (1975) sobre o peroxido de hidrogénio,
as Pseudomonas decresceram rapidamente nas primeiras 4 h de incubacdo e permaneceram
quase estaticas nas 6 h seguintes, mas aumentou de 10 h. Abrantes et al. (2014) afirma que o
peréxido de hidrogénio é utilizado em leite que visa paralisar a atividade microbiana.

Em quatro dias houve um aumento de 3 ciclos logaritmicos no caso da contagem de
Pseudomonas em leite cru ndo inoculado (1,9 x103 UFC/mL para 3,7 x 10¢ UFC/mL) e leite cru
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nao inoculado com adicao de flora Danica mais lisozima (LAB) (3,5 x 103 UFC/mL para 5,1 x
106 UFC/mL).

No caso do leite fervido ndo inoculado a carga microbiana ao longo dos 4 dias é de
<1,0x10! que segundo Abrantes et al, (2014) a adi¢cdo de peroxido de hidrogénio (H202) e a
fervura de leite cru promovem uma reducdo de dois ciclos logaritmicos (102) na contagem de
Pseudomonas.

1.3 Evolucdo do numero de mesoéfilos ao longo de 4 dias de conservacéao de
diferentes leites (tratados / nao tratados; inoculados / ndo inoculados) a 6°C

Na Figura 9 esta representado o grafico que regista a evolucdo do nimero de mesofilos
em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao longo de 4 dias
de conservacao a 6°C.

Contagem de mesoéfilos (Log UFC/ml)
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Figura 9- Contagem de mesofilos (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de perdxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias. A
linha a roxo é o limite de contagem de mesofilos segundo o Regulamento (CE) N° 853/2004 de 29
de Fevereiro.

No caso da contagem de mesdfilos no leite cru ndo inoculado, verifica-se uma carga
microbiana que aumenta de 10% no to para 106 ao fim de 4 dias, no caso do leite cru
inoculado, a contagem de meso6filos ndo sofre alteracdo, mantendo-se com contagens da
ordem 10¢ UFC/mL.

A evolucdo do nimero de mesoéfilos no caso do leite cru nao inoculado com adigdo de
flora Danica mais lisozima (LAB) é similar a referida anteriormente para o leite cru. 0 mesmo
ndo se verifica para o caso do leite cru inoculado adicionado com LAB, em que se observa
uma reducdo do nimero de meséfilos (3,4x106 UFC/mL para 1x106 UFC/mL). Esta reducao
deve-se, muito provavelmente, a producio de fatores antimicrobianos por parte das
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bactérias lacticas (perdéxido de hidrogénio, acido lactico, bacteriocinas), que inibem a
multiplicacdo de outros microrganismos, em especial de bactérias Gram positivas. No caso do
leite fervido ndo inoculado verifica-se um aumento ligeiro no ndmero de meséfilos, muito
provavelmente devido a ativacdo e multiplicacdo de bactérias esporuladas que sobreviveram
a fervura do leite. No caso do leite fervido inoculado verifica-se um aumento de
aproximadamente 1,5 logaritmicos (1,6 x105 UFC/mL para 2,6 x 106 UFC/mL), o que se
justifica pela caracterizacdo psicréfila dos microrganismos inoculados e se encontra
concordante com os resultados da figura 6.

Na figura 9 introduziu-se linha que representa o limite de contagem de mesdfilos.
Segundo o Regulamento (CE) N2 853/2004 de 29 de Fevereiro, o leite cru de espécies
diferentes da vaca usado no fabrico de produtos feitos com leite cru deve apresentar uma
contagem em placas a 30°C (por mL) < 500 000, cujo logaritmo de base 10 deste é 5,7.

Considerando o critério microbiolégico referido no paragrafo anterior (5,7 Log), verifica-
se pela leitura do grafico que este valor sé é ultrapassado ao fim de quatro dias de
conservacdo a 62C para o leite cru nao tratado e ndo inoculado. Este leite apresentava uma
contagem inicial, no to, para este grupo de microrganismos de 2,7x104 UFC/mL, respeitando
o critério microbiolégico. Podemos assim concluir que para leites com este nivel de carga
microbiana, a conservacio no frio durante 4 dias torna o leite inadequado para a producio
de queijo feito com leite cru. No caso de a contagem inicial ser mais elevada, mais
rapidamente seria atingido o valor limite.

1.4 Evolucdo do numero de leveduras ao longo de 4 dias de conservacéao de
diferentes leites (tratados / nao tratados; inoculados / ndo inoculados) a 6°C

Na Figura 10 esta representado o grafico que regista a evolucdo do nimero de leveduras
em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao longo de 4 dias
de conservacao a 6°C.
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Figura 10- Contagem de leveduras (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de peroxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias.
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No leite fervido inoculado verifica-se um aumento do nimero de leveduras ao longo da
conservacdo a 6°C durante quatro dias, passando de uma carga microbiana de 9,7x102
UFC/mL para no segundo dia uma carga microbiana de 2,4x104 UFC/mL e por fim, no quarto
dia uma carga microbiana de 3,9x104 UFC/mL Este aumento é devido a multiplicacdo das
leveduras que constituem o in6culo, uma vez que no leite fervido ndo inoculado o ndmero de
leveduras ao longo dos quatro dias mantém-se <1,0 x 101 UFC/mL. A fervura é um método
eficaz na destruicdo deste tipo de microrganismos. Segundo Narvhus and Gadagab (2003) os
produtos que sofreram uma temperatura alta podem conter contagens de leveduras até 6
UFC L

No leite cru ndo inoculado adicionado com LAB, verifica-se que dos zero dias ao segundo
dia, a carga microbiana manteve-se constante tendo um aumento de 1 ciclo logaritmico. No
caso do leite cru inoculado adicionado com LAB, verifica-se um aumento do nimero de
contagens de leveduras durantes quatro dias, passando de uma carga microbiana de 9,8x103
para 2,7 x104 UFC/mL ao fim de dois dias e para 5,3x104 UFC/mL no quarto dia. Narvhus and
Gadagab (2003) afirma que os mecanismos de uma possivel interacdo entre leveduras e a
flora lactea nao tém sido muito estudados. Tal interacdo pode ser estimula¢do ou inibigdo do
crescimento de uma, ou ambas, das estirpes co-cultivadas. Os organismos co-cultivados
podem competir por nutrientes de crescimento ou podem produzir produtos metabdlicos
que inibem o crescimento um do outro. As leveduras podem produzir vitaminas que
aumentam o crescimento de LAB.

No caso do leite cru ndo inoculado adicionado com H:0,, verifica-se um aumento de 3,3 x
10t UFC/mL para 3,9 x 102 UFC/mL ao fim de dois dias e para 3,2 x103 UFC/mL no quarto dia.
Quanto ao leite cru inoculado adicionado com H;O; verifica-se uma reducdo nos dois
primeiros dias de 1 ciclo logaritmico (6,3x103), depois aumenta do segundo (5,9x102
UFC/mL) para o quarto dia (5,0x104 UFC/mL) aproximadamente 2 ciclos logaritmicos. Este
resultado mostra que o peréxido de hidrogénio nio afeta a multiplicacdo das leveduras
naturalmente presentes no leite cru e usadas no indculo. Segundo Bienert et al. (2006)
células de levedura (Saccharomyces cerevisiae) possuem um mecanismo para se adaptar ao
stress oxidativo e para sobreviver em meios contendo concentragdes toxicas de H20;.

Por ultimo, no caso do leite cru ndo inoculado verifica-se um ligeiro aumento no nimero
de leveduras ao longo da conservacdo a 6°C durante quatro dias, passando de uma carga
microbiana de 4,3x102 UFC/mL para no segundo dia uma carga microbiana de 6,1x102
UFC/mL e no quarto dia uma carga microbiana de 1,2x103 UFC/mL. Em relacdo ao leite cru
inoculado também se verifica um aumento das contagens de leveduras, passando de uma
carga microbiana de 7,6x103 UFC/mL para no segundo dia de 2,3x10* UFC/mL e no quarto dia
de 4,7x104 UFC/mL.

1.5 Evolucdao do numero de psicrotréficos ao longo de 4 dias de conservacao
de diferentes leites (tratados / ndo tratados; inoculados / nao inoculados) a
6°C

Na Figura 11 estd representado o grafico que regista a evolugdo do numero de

psicrotréficos em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao
longo de 4 dias de conservacao a 6°C.
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Figura 11- Contagem de psicrotroficos (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de perdxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias.

No grupo dos leites ndo inoculados, a exce¢do do leite de ovelha fervido, verifica-se um
aumento do numero de psicrotréficos ao longo dos quatro dias de conservacdo a 6°C. Além
da capacidade de crescer e de se multiplicar a baixas temperaturas, as bactérias psicrotéficas
tém a capacidade de produzir enzimas hidroliticas extracelulares e / ou intracelulares que
sdo estaveis ao calor. Muitas dessas enzimas mantém a sua atividade mesmo apoés o
tratamento térmico convencional do leite. Além disso, as bactérias psicrotréficas sdo os
organismos mais comumente isolados que causaram a deterioracdo do leite tratado
termicamente. Devido a estas propriedades dos psicrotroficos, a deterioragio e a qualidade
reduzida do leite e dos produtos lacteos podem ser tanto consequéncia da presenc¢a de
organismos vivos e / ou das suas enzimas termoestaveis (SamarZija et al., 2012).

No grupo dos leites inoculados a contagem inicial de bactérias psicrotréficas é
semelhante (da ordem de 106 UFC/mL), aumentando para 108 ao fim de quatro dias (no caso
do leite cru, do leite fervido e do leite adicionado com flora Danica mais lisozima) e
diminuindo para 105 (no caso do leite tratado com peréxido de hidrogénio).Estes dados
mostram que o pero6xido de hidrogénio ndo contribui para uma redugdo significativa da
carga microbiana do grupo de microrganismos psicrotréficos, podendo mesmo na sua
presenca haver um aumento deste grupo de microrganismos.

A ocorréncia de bactérias psicrotroficas no leite cru é inferior a 10%. Na pratica, isso
significa que o leite produzido sob condi¢des dtimas de ordenha contém entre 5.000-20.000
UFC/mL-! de bactérias psicrotroéficas. No entanto, o leite cru mantido por mais tempo no frio
a aproximadamente 4°C antes do processamento, causam as mudang¢as na populagdo
microbiana. Sob essas condi¢des, as bactérias Gram-positiva dominantes sdo substituidas por
bactérias psicrotréficas Gram-negativas e Gram-positivas. Essas bactérias, na maioria dos
casos, tém efeitos negativos consideraveis sobre a qualidade do leite, bem como sobre os
produtos lacteos (Samarzija et al., 2012).

As consequéncias da atividade enzimatica das bactérias psicrotréficas no leite cru
refrigerado incluem altera¢des indesejaveis da gordura do leite, proteina e lecitina, que
influenciam negativamente na qualidade e na capacidade de processamento. Além disso, a

termoestabilidade dessas enzimas, incluindo algumas que sdo termoestaveis apods o
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aquecimento a uma temperatura de 100°C durante 30 minutos, pode ser uma razao para que
o leite tratado termicamente seja inaceitavel para consumo e/ou producdo de produtos
lacteos de alta qualidade (Samarzija et al., 2012).

1.6 Evolucdao do numero de bactérias lacticas ao longo de 4 dias de
conservacao de diferentes leites (tratados / ndao tratados; inoculados / nao
inoculados) a 6°C

Na Tabela 6 esta representada a tabela que regista a evolugdo do nimero de bactérias
lacticas em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao longo
de 4 dias de conservacgao a 6°C.

Tabela 6- Contagem de bactérias lacticas (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de perdxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias.

Contagens de 0 dias 4 dias Médiatdesvio
bactérias lacticas N°UFC/mL N°UFC/mL padrao

(Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
L NI 1,0x104(4) 1,1x104(4,04) 1,1x104+ 7,1 x102
L NI (D) 1,3x104(4,11) 1,2x104 (4,08) 1,3x104+ 7,1 x102

Média + desvio padrio

1,2x104+2,1x103

1,2 x104+ 7,1 x102

1,2 X104+ 1,0 x103

LI

L1(D)
Média + desvio padrao

2,3 x10* (4,36)

2,3 x10¢ (4,36)
2,3 x104£ 0

2,6 x104 (4,42)

3,1 x10¢ (4,49)
2,9 x104+ 3,3x103

2,5x104+2,3 x103

2,7x104£5,6 x103
2,6 x104+2,3 x103

LF NI
LF NI (D)

Média + desvio padrido
LFI

LFI (D)

Média + desvio padrido
LP NI

LP NI (D)

Média + desvio padrao
LP 1

LP1(D)

Média + desvio padrao
LAB NI
LAB NI (D)

Média + desvio padrao

LABI
LABI (D)

Média + desvio padrao

<1,0x101 (<1)
<1,0x10 (<1)

<1,0x101*
<1,0x102 (<2)

<1,0x102 (<2)

<1,0x102
7,3 x103 (3,86)
5,5 x103 (3,74)
6,4x103+1,3x103
6,5 x103 (3,81)
6,2 x103 (3,79)

6,3x103+1,9x102
5,6 x104 (4,75)
6,5 x104 (4,81)

6,1x104+6,4x103
1,7 x104 (4,24)
1,6 x104 (4,21)

1,7x104+4,1x104

3,0x101 (1,48)
<1,0x10? (<1)

3,0x101!
<1,0x102 (<2)

<1,0x102 (<2)

<1,0x102
1,9 x103 (3,28)
1,7 x103 (3,24)
1,8 x103 +1,3 x102
1,0 x102 (2)

1,2 x102 (2,08)

1,1x102+ 1,4 x101
2,2 x104 (4,34)
8,0 x103 (3,90)

1,5 x104+ 9,9 x103
2,7 x105 (5,43)
2,1 x105 (5,33)

2,4x105£1,7 x10°

3,0x101
<1,0x10?*
3,0x101
<1,0x102
<1,0x102

<1,0x102
4585 + 3,8 x103
3585 + 2,6 x103
4085 + 8,2 x102
3,3 x103 + 4,5 x103
3,2 x10% + 4,3 x103
3,2 x103+ 1,3 x102
3,9 x104+ 2,4 x10*
3,6 x104+ 4,0 x10*
3,7 x104 + 2,5 x103
1,4 x105+1,8 x105
1,1 x105+1,4 x105
1,3x105+1,3 x10°
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No caso do leite fervido ndo inoculado, verifica-se que a contagem inicial de bactérias
lacticas foram de <1,0 x 10! UFC/mL passando para 3,0 x 10! UFC/mL. Em relacido ao leite
fervido inoculado verifica-se que ao longo dos 4 dias de conservacgdo a 6°C, o ndmero de
bactérias lacticas mantém-se <1,0 x102 UFC/mL. A fervura é um método eficaz na destruicao
deste tipo de microrganismos tal como acontece na contagem de leveduras em diferentes
amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao longo de 4 dias de
conservacao a 6°C.

Em relacdo ao leite cru nio inoculado e tratado com H;O; verifica-se que tem uma
contagem inicial de 7,2 x 103 UFC/mL e ao fim dos quatro dias teve uma reducdo da carga
microbiana das bactérias lacticas para 1,9 x 103 UFC/mL, assim como no leite cru inoculado e
tratado com H;0., verifica-se uma reducdo da carga microbiana ao longo dos quatro dias. A
contagem inicial das bactérias lacticas é de 6,4 x 103 UFC/mL e ao fim dos quatros dias de 1,0
x 102UFC/mL.

O pero6xido de hidrogénio, ndo é conhecido por ocorrer naturalmente no leite livre de
bactérias. No entanto, as bactérias catalase negativas, por exemplo, bactérias de acido lactico,
geram per6xido metabolicamente e podem entdo ser inibidas pelo sistema completo no leite
(Bjorck et al., 1975). Na presenca de oxigénio, o LAB produz peréxido de hidrogénio (H202)
(Naidu et al.,, 1999).

No caso do leite cru ndo inoculado adicionado com LAB, verifica-se uma reduc¢do na carga
microbiana das bactérias lacticas ao longo dos quatro dias, passando de 5,6 x 104 UFC/mL
para 2,2 x 104 UFC/mL. No leite cru inoculado adicionado com LAB, verifica-se um aumento
no numero de bactérias lacticas, no inicio de 1,7 x 104 UFC/mL para 2,7 x 105 UFC/mL. Estes
valores elevados das contagens de bactérias lacticas sdo de esperar, pois foram adicionadas
bactérias lacticas a este leite.

No grupo do leite cru ndo inoculado e inoculado, verifica-se que ha um ligeiro aumento da
carga microbiana de bactérias lacticas. No leite cru ndo inoculado, a contagem inicial é de 1,0
x 104 UFC/mL e no quarto dia é de 1,1 x 10* UFC/mL. No caso do leite cru inoculado, a
contagem inicial é ligeiramente mais elevada do que no leite cru ndo inoculado (2,3 x 104
UFC/mL) assim como no quarto dia (2,6 x 104 UFC/mL). Estes resultados sdo de esperar pois
as bactérias lacticas fazem parte da microbiota do leite.

1.7 Evolucdo do numero de bolores ao longo de 4 dias de conservacao de
diferentes leites (tratados / nao tratados; inoculados / ndo inoculados) a 6°C

Na Tabela 7 estd representada a tabela que regista a evolucdo do nimero de bolores em
diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes tratamentos e ao longo de 4 dias de
conservacao a 6°C.
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Tabela 7- Contagem de bolores N°UFC/mL (Log UFC/mL) em amostras de leite com diferentes
tratamentos (L- leite cru; LF- leite fervido; LP- leite cru com adicdo de perdxido de hidrogénio;
LAB- leite cru com adicao de flora Danica mais lisozima) conservado a 6°C, ao longo de 4 dias.

Contagens de 0 dias 2 dias 4 dias Média  *desvio
bolores padrio

N°UFC/mL N°UFC/mL N°UFC/mL

Log UFC/mL Log UFC/mL

(Log UFC/mL) (Log UFC/mL) (Log UFC/mL)
L NI 2,0x101 (1,30) 3,0x101 (1,48) 1,0 x102 (2) 5,0x101+4,4x102
L NI (D) 1,0 x101 (1) 5,0x101 (1,70) 7,0x102(2,85) 2,5x102+3,9x102
Média 1,5x101£7,0x10° 4,x101+1,4x101 4,0x102+4,2x102  1,5x102+2,2 x102

+ desvio padrao

LI <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101(<1) <1,0x101

LI(D) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101(<1) <1,0x101

Média +* desvio <1,0x10! <1,0x101 <1,0x10? <1,0x10?

padrao

LF NI <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

LF NI (D) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

Média + desvio <1,0x101 <1,0x10? <1,0x10? <1,0x10?

padrao

LFI <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

LFI(D) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

Média + desvio <1,0x101 <1,0x101 <1,0x101 <1,0x101

padrao

LP NI 2,0x10%(1,30) 4,0x101 (1,60) 1,0x101 (1) 2,3x101+1,5x101

LP NI (D) <1,0x101 (<1) 1,0x101 (1) 1,0x101 (1) 1,0x101 +0

Média + desvio 2,0x10! 2,5x1012,1x101 22,50 2,3x101+2 x10°

padrdo

LPI <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

LPI(D) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101 (<1) <1,0x101

Média + desvio <1,0x10? <1,0x10? <1,0x101 <1,0x10?

padrio

LAB NI 1,0x101 (1) 4,0x101 (1,60)  1,0x10! (1) 2,0x10" 1,7
x101

LAB NI (D) 2,0x10%(1,30) 2,0x101 (1,30) 2,0x10%(1,30) 2,0 x101+0

Média + desvio 1,5x101+7x10° 3,0x10'+1,4x101 1,5x101+7 x10° 2,0 x101+9 x10°

padrio

LABI <1,0x102(<2)  1,0x101 (1) <1,0 x102(<2) 1,0x101 (1)

LABI (D) <1,0 x102(<2) <1,0 x102(<2) <1,0 x102(<2) <1,0 x10%(<2)

Média +* desvio <1,0x102 1,0x101 <1,0 x102 1,0x101

padrio

Em relacdo a contagem de bolores, no caso do leite fervido ndo inoculado e inoculado,
verifica-se que a contagem de bolores mantém-se <1,0 x101 UFC/mL. A fervura é um método
eficaz na destruicao deste tipo de microrganismos tal como acontece na contagem de

leveduras e de bactérias lacticas em diferentes amostras de leite quando sujeitas a diferentes
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tratamentos e ao longo de 4 dias de conservacdo a 6°C. Queijos mais amanteigados sdo
suscetiveis a deterioracdo por bolores resistentes ao calor, como Byssochlamys nivea
(Ledenbach e Marshall, 2009).

No caso do leite cru ndo inoculado, verifica-se um aumento da contagem de bolores ao
longo dos quatro dias, tendo como contagem inicial de 2,0 x101 UFC/mL, no segundo dia de
3,0 x101 UFC/mL e no quarto dia de 1,0 x102 UFC/mL. No leite cru inoculado, verifica-se que
ao longo dos quatro dias mantém-se <1,0 x10! UFC/mL, este resultado podera ser devido ao
indculo de bactérias, estas inibiram o crescimento de bolores. O que acontece também no
caso do leite cru inoculado tratado com H;0; mantém-se <1,0 x10! UFC/mL ao longo dos
quatro dias. Este resultado mostra que o leite cru tratado com H»0; em conjunto com os
indculos inibe o crescimento de bolores.

No leite cru ndo inoculado tratado com H20;, a contagem inicial é de 2,0 x 10! UFC/mL no
segundo dia é de 4,0 x 10! UFC/mL, reduzindo a carga microbiana no quarto dia (1,0 x 101
UFC/mL).

Por fim, o leite cru ndo inoculado adicionado com LAB teve uma contagem inicial de
bolores de 1,0 x 101 UFC/mL passando para 4,0 x 10! UFC/mL no segundo dia e no quarto
dia obteve a mesma contagem que a inicial. No leite cru inoculado adicionado com LAB, a
carga microbiana inicial é de 1,0 x 102 UFC/mL, aumentando para 1,0 x 10! UFC/mL no
segundo dia e passando para a mesma carga microbiana inicial no quarto dia.

Tirando uma conclusdo do ensaio do leite com diferentes tratamentos, verifica-se que o
leite fervido ndo inoculado, nas contagens (contagens de Pseudomonas, mesofilos, leveduras,
psicrotroéficos, bactérias lacticas e bolores) que é o tratamento que tem uma carga
microbiana mais baixa. Segundo Boor e Murphy (2002), quanto maior o tratamento térmico,
maior a eficiéncia de destruicdo microbiana. Nos leites ndo inoculados, o tratamento mais
eficaz contra a redu¢do microbiana é o leite fervido. Em relacdo aos inoculados, o tratamento
com menor carga microbiana em relagido aos outros tratamentos é o leite cru tratado com
H0;.

Quanto as andlises fisico quimicas foram efetuadas em amostra de leite no Milkoscan
133B no laboratério de nutrigdo da Escola Superior Agraria. Relativamente as analises, o
leite cru de ovelha tem uma percentagem de gordura de 7,96, uma percentagem de proteina
de 4,94. A percentagem de lactose do leite cru de ovelha é 4,66 e por ultimo a percentagem
de extrato seco isento de gordura é de 10,32.

Segundo Park et al. (2007), o leite de ovelha contém maiores sélidos totais e gordura,
proteina, lactose e minerais do que o leite de cabra e de vaca. A composicdo média de
nutrientes no leite de ovelha segundo Balthazar et al. (2017), é percentagem de gordura de
5,9, uma percentagem de proteina de 5,5, uma percentagem de lactose de 4,8 e por fim,
segundo Alichanidis & Polychroniadou (1997) citados por Barros (2012) uma percentagem
de extrato seco isento de gordura de 12%.

Podemos concluir que as andlises fisico quimicas efetuadas em amostra de leite cru de
ovelha estdo conforme a composicdo média de nutrientes do leite de ovelha acima descrito, a
excec¢do da percentagem de gordura que obteve 7,9%, sendo um pouco elevado a % média.
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1.8 Isolamento, caracterizacao e identificacao de isolados provenientes do
leite cru

A tabela 8 mostra os resultados dos API 20 NE feitos no ensaio do estudo da inoculacdo
de leite cru fervido, com perédxido de hidrogénio e com bactérias que promovem defeitos de

cor. Nas duas colénias do leite cru adicionado com flora Danica mais lisozima (LAB), foi
identificada a P. putida. Na col6nia de leite cru ndo inoculado identificou-se a P.fluorescens.

Tabela 8- Resultado dos API 20 NE no leite cru de ovelha com tratamentos.

Ref?2 Origem Perfil numérico Identificacao
L-NI (10-3) Col.1 Leite cru de ovelha 1347415 P. fluorescens
L LAB1(10-3) Col.4 Leite cru de ovelha 0341455 P. putida
L LAB NI (102) Col.1 Leite cru de ovelha 0140457 P. putida

2. Estudo do acastanhamento em queijos de ovelha

Na Tabela 9 seguinte estdo representados os valores (média Log UFC/g + desvio padrao
(o)) relativos as analises microbioldgicas efetuadas aos queijos no to. Verifica-se que a média
das médias dos cinco queijos em relagdo a contagem de meséfilos é a mais alta em relacdo as
outras contagens (contagens de Pseudomonas, psicrotroéficos, bolores e leveduras). No to, a
média dos cinco queijos relativamente a contagem de Pseudomonas é de 5,33. A contagem de
bolores foi muito reduzida.
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Tabela 9- Valores (média Log UFC/g + desvio padrio (o)) relativos as anélises microbiol6gicas
efetuadas aos queijos no ty.

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Média £
desvio
padrao

Pseudomonas 5,02 5,58 5,72 5,46 5,56 5,47+0,27
Pseudomonas 513 5,50 5,03 512 5,19 5,19+0,18
(D)

Média = desvio  5,07+0,07 5,54+0,06 5,38+0,49 5,29+0,24 5,38+0,26 5,33+0,17
padrao

Mesofilos 6,00 5,98 6,10 6,11 6,16 6,07+0,08
Mesofilos (D) 5,95 6,12 6,16 6,05 6,14 6,08+0,08
Média + desvio  5,98+0,04 6,05+0,10 6,13+0,04 6,08+0,05 6,15+0,01 6,08+0,07
padrao

Psicrotroficos 5,56 5,73 5,61 5,74 5,94 5,72+0,15
Psicrotroficos 5,74 5,67 5,74 5,94 5,88 5,79+0,11
(D)

Média + desvio  5,65+0,13 5,70+0,04 5,67+0,09 5,84+0,14 5,91+0,04 5,75+0,11
padrao

Bolores 0,90 0,90 0,90 0,90 0,9 0,90+0,0
Bolores (D) 1,00 0,90 1,30 0,90 0,9 1,00+0,17
Média + desvio  0,95+0,07 0,90+0,0 1,10+0,28 0,90+0,0 0,90+0,0 0,95+0,09
padrao

Leveduras 3,56 3,28 3,43 3,51 3,16 3,39+0,17
Leveduras (D) 3,53 2,30 3,30 3,40 2,04 2,91+0,69
Média + desvio  3,54+0,02 2,79+0,69 3,37+0,09 3,46+0,08 2,60+0,79 3,15+0,43

padrao

(D) - duplicado

Na Tabela 10, verifica-se que nos cinco queijos a média das contagens de meséfilos
relativamente aos inoculados, foram as contagens mais elevadas comparativamente as
Pseudomonas, psicrotréficos, bolores e leveduras. Os bolores sio os que tém menor
contagem nos cinco queijos.
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Tabela 10- Valores (média Log UFC/g = desvio padrio (o)) relativos as analises
microbioldgicas efetuadas aos queijos com 40 dias de cura inoculados.

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Médiatdesvi
o padrao (o)

Pseudomonas 6,07+0,4 5,70+0,4 5,78+0,6 5,63+0,7 6,93+0,6 6,02+2,9

Mesofilos 8,12x0,2 8,14+0,3 8,67x0,3 8,56%0,3 8,06x0,2 8,31+4,2

Psicrotrofico 7,37+0,4 7,21+0,2 7,84+04 7,37+0,2 7,71+0,3 7,50+3,8
S

Bolores 566+0,5 5,47+0,2 6,03x0,6 5,90+0,2 5,39x0,2 5,69+2,8

Leveduras 6,69+0,3 6,40+0,5 6,97+0,2 6,66+0,2 6,11+0,3 6,57+3,3

Em relacdo a Tabela 11, estdo os valores (média Log UFC/g + desvio padrao (o)) para os
resultados dos ndo inoculados. Neste caso, verifica-se 0 mesmo que na tabela anterior, que a
média das contagens de mesofilos relativamente aos inoculados, foram as contagens mais
elevadas comparativamente as Pseudomonas, psicrotréficos, bolores e leveduras nos cinco
queijos. Todos os valores do queijo 1, apresentavam contagens de mesofilos >3,0 x 106.

Tabela 11- Valores (média Log UFC/g * desvio padrdao (o)) relativos as analises
microbioldgicas efetuadas aos queijos com 40 dias de cura nao inoculados.

Q1 Q2 Q3 Q4 Q5 Médiaztdesvi
o padrao (o)

Pseudomonas 6,24x0, 4,92+0,2 4,69+0,03 3,68+0,03 5,23+0,8 4,95+2,6

4
Mesofilos - 7,75 8,01+0,3 7,81+0,2 7,42+0,09 7,75+3,9
Psicrotroficos 7,26 6,64+0,9 7,34+0,2 7,34+0,2 7,31+0,06 7,18%3,6
Bolores 3,96x1, 4,76x0,01 5,31x0,1 5,31+0,8 4,70 4,81+2,3
2
Leveduras 6,43+0, 5,70x0,8 6,18+0,08 5,88+1,0 4,91+0,05 5,88+2,8
5

(-) Todos os valores do queijo 1, apresentavam contagens de mesofilos >3,0 x 10°.

Comparando as duas tabelas, verifica-se que a média da contagem de Pseudomonas,
mesdfilos, psicrotroficos, bolores e leveduras dos cinco queijos é menor nos ndo inoculados,
0 que é de esperar pois os ndo inoculados sé contém os microrganismos proprios do leite.

Comparando as trés tabelas, nota-se que as contagens de Pseudomonas no ty foram mais
elevadas que nos queijos ndo inoculados apds os 40 dias de cura. Em relacdo as contagens de
mesdfilos, psicrotroéficos, bolores e leveduras foram mais baixas nos queijos no t,.

Segundo Skeie (2007), o leite utilizado na fabricacdo de queijos deve ser produzido por
animais saudaveis e com baixa contagem de células somaticas, preferencialmente <100 000 /
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mL de leite. Este deve estar fresco e deve ter um baixo teor de microrganismos,
preferivelmente <104 UFC / mL de leite.
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Figura 12- Grafico da média da contagem de leveduras (Log UFC/g) nos cinco queijos ao fim
dos 40 dias de cura.

0 baixo pH e o perfil nutricional da maioria dos queijos sdo favoraveis ao crescimento de
leveduras deteriorantes (Ledenbach e Marshall, 2009).

Por comparacdo com a contagem inicial de leveduras nos 5 queijos (2,54x103 UFC/g), ao
fim de 40 dias verificou-se um aumento do nimero destes microrganismos nos queijos
inoculados (contagens de 5,2x10¢ UFC/g) e nos queijos ndo inoculados (contagens de 1,6 x
106 UFC/g). Curiosamente nao se verificaram diferencas significativas nas contagens entre os
queijos inoculados com leveduras e Pseudomonas.

Segundo Irlinger et al. (2015) a Yarrowia lipolytica é omnipresente e cresce
espontaneamente nas superficies dos queijos. Tem sido demonstrado que outras espécies de
levedura de leite (incluindo D. hansenii e G. candidum) podem ser superadas por Y. lipolytica.
Varias espécies de Candida e Pichia também sdo frequentemente encontradas na casca de
queijos curados.
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Figura 13- Grafico da média da contagem de bolores (Log UFC/g) nos cinco queijos ao fim
dos 40 dias de cura.

Os bolores podem crescer bem nas superficies dos queijos quando o oxigénio esta
presente, sendo o pH baixo selectivo para eles. (Ledenbach e Marshall, 2009).
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Os bolores aumentaram ao longo da maturacdo em todos os queijos, passando de
<1,0x10?! para 9,0 x105 UFC/g no caso dos queijos inoculados e para 1,7 x 105 UFC/g em
queijos ndo inoculados. Em relacdo aos bolores notam-se algumas diferencas significativas,
nos queijos ndo inoculado 2 (NI2) com os queijos ndo inoculado 1 (NI1) e queijos inoculados
com leveduras e Pseudomonas. Verificou-se que nao houveram diferencas significativas nas
contagens entre os queijos inoculados com L1, PL e P2.

Em relacdo aos bolores, segundo Taniwaki e Dender (1992), o queijo é um excelente
substrato para o crescimento de fungos. Pode conter bolor durante o processo de maturacio,
bem como durante o armazenamento refrigerado. Certos bolores produzem substancias
metabolicas toxicas conhecidas como micotoxinas. A maioria dos bolores comumente
encontrados em uma grande variedade de queijos pertence ao mesmo género Penicillium.
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Figura 14- Grafico da média da contagem de psicrotroficos (Log UFC/g) nos cinco queijos ao fim
dos 40 dias de cura.

Cada aumento no numero de bactérias psicrotroficos no leite para o fabrico de queijo
aproximadamente acima de 103 UFC/mL-1 tem sempre um maior ou menor impacto negativo
sobre a qualidade global do queijo. A ocorréncia de bactérias psicrotréficas mesmo em
numeros relativamente pequenos no leite cru aumentara rapidamente para os niveis de
contaminagdo de 105-108 UFC/mL-1 ap6s apenas dois dias de armazenamento no frio. Este
nivel de contaminacdo bacteriana reduz significativamente a qualidade do leite para a
producdo de queijo (Samarzija et al., 2012).

A contagem inicial de psicrotréficos nos 5 queijos, antes do periodo de maturagdo, era de
5,9x 105 UFC/g. Ao fim dos 40 dias de cura, a contagem de bactérias psicrotréficas aumentou
para valores de 4,5 x 107 UFC/g no caso dos queijos inoculados e a 1,7 x 107 UFC/g. E de
notar que ndo ha diferencas significativas nas contagens de psicrotréficos nos queijos
inoculados e nos queijos nao inoculados.

Devido ao fato de existirem diferentes variedades de queijo, cada um significativamente
diferente do outro, a ocorréncia e a aparéncia de defeitos causados por psicrotréficos ndo
sdo uniformes para todos os queijos. No entanto, os defeitos comuns a todas as variedades de
queijo sdo o tempo de coagulacdo inadequado e a reducdo da qualidade da coalhada de
queijo (Samarzija et al., 2012).
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Figura 15- Grafico da média da contagem de Pseudomonas (Log UFC/g) nos cinco queijos ao
fim dos 40 dias de cura.

A contagem inicial de Pseudomonas nos 5 queijos, antes do periodo de maturagio, era de
2,5x 105UFC/g.

Relativamente a contagem de Pseudomonas, verificou-se um ligeiro aumento nas
contagens (5,96x 105 UFC/g para o to e 3,6 x 106 UFC/g para os queijos inoculados e para 5,0
x 105 UFC/g para os queijos ndo inoculados) e verificou-se uma ligeira diminuicdo nos
queijos ndo inoculados. Nas contagens de Pseudomonas dos queijos inoculados com a L1, PL,
P1 e P2 ndo se verificaram diferencas significativas. Assim como nas contagens dos queijos
ndo inoculados. E de esperar este aumento pois foram inoculadas Pseudomonas.
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Figura 16- Grafico da média da contagem de mesofilos (Log UFC/g) nos cinco queijos ao fim
dos 40 dias de cura.

A contagem inicial de meséfilos nos 5 queijos, antes do periodo de maturacao, era de 1,2x
106 UFC/g.

A contagem de meso6filos aumentou em todas as situagdes, comparando com a contagem
de meséfilos no to. No caso dos ndo inoculados (6,5 x107 UFC/g) o aumento foi
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significativamente menor que nos queijos inoculados (2,9x108 UFC/g). Em relacdo a
contagem inicial de mesdfilos e no caso dos ndo inoculados houve um aumento de 1 ciclo
logaritmico, jA no caso dos inoculados houve um aumento de 2 ciclos logaritmicos.

Curiosamente ndo se verificaram diferencas significativas nas contagens de meséfilos entre
os queijos inoculados com leveduras e Pseudomonas.
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Figura 17- Analise de componentes principais dos cinco queijos ao fim dos 40 dias de cura.

A Figura 17 mostra a andlise de componentes principais (ACP) realizada com as médias
de todos os parametros analisados a excecdo dos bolores, de amostras dos cinco queijos. O
parametro dos bolores foi retirado pois é uma contaminacdo posterior.

Na analise de componentes principais, verifica-se que o grafico explica 79,11% (fator 1=
54,12%, fator 2 =24,99%) da variancia total.

Neste grafico podemos observar que existe uma grande variabilidade entre os queijos.
Verifica-se que os nao inoculados encontram-se todos no quadrante positivo do fator 1. No

caso dos ndo inoculados, encontram-se distribuidos principalmente pelo quadrante negativo
e positivo do fator 2.
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2.1 Isolamento, caracterizacdo e identificacdo de isolados provenientes do
queijo no to e apos os 40 dias de cura

Foram isolados, purificados, crioconservados e indentificados recorrendo ao API 20 NE, 6
isolados de Pseudomonas de amostras de queijos no to como esta na tabela seguinte (Tabela
12).

Tabela 12- Resultado dos APl 20 NE nos queijos no t,.

Ref?2 Origem Perfil numérico  Identificacao

Q1(103) Zerodias 0156565 P. fluorescens
Col. 4

Q3 (10-3) Zero dias 0157775 P. fluorescens
Col. 4

Q5 (10-3) Zero dias 0357555 P. fluorescens
Col. 1

Figura 18- Resultado em King B e Agar queijo com e sem tirosina de colonias caracteristicas
de pseudomonas dos queijos no t,.

Foram isolados, purificados, crioconservados e indentificados recorrendo ao API 20 NE,
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11 isolados de Pseudomonas de amostras dos queijos curados aos 40 dias como mostra a
tabela seguinte (Tabela 13).

Tabela 13- Resultado dos API 20 NE nos queijos apds 40dias de cura.

Ref?2 Origem Perfil Identificacao
numeérico

Q2- NI (10%) Col.1 Queijo curado 0147555 P.fluorescens - Excelente identificacdo

Q3- NI (10-%) Col.2 Queijo curado 0147757 P.fluorescens - Muito Boa identificagdo

Q3-NI>(10-3) Col.1 Queijo curado 0157775 P.fluorescens - Boa identificagio

Qs - NI; (10-3) Col.2 Queijo curado 0140457 P.putida - Muito boa identifica¢do

Qs- NIz (10-%) Col.3 Queijo curado 0157577/01  P.fluorescens - Fraca descriminagdo
57575

P.fluorescens - Boa identificagio

Figura 19- Resultado Agar queijo com e sem tirosina e King B de colénias caracteristicas de
pseudomonas dos queijos apos 40 dias de cura.
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Figura 20- Aspeto visual do queijo 5 apds 40 dias de cura.

3. Analise ao ambiente das cdmaras de cura da queijaria

Na Tabela 14, encontram-se os resultados relativamente a contagem de Pseudomonas,
psicrotroficos, bolores e leveduras (n2 UFC) ao ambiente das camaras de cura da queijaria.

Tabela 14 - Contagem (n° UFC) dos microrganismos do ambiente das camaras de cura da
queijaria.

Pseudomonas Psicrotroficos Bolores Leveduras

2Cy 9 42 20 0

4C, 6; 3 54 21 0
confirmadas

2C; 0 12 12 1

4C; 1 26 14 0

2C3 18 INC. INC. 0

4Cs3 17 INC. INC. 0

Nota: INC. - Incontavel
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Verifica-se que na cdmara 3 havia uma contagem de bolores e psicrotroéficos incontavel
como se pode observar na Figura 21. A camara 3 em relagdo a camara 1 e a 2 é a que tem
maiores contagens.

No caso da cdmara 2, nota-se que tem menor contagem de Pseudomonas, psicrotroficos,
bolores e leveduras relativamente as outras duas camaras.

Nas Figuras 21,22 e 23 mostram as placas com a contagem de bolores e leveduras,
Pseudomonas e psicrotroficos.

Figura 21 - Contagem de bolores e leveduras do ambiente da camara 1, camara 2 e camara
3 da queijaria.

Figura 22 - Contagem de Pseudomonas do ambiente da camara 1, camara 2 e camara 3 da
queijaria.

Figura 23 - Contagem de psicrotroficos do ambiente das trés camaras de cura da queijaria.
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3.1 Isolamento, caracterizacdo e identificacdo de isolados provenientes do
ambiente das camaras de cura da queijaria

Neste estudo, foi descoberta uma coldnia (2C1, colénia 3) que provocava o escurecimento
do agar que foi identificada como Kytococos sedentarius coagulase negativa, descrito na
Tabela 15.

Tabela 15- Caracterizacao de isolados de psicrotroficos do ambiente das camaras de cura
(C1 e C2).

Ref2 Oxidase Glucose Coloraciao Gram
Agar
1C1 Colbnial Positiva Cocos Gram positivo
1C1 Col6nia2 Negativa - Cocos Gram positivo
1C1 Col6nia3 Negativa - Cocos Gram positivo

2C1 Colbénial Positiva Negativa Bacilos curtos Gram negativo
2C1 Colbnia2 Positiva Negativa Bacilos curtos Gram negativo
2C1 Colbénia3 Positiva Positiva Estafilococos Gram positivo

3C1 Colénial Positiva Negativa Bacilos médios Gram positivo; cadeias curtas de
Estreptococos

3C1 Colbnia2 Positiva Negativa Algumas leveduras e Bacilos Gram negativo

3C1 Colénia3 Positiva Negativa Cocobacilos Gram positivo e Gram negativo

4C1 Colénial Negativa - Cocobacilos Gram positivo

4C1 Coldnia2 Positiva Cocobacilos Gram positivo

1C2 Colénial Negativa - Estafilococos Gram positivo

2C2 Colbénial Positiva Estafilococos Gram positivo

2C2 Colénia2 Negativa - Estafilococos Gram positivo

3C2 Colénial Negativa - Bacilos curtos/ Cocobacilos Gram positivo

4C2 Colénial Positiva Negativa Bacilos curtos Gram negativo

4C2 Coldénia2 Positiva Negativa Mistura de Cocobacilos

4C2 Colbnia3 Positiva Estafilococos Gram positivo

Na Tabela 16 estdo representados os resultados do teste de Hidroxido de Potassio (KOH
3%). Ap6s a realizagdo da coloragdo Gram, foi feito o teste do hidréxido de potéssio para se
confirmar se sao Gram-positivo ou Gram-negativo. Caso seja Gram-positivo, apds a
repicagem da coldnia caracteristica e se colocar numa gota de hidroxido de potéssio, ndo ira
originar nada. No caso de ser Gram-negativo, formam um muco e um fio na gota de hidréxido
de potassio, devido a grande quantidade de lipidos.

Em relacdo a contagem de psicrotroéficos, todas as oxidases positivas e Bacilos Gram
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negativo foram esgotadas em placas com meio de PCA com inibidores e incubadas a 25°C
durante 4 dias e apds a incubacao foram purificadas.

A coloénia 3 da 2C1 repicou-se para o meio de Tryptone Soy Yeast Extract Agar (TSYEA).
Foi repicada uma colénia do crescimento no meio de TSYEA novamente para outra placa com
0 mesmo meio, incubou-se a 25°C até haver crescimento. Apds o crescimento foi feito um
esfregaco para se realizar coloracdo simples e observou-se ao microscopio tendo como
resultado: cocos. Realizou-se um API 20 NE ao Staphylococcus e fez-se a coagulase.

Os fungos que se repicaram-se para placas de PDA e foram a incubar a 25°C até haver
crescimento.

Tabela 16- Resultados do teste de Hidroxido de Potassio (KOH 3%).

Teste de Hidréxido de Potassio (KOH 3%)

Referéncia Resultado
3C1 Coldnia 1 Gram Negativo
Coldnia 2 Gram Negativo
Colonia 3 Gram Negativo
4C2 Coldnia 1 Gram Negativo
Coldnia 2 Gram Negativo
Coldnia 3 Gram Negativo

Na figura 24, estdo representados os resultados de coldnias caracteristicas de
pseudomonas do ambiente das cdmaras de cura da queijaria em King B e agar queijo com e
sem tirosina.

Figura 24 - Resultado em King B e Agar queijo sem e com tirosina de coldnias caracteristicas
de pseudomonas do ambiente das camaras de cura da queijaria.
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Tabela 17- Caracterizacao de isolados de Pseudomonas do ambiente das camaras de cura

(C1 e C2).

Ref2 Oxidase Glucose Agar
1C4 Colénia 1 Positiva Negativa
1Cy Coldnia 2 Positiva Negativa
1Cy Coldnia 3 Positiva Negativa
1C, Colo6nia 4 Negativa -
2Cq Coldnia 1 Positiva Negativa
2Cq Colénia 2 Positiva Negativa
2C, Colé6nia 3 Positiva Positiva
3Ct Colénia 1 Negativa -
3Cy Coldnia 2 Positiva Negativa
3Cy Colénia 3 Positiva Negativa
4Cq Coldnia 1 Negativa -
4Cq Colénia 2 Positiva Negativa
4Cq Colénia 3 Positiva Negativa
4Cy Colénia 4 Negativa -
1C; Coldnia 1 Negativa -
1C; Coldnia 2 Negativa -
4C; Coldnia 1 Negativa
4C; Coldnia 2 Positiva Negativa
4C; Coldnia 3 Positiva Negativa
4C; Colénia 4 Negativa -

Foram isolados, purificados, crioconservados e indentificados recorrendo ao API 20 NE, 5
isolados de Pseudomonas e um isolado de Estafilococos de amostras do ambiente da queijaria

como mostra a tabela seguinte (Tabela 18).
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Tabela 18- Resultado dos APl 20 NE do ambiente da queijaria.

Ref? Origem Perfil numérico Identificacido
2Cq Col.1 Ambiente 0146457/0346457 P. putida
da queijaria P. putida/P. fluorescens
2C; Col.2 Ambiente 0146457/0346457 P. putida
da queijaria P. fluorescens
3C; Col.1 Ambiente 1146455/0146455 P. fluorescens
da queijaria P. fluorescens /P. putida
3C1Col.3 Ambiente 0143444 P. putida
da queijaria
4C; Col.2 Ambiente 0341455/0343455/ P. putida
da queijaria 4341455/4343455
2C1 Col.3 Ambiente 20052 Kytococos sedentarius coagulase

A negativa - Aceitavel
da queijaria

4, Caracterizacdao das amostras por espetroscopia do
infravermelho Espetros NIR e diferenciacdao das amostras
Na Figura 25 encontra-se representado o espectro médio NIR obtido para as amostras de

queijo em andlise. Os espectros sdo similares aos obtidos por outros autores (Cevoli et al.,
2013; Gonzalez-Martin et al,, 2011; Pillonel et al., 2003).
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Figl:ra 25- Espetro médio de uma amostra de queijo analisado junto a casca (12000 - 4000
cm’).

Dos varios pré processamentos testados, os que se mostraram mais adequados foram a
primeira e segunda derivada usando o algoritmo de Savitzky-Golay (Figura 26).
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Figura 26 - Primeira e segunda derivada.

Os pré processamentos que se mostraram mais adequados para o tratamento dos dados
foi a primeira derivada usando o algoritmo de Savitzky-Golay. No entanto, optou-se por
utilizar a primeira derivada pelo facto de os dados serem mais consistentes e ser o mais
utilizado na bibliografia (Cevoli et al. 2013; Gonzalez-Martin et al., 2011; Pillonel et al.,2003).

A regido espetral entre 4000 e 3050 cm-! nao foi usada porque ndo continha informagio
quimica relevante, tal como tinha sido anteriormente observado por Cevoli et al. (2013) e
Pillonel et al. (2003). A primeira parte do espectro até 9000 cm-!, foi igualmente removida
antes de processada por ndo conter informacdo relevante e por apresentar algum ruido
devido a propria metodologia de analise.

Numa fase inicial foi considerada a informacio referente as vibracdes de interesse na
janela espetral dos 9000-4500 cm-1.

O primeiro pico observado em 8259 cm-! pode ser atribuido a um segundo sobreton de
alongamento (Figura 25).

As bandas a 5783, 5673 e 5152 cm! estdo relacionadas com o primeiro e segundo
sobreton das ligacdes C-H e O-H. Os primeiros picos a 5783 e 5673 cm-! estdo normalmente
relacionados com os lipidos presentes no queijo, e podem ser atribuidos ao primeiro indice
de vibragdes de alongamento C-H do grupo funcional-CH;, enquanto o pico observado a 5152
cm! pode ser atribuido aos segundos sobretons das vibragdes de alongamento C=0. Os picos
observados em 4661 e 4593 cm! que aparecem maioritariamente na analise efetuada na
casca do queijo e sdo visiveis apenas nos espetros processados podem ser atribuidos as
combinacdes de bandas de vibracdes de alongamento = C-H e C = C dos grupos funcionais -
HC = CH- e grupos -C-H..
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E de referir no entanto que quando a anélise é efetuada sobre a casca o feixe penetra
numa pequena extensio na massa do queijo e o que se analisa efetivamente é a parte junto a
casca no interior do queijo. Neste caso as alteracdes derivadas da inoculagdo podem ser
detetadas junto a casca (onde foi efetuada a inoculacdo) ou eventualmente também na parte
interior do queijo e por isso efetuou-se a andlise e respetivas andlises em componentes
principais nas duas zonas do queijo.

A andlise de componentes principais (ACP) possibilitou a diferenciacdo de algumas
amostras (Figura 27 e 28).

0.30

0.25 e oLl ol2
NI oP1
0.20 oo o . eP2 epP3
o
®PL
0.15 - ¢ o
o [ ]
le)
0.10 e L
... e (o;‘:(‘) @ % ° °
o 005 'o'.. oy Soo ?.’o Py
9 L ]
™ Y ) od% ..'
~ o o o®® % ®
9 0.00 . o [} . ¢ &
o o
-0.05 .
L)
-0.10
-0.15
-0.20
0.3 0.35 0.4 0.45 0.5 0.55 0.6 0.65 0.7 0.75

PC1, 96%

Figura 27 - Analise de componentes principais (ACP) aos queijos cujo espetro foi adquirido na
casca do queijo.

Na figura 32 mostra a analise de componentes principais (ACP) aos queijos cujo espetro
foi adquirido na casca do queijo. Nesta andlise foi retirado o queijo 1 devido a falta de dados.
Verifica-se na figura 30, que os grupos dos nao inoculados se separam dos inoculados, o que
é de esperar pois estes foram inoculados na casca. Pode-se concluir que os inoculados
tiveram semelhangas na cor, assim como os ndo inoculados tiveram semelhangas na cor

entre eles.

52



Estudo dos defeitos de cor em queijo de ovelha e cabra laborados com leite cru e controlo estatistico de qualidade

0.20

0.10

0.05

-0.05

PC2, 1%

-0.10

-0.15

-0.20

-0.25
0.06 0.065

o ell ol2
@ L, 0° , | . NI oPL

Lo ®P2 eP3

e 0. ° o @ PL
[ ]
2% N I oo @
o o.o. o L]
g ° 76 % e
o e ®*%o0
o o 80 4
° ° 0 @ o me o® 4

° o0 o ®

L ] ® )
R ° . o ®

L]

o
o
[ )
o
007 0075 008 008 009 009 0.1 0.105

PC1,97%

Figura 28- Analise de componentes principais (ACP) aos queijos cujo espetro foi adquirido no

interior do queijo.

Como é possivel observar na Figura 28, ndo observa qualquer distin¢cdo entre as varias
amostras de queijos quando a analise é efetuada no interior do queijo. Isto denota que as
possiveis alteragdes fisico-quimicas resultantes dos varios in6culos adicionados se fez sentir
apenas na camada junto a casca, local onde foi inoculado. Dado que os queijos foram todos
processados do mesmo modo o que se observa é a variabilidade inerente a prépria amostra.

Para a construcio da ACP representada na Figura 27 e 28 foi igualmente utilizado o pré
processamento primeira derivada usando o algoritmo de Savitzky-Golay.
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V. Consideracdes Finais e Conclusao
0 objetivo deste trabalho foi o estudo dos defeitos associados aos queijos laborados com

leite cru, predominantemente em defeitos de cor como é o caso do acastanhamento
superficial no queijo.

Apés a realizacdo deste estudo concluimos que se o queijo estiver contaminado com
Pseudomonas spp. principalmente Pseudomonas putida e Pseudomonas fluorescens e
leveduras principalmente do tipo Yarrowia lipolytica e Candida zeylanoides é muito provavel
que o queijo desenvolva o acastanhamento superficial, pois neste estudo estas estirpes foram
inoculados em queijos e concluiu-se/observou-se que desenvolveu acastanhamento a
superficie, ja os ndo inoculados nao tiveram nenhuma altera¢io na sua cor.

Em relacdo ao ambiente das camaras de cura da queijaria esta contaminado com bolores,
Pseudomonas e psicrotroéficos. Podendo levar ao acastanhamento superficial no queijo. Uma
sugestdo seria fazerem uma fumigacdo as 3 camaras, principalmente a terceira camara de
cura, a camara de conservacao.

Em relacdo a caracterizacdo das amostras por espetroscopia do infravermelho Espetros
NIR e diferenciacio das amostras, notou-se que os niao inoculados mantiveram-se com a
mesma cor ou seja nao tiveram acastanhamento. Nas amostras sujeitas ao in6culo, mostra
que estes tiveram acastanhamento semelhante. Este estudo foi um trabalho preliminar que
futuramente pode resultar na continuidade deste estudo.
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Anexos

Anexo A - Tabelas referente as contagens nos cinco queijos nos 40 dias de cura.

Tabela 1- Valores (UFC/g + desvio padrao (o)) relativos as analises microbiolégicas efetuadas no queijo 1 com 40 dias de cura.

Queijo 1
Pseudomonas Mesofilos Psicrotréficos Bolores Leveduras

L1 1,6x10¢ 1,4x108 2,4x107 1,1x10¢ 2,2x106
L2 1,3x10¢ 1,9x108 3,5x106 9,0x104 3,5x106
PL 5,0x106 1,8x108 6,7x107 4,5x105 4,5x106
NI1 3,1x106 > 3,0x10¢ 1,8x107 6,0x10* 5,6x106
NI2 9,6x105 > 3,0x106 1,8x107 1,4x103 1,3x10¢
P1 1,1x10¢6 1,0x108 3,7x107 1,9x105 8,4x10¢
P2 5,1x105 1,5x108 3,3x107 4,4x105 3,5x106
P3 4,3x105 7,5x107 2,5x107 2,4x106 1,2x107
Médiatoc 1,8x106+1,6x106 1,4x108+4,3x107 2,8x107+1,9x107 59x105+7,9x105  5,2x106+3,6x106

60



Estudo dos defeitos de cor em queijo de ovelha e cabra laborados com leite cru e controlo estatistico de qualidade

Tabela 2- Valores (UFC/g + desvio padrao (o)) relativos as analises microbiologicas efetuadas no queijo 2 com 40 dias de cura.

Queijo 2

L1 7,6x105 1,2x108 2,0x107 3,4x105 8,1x10¢

PL 1,3x10° 9,7x107 6,6x106 2,4x105 1,5x106

NI2 1,1x10° 5,6x107 1,0x10¢ 5,6x10* 1,3x10°

P2 2,5x10¢ 9,1x107 1,5x107 1,5x105 5,9x105

Médiaxo 6,0x105+8,1x105 1,6x108+1,6x108 1,6x107£8,3x106 2,6x105£1,8x105  3,1x106+2,9x106
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Tabela 3- Valores (UFC/g + desvio padrédo (o)) relativos as analises microbioldgicas efetuadas no queijo 3 com 40 dias de cura.

Queijo 3

L1 2,8x105 3,0x108 1,6x107 2,3x10¢ 5,9x10¢

PL 2,8x106 6,9x108 2,5x108 3,0x106 1,3x107

NI2 4,6x10* 1,6x108 3,0x107 2,5x10° 1,7x106

P2 1,7x106 1,7x10° 8,6x107 7,5x106 1,2x107

Médiaxe 7,9x105+9,9x105  4,9x108+5,1x108 7,8x107+7,7x107 1,8x106+2,6x10° 7,8x106+4,8x106
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Tabela 4- Valores (UFC/g + desvio padrédo (o)) relativos as analises microbiologicas efetuadas no queijo 4 com 40 dias de cura.

Queijo 4
Pseudomonas Mesofilos Psicrotroéficos Bolores Leveduras

L1 3,5x106 1,7x108 2,0x107 1,0x10¢ 2,3x106
L2 2,1x105 9,0x108 4,7x107 1,2x10¢ 1,1x107
PL 1,9x105 4,6x108 1,3x107 9,5x105 3,6x106
NI1 4,5x103 4,8x107 1,4x107 9,5x105 3,7x106
NI2 5,0x103 8,6x107 2,2x107 6,4x104 1,6x105
P1 2,7x106 2,6x108 2,5x107 6,0x105 3,2x106
P2 1,5x105 2,7x108 2,6x107 3,7x105 5,4x106
P3 1,1x105 4,8x108 2,0x107 1,0x10¢ 6,5x106
Médiato 8,6x105+1,4x10¢ 3,3x108+2,8x108 2,3x107+1,0x107 7,7x105£3,9x105  4,4x106+3,1x106
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Tabela 5- Valores (UFC/g + desvio padrdao (o)) relativos as analises microbiologicas efetuadas no queijo 5 com 40 dias de cura.

Queijo 5

L1 7,2x106 1,4x108 2,1x107 2,5x105 9,9x105

PL 1,0x107 1,7x108 6,4x107 3,5x105 7,2x105

NI2 4,8x104 2,3x107 2,3x107 <1,0x103 7,5x10%

P2 2,8x107 9,3x107 9,0x107 <1,0x104 3,2x106

Média+o 1,0x107£1,1x107 1,0x108+6,5x107 4,9x107+3,0x107 2,2x105£1,4x105 1,2x106+1,1x10¢
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Anexo B - Tabela referente dos valores (média UFC/g + desvio padrao (o)) relativos as
analises microbiolégicas efetuadas aos cinco queijos nos 40 dias de cura.

Tabela 6- Valores (média UFC/g + desvio padrao (o)) relativos as analises microbioldgicas efetuadas aos queijos com 40 dias de cura.

Mesofilos Psicrotroficos Bolores Leveduras Mesofilos
Queijo 1 1,8x10¢ 1,4x108 2,8x107 5,9x108 5,2x106
Queijo 2 6,0x105 1,6x108 1,6x107 2,6x105 3,1x10¢
Queijo 3 7,9x105 4,9x108 7,8x107 1,8x10¢ 7,8x10¢6
Queijo 4 8,7x105 3,3x108 2,3x107 7,7x105 4,4x10¢
Queijo 5 1,0x107 1,0x108 4,9x107 2,2x105 1,2x1096
Médiato 2,9x106+4,2x106 2,4x108+1,6x108 3,9x107+2,5x107 7,3x105+6,4x105 4,3x106+2,5x106




