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Resumo

O queijo é um dos derivados de leite mais consumidos no mundo, sendo os queijos
produzidos a partir de leite de cabra cru muito valorizados pelas suas caracteristicas
organoléticas e também pela sua melhor digestibilidade, alcalinidade e pelos seus
efeitos benéficos na satde. Durante a producdo de queijo, o processo de maturacgao é
dinamico e complexo, envolvendo alteracoes nos niveis microbiologico e bioquimico
que resultam em caracteristicas organoléticas e fisico-quimicas tinicas da variedade de
queijo. Assim, este projeto teve como objetivo monitorizar a evolucao do perfil fisico-
quimico e microbiologico durante todo o processo de producio e de maturacao de
queijo de leite de cabra cru em trés lotes, permitindo identificar as alteracbes mais
significativas e as diferencas existentes entre os lotes. Durante a maturacao ocorreram
alteracoes fisico-quimicas as quais foram registadas para diferentes parametros, como
pH, teor de humidade, perda de peso, teor de sal, protedlise, acidos organicos, reologia
do leite do queijo, cor do queijo. Entre os parametros analisados, a diminuicao do pH
foi influenciada essencialmente pela formacao de acido lactico, associado a prevaléncia
das populacées de bactérias acido-lacticas encontradas durante a maturacao dos
queijos. Por conseguinte, estas bactérias produzem enzimas proteoliticas responsaveis
pela proteolise do queijo, sendo que, este processo € crucial no desenvolvimento das
propriedades texturais e sensoriais finais do queijo. Para além das bactérias acido-
lacticas, outros microrganismos foram determinados, como bactérias mesofilicas totais
aerdbias, bactérias psicrotroficas aerdbias, lactobacilos, lactococos, enterococos,
Pseudomonas spp., enterobactérias, estafilococos, e leveduras e bolores, observando-se
uma dinamica microbiana ao longo da maturacdo dos queijos dos varios lotes. Na
anéalise sensorial destes queijos, os resultados obtidos foram satisfatérios, verificando-
se a sua aceitabilidade pelos consumidores. Assim, foi observado que as reacoes
bioquimicas e microbiologicas ocorridas durante o processo de maturacgao, assim como,
as condicoes de producdo e maturacdo interferem no perfil dos parametros fisico-
quimicos e microbiolégicos. Em suma, a variabilidade observada entre lotes salienta a
relevancia da padronizacao do leite cru usado na producao de queijo, mas também dos
processos aplicados durante a producao por forma a assegurar as propriedades fisico-

quimicas e organoléticas mais apreciadas pelos consumidores.
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Abstract

Cheese is one of the most consumed milk products in the world, being the cheeses
made from raw goat milk highly appreciated for their organoleptic characteristics and
also for their better digestibility, alkalinity and beneficial health effects. During cheese
production, the maturation process is dynamic and complex, involving changes at the
microbiological and biochemical levels that results in the unique organoleptic and
physicochemical characteristics of this cheese variety. Thus, this project aimed to
monitor the evolution of the physicochemical and microbiological profile of raw goat's
milk cheese during the entire production and maturation processes. For that three
batches were considered, allowing to identify the most significant changes and the
differences among the batches. During maturation, physicochemical changes occur,
such as those recorded for different parameters, such as pH, moisture content, weight
loss, salt content, proteolysis, organic acids, rheology of milk and cheese, and cheese of
colour. Amongst the parameters analysed, the decrease in pH was mainly influenced by
the formation of lactic acid, associated with the prevalence of the lactic acid bacteria
population found during cheese maturation. These bacteria produce proteolytic
enzymes responsible for the proteolysis of cheese, with this process being crucial for the
development of the final textural and sensory properties of the cheese. In addition to
lactic acid bacteria, other microorganisms were determined, such as total aerobic
mesophilic bacteria, aerobic psychrotrophic bacteria, lactobacilli, lactococci,
enterococci, Pseudomonas spp., enterobacteria, staphylococci, and yeasts and molds,
with a microbial dynamics being observed along the maturation of the cheeses from the
different batches. In the sensory analysis of these cheeses, the results obtained were
satisfactory, verifying their acceptability by consumers. Thus, it was observed that the
biochemical and microbiological reactions that occurred during the maturation
process, as well as, the conditions of production and maturation interfere in the profile
of the physical-chemical and microbiological parameters. In sum, the variability
observed between batches highlights the relevance of the standardization of raw milk
used in cheese production, but also of the processes applied during production in order
to ensure the physicochemical and organoleptic properties most appreciated by

consumers.
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Capitulo 1 — Introducao

No setor de lacticinios, a producao de diversos produtos lacteos utilizando leite cru
apresenta algumas preocupacoes ao nivel da seguranca alimentar. Isto pelo facto de o
leite cru ser reconhecido como um dos principais responsaveis de doengas transmitidas
por alimentos, seja pelo seu consumo direto ou através do consumo dos seus derivados,

como queijos produzidos a partir de leite cru (Almeida et al., 2007; Tirloni et al., 2014).

O leite é um alimento extremamente nutritivo que pode ser obtido a partir de varios
animais, como vacas, cabras, ovelhas e bufalos, além de humanos, para consumo
humano (Quigley et al, 2013). O leite cru é caracterizado por uma comunidade
microbiana complexa (bactérias acido-lacticas, bactérias de Gram negativo, de Gram
positivo e catalase positiva, e ainda leveduras e bolores), é rico em nutrientes
(proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais),
apresenta elevada atividade da 4gua e um pH préximo de 7,0 (D’amico, 2014; Montel et
al., 2014;Quigley et al., 2013; Tirloni et al., 2014). Estas caracteristicas proporcionam
um 6timo meio de crescimento de microrganismos com relevancia tecnologica, como as
bactérias acido-lacticas (BAL), mas também de microrganismos contaminantes,
associados a sua deterioracdo e a patogenicidade (Andretta et al., 2019; Cancino-

Padilla et al., 2017; D’amico, 2014; Tirloni et al., 2014).

Muitos dos microrganismos deteriorantes modificam as caracteristicas organoléticas do
queijo de forma negativa, através de alteracoes enzimaticas dos componentes do leite
(D’amico, 2014). Os agentes patogénicos mais frequentemente associados ao leite cru e
ao queijo produzido com leite cru, sdo: Staphylococcus aureus, Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes, Escherichia coli Oi57:H7 e Campylobacter, estando
associados a diversos surtos alimentares (Andretta et al., 2019; Cancino-Padilla et al.,

2017).

A contaminacao do leite ocorre a partir de microrganismos presentes, em animais
infetados, no ambiente agricola, nas racoes de animais, assim como nos equipamentos
de ordenha e de processamento. Assim a satilde do animal, o manuseio inadequado do
leite e uma m4 higienizacdo, podem originar um baixo rendimento e ma qualidade do

produto, sendo ainda possiveis fontes de surtos alimentares (D’amico, 2014).

Por estas razoes é essencial existirem sistemas de inspecao e certificacao de alimentos,
processos de analise de perigos e de pontos criticos de controle (APPCC), que haja a
implementacdo de principios de boas praticas de fabricacdo na producao de leite e

queijo e existéncia de limites microbiol6gicos no produto final (Almeida et al., 2007;



D’amico, 2014; Montel et al., 2014). Assim, com a implementacdo destes sistemas
pretende-se reduzir o risco associado ao consumo de produtos fabricados com leite cru
bem como de outros produtos lacteos, mas também manter a sua qualidade (D’amico,

2014; Montel et al., 2014).

O queijo é um dos derivados de leite mais consumido e apreciado em todo o mundo
(Fernandes et al., 2018). As caracteristicas da sua estrutura sao consideravelmente
afetadas por muitos parametros, desde as caracteristicas da matéria prima até aos
fatores de processamento (Correia et al., 2014). O queijo, € um produto lacteo rico em
proteinas e gorduras, obtido pela coagulacao do leite com expulsdo do soro do leite,
dando origem a coalhada, e ap6s o seu processamento e a sua maturacao é alcancado o
produto final desejado (Cankurt, 2019). A producao de queijo com leite cru é um
processo complexo e dinamico, nao sb pelas diversas reacoes que ocorrem durante a
maturacao, mas também pela consisténcia das caracteristicas de qualidade e seguranca

do queijo (D’amico, 2014; McSweeney, 2004).

Os queijos de leite cru apresentam caracteristicas organoléticas tnicas reconhecidas
pelos consumidores como um sabor mais forte, rico e intenso, em relacao aos queijos
de leite pasteurizado (Montel et al., 2014; Yoon et al., 2016). Estes atributos derivam
dos microrganismos da microbiota nativa do leite cru, como Lactococcus spp.,
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp. e Enterococcus spp. (Yoon et al., 2016). Para além
disso, estes queijos geralmente tém maiores quantidades de compostos aromaticos
(acidos, aldeidos, alcoois, ésteres e compostos de enxofre), com excecao de algumas
cetonas (Montel et al., 2014). A producao de queijo esta dividida em varios processos,
onde pequenas variagdes, como o uso de diferentes leites permitem originar multiplas
variedades de queijo (Adams and Moss, 2008). Assim a classificaciao dos queijos torna-
se dificil, contudo a determinacdo do teor de humidade foi uma abordagem bem-
sucedida para a classificacio dos queijos (Tabela 1), uma vez que, a humidade
determina o corpo, a consisténcia ou a compacidade do queijo, permitindo assim
agrupar queijos semelhantes, com determinadas caracteristicas (Adams and Moss,

2008; Farkye, 2004).

O leite de cabra cru como os seus derivados, iogurte e queijo, sdo importantes na
nutricdilo humana, especialmente para pessoas alérgicas ao leite de vaca e com
distarbios gastrointestinais (Togay et al., 2017). Os queijos produzidos a partir de leite
de cabra sao muito valorizados pelas suas caracteristicas organoléticas e também pela
sua melhor digestibilidade, alcalinidade e pelos seus efeitos benéficos na satde

(Fernandes et al., 2018).



Tabela 1: Variedades de queijo e sua classificagdo (Adams and Moss, 2008).

Percentagem de

humidade Propriedades Variedades de queijo
Nao maturados Cottage, Quark, Cream, Mozzarella
50-80 % Maturados Camembert, Brie, Neufchatel (fabricado na

Queijos Macios Franca), Caciotta, Cooked

Curado em sal ou em

Feta, Domiati
conserva

Maturados  principalmente
pelo crescimento interno de
fungos

Maturado por bactérias e
microrganismos de superficie
Maturado principalmente Bel Paesa, Pasta Filata, Provolone, Brick,
por bactérias Gouda, Edam

Roquefort (leite de ovelha), Stilton,
Gorgonzola, Danish Blue

39-50 %

Queijos Semi-Macios Limburger, Brick, Trappist, Port Salut

Sem olhos, maturados  por Cheddar, Caciocavallo

<39 % bactérias
ueijos Duros Com olhos, maturados N
Quelj - por Emmental, Gruyére
bactérias
<34 %

Queijos Muito Duros Asiago old, Parmesan, Romano, Grana

Tipicamente, os queijos tradicionais portugueses sao geralmente fabricados a partir de
leite cru, sem a adicao de nenhuma cultura iniciadora, utilizam apenas a microflora
nativa do leite, composta principalmente por (BAL) (Pereira et al, 2011). A
fermentacdo destes queijos ocorre espontaneamente pela acdo da microbiota natural,
principalmente das BAL (Togay et al., 2017). As intera¢cbes que ocorrem entre a
microflora nativa e a matriz do queijo, originam compostos de sabor particulares,
resultando em caracteristicas tinicas, atribuidas aos queijos tradicionais (Pereira et al.,

2011).

Por conseguinte, o facto de ndo existir padronizacdo da microflora nativa do leite e de
nao existir nenhum iniciador padronizado, é possivel que seja encontrada variabilidade
das caracteristicas dentro de um determinado tipo de queijo (Montel et al., 2014;
Pereira et al., 2011). As caracteristicas finais do queijo podem variar entre os
produtores ou mesmo lotes devido as diferencas na tecnologia de producao de queijo,
na composicao quimica e microbiana do leite (resultado das condi¢des de producao,
higiene, populagao microbiana existente no ambiente fabril, entre outros) (Gongalves et

al., 2018).

O consumo direto de leite cru em Portugal é escasso, por outro lado a producao e o
consumo de queijo produzido com leite cru é frequente, sendo que varios queijos de
leite cru sdo exportados. De entre estes, o queijo de cabra produzido com leite cru tem

uma procura elevada pelo consumidor sendo que, de acordo com o Instituto Nacional



de Estatistica, a producio de queijo de cabra em 2018 apresentou um crescimento na

producao em 3,8 mil toneladas (+ 29,7%) (Lima, F. 2019).
1.1 Leite de cabra

O leite de cabra, confere propriedades nutricionais aos seus derivados, devido as suas
caracteristicas composicionais, como teor de matéria organica e azotada (caseina e
albumina), minerais, vitaminas, e fermentos lacticos, que melhoram o processo de
digestdo e defesa contra bactérias patogénicas intestinais (Gomes et al., 2013).
Especificamente, tem propriedades particulares que conferem vantagens em relacao ao
leite de vaca, como: tamanho inferior dos glébulos de gordura, atribuindo uma textura
mais suave aos produtos lacteos, menor quantidade de ag-caseina, resultando em
produtos mais macios, maior capacidade de retencao de agua, viscosidade mais baixa,
fracdo proteica mais digerivel e menos alergénica e fracdo lipidica também mais
digerivel. Para além disso possui um conteddo mineral e uma disponibilidade
nutricional com qualidades superiores ao leite de vaca (Gomes et al., 2013; Picon et al.,

2019).

Assim, o leite de cabra é considerado uma matéria-prima de elevada qualidade na
producdo de alimentos para bebés, idosos e para humanos com necessidades
especificas, nomeadamente para pessoas que tenham um sistema digestivo mais
vulneravel, como, criancas, idosos, pessoas debilitadas ou pessoas intolerantes e
alérgicas ao leite de vaca (Guo, 2003; Getaneh, et al., 2016; Gabas et al., 2012; Picon et
al., 2019). Contudo, o sabor do leite de cabra é mais intenso comparativamente ao leite
de vaca, podendo limitar a aceitacdo dos seus produtos pelos consumidores (Gomes et

al., 2013).
1.1.1 Composicao

O leite é um produto alimentar bastante nutritivo, tanto para os jovens mamiferos
como para o ser humano (D’amico, 2014). Alguns animais sao usados para produzir
leite para consumo humano, no entanto, a vaca é o animal mais propicio para esse fim
comercial. Os principais constituintes do leite independente do animal que o fornece

sdo agua, gordura, proteina e lactose (Adams and Moss, 2008).

O leite de cabra, é caracterizado pela sua composicao bruta, incluindo so6lidos totais,
gordura, proteina, lactose e cinzas (Guo, 2003). Como mostra a tabela 2, a composicao

do leite de cabra e de vaca apresentam algumas semelhancas. No entanto o leite de



cabra apresenta maior teor de gordura, de proteinas e cinzas, possuindo um teor de

lactose menor, em relacao ao leite de vaca (Park et al., 2017).

Comparativamente aos leites de vaca ou humano, o leite de cabra distingue-se pelo
facto de apresentar melhor digestibilidade, maior alcalinidade, maior capacidade
tampao e possui efeitos benéficos na satide humana (Fernandes et al., 2018; Gabas et

al., 2012).

Tabela 2: Comparagdo dos constituintes do leite de cabra, vaca e humano (valores médios por 100 g)
(Park et al., 2017).

Constituintes Cabra Vaca Humano
Gordura (g) 3,8 3,6 4
Proteinas (g) 3,5 3,3 1,2
Lactose (g) 4,1 4,6 6,9
Cinza (g) 0,8 0,7 0,2
Solidos totais (g) 12,2 12,3 12,3
Calorias (cal) 70 69 68

A composicdo do leite de cabra pode variar de cabra para cabra e diferir entre as suas
espécies (Getaneh, et al, 2016). Assim as alteracGes na sua composicdo podem ser
afetadas por muitos fatores, incluindo alimentacdo, condi¢bes ambientais e de
manuseio, estado nutricional e de saide do animal, entre outros (Guo, 2003; Adams

and Moss, 2008).

Relativamente a composicao lipidica, o leite de cabra é composto maioritariamente por
triglicerideos (cerca de 98%), sendo também composto por fosfolipidos (1%); colesterol
e seus ésteres (1%). O tamanho reduzido dos globulos de gordura, e a falta de
aglutinina, um agente de aglomeracao, no leite de cabra, faz com que o leite tenha uma
fraca capacidade de desnatagdo a temperaturas mais baixas, sendo que a aglomeracao
dos globulos de gordura nao acontece (Guo, 2003). Contudo estas moléculas de
gordura mais pequenas proporcionam uma melhor dispersao e uma mistura mais
homogénea da gordura no leite de cabra (Getaneh, et al., 2016; Park et al., 2017). O
leite de cabra apresenta niveis mais altos de acidos gordos de cadeia curta (C4-C10) em
comparacao com o leite de vaca (Guo, 2003; Farkye, 2003). Sendo, que os acidos
gordos livres de cadeia curta do leite de cabra, principalmente C6 e C8, sao os
responsaveis pelo sabor especifico “de cabra” dos produtos lacteos de cabra (Guo,

2003).

Na composicao do leite de cabra também fazem parte proteinas, sendo as principais a
ase-caseina, [-caseina, K-caseina, -lactoglobulina e a-lactalbumina, contendo também

as-caseina em niveis inferiores (Guo, 2003; Park et al., 2017). Relativamente as



proteinas B-lactoglobulina e a-lactalbumina, estas sdo as principais proteinas do soro
do leite de cabra (Guo, 2003). As diferencas estruturais da proteina lactalbumina anula
as alergias existentes por esta proteina ao leite de vaca, quando se considera o leite de

cabra (Getaneh, et al., 2016).

Em relagdo ao principal carboidrato do leite de cabra, a lactose, a sua concentragio é
menor comparando com o leite de vaca. Além da lactose existem outros carboidratos
em quantidades menores como o inositol e quantidades vestigiais de galactose e acido

sidlico (Guo, 2003; Getaneh, et al., 2016).

O contetdo mineral do leite de cabra é composto principalmente por calcio, sodio,
magnésio, fosforo, potassio e zinco, sendo que existem outros minerais vestigiais,
como, manganés, selénio, cobalto, cobre e ferro (Getaneh, et al., 2016). Dos varios
minerais que completam o leite, o leite de cabra é mais rico em calcio, fésforo, potassio,

magnésio e cloro (Guo, 2003).

A respeito dos niveis de vitamina do leite da cabra, este apresenta elevadas
concentracoes de vitamina A em relacdo ao leite de vaca. As cabras convertem todos os
carotenos em vitamina A, conferindo ao leite uma cor mais esbranquicada
relativamente ao leite bovino. No entanto, o leite é deficiente em vitamina C e D, e em

acido félico, contendo apenas 20% em relacao ao leite de vaca (Guo, 2003).
1.1.2 Qualidade e seguranca do leite

Os produtos lacteos devem ser seguros, livres de bactérias patogénicas, de bactérias
deteriorantes, de antibibticos, de inseticidas e de herbicidas, além que devem
apresentar um bom sabor e conter os limites minimos legais para todos os nutrientes
(Park et al., 2017). Para que a producdo e a comercializacdo dos produtos lacteos
caprinos sejam bem-sucedidas, é essencial que a producao de leite cru ocorra com
elevada qualidade. Na composi¢ao do leite existem varios componentes, como teor de
gordura, proteina e lactose, sdlidos totais e a contagem de células somaticas, que
requerem uma atencao especial, uma vez que influenciam a qualidade e a producao dos
queijos (Panikuttira et al., 2018). Por conseguinte a qualidade e a composicao do leite
também terao influéncia na qualidade e rendimento dos queijos (Panikuttira et al.,
2018; Park et al., 2017). Para garantir a seguranca e qualidade do leite também é
realizada a analise microbiana e a analise dos possiveis adulterantes e contaminantes

(Panikuttira et al., 2018).



1.2 Transformacao do leite em queijo

O processo de transformacdo do leite em queijo ocorre através de quatro etapas
principais (Figura 1), comuns para todos os queijos, por conseguinte durante o fabrico
dos mesmos a tecnologia aplicada pode ser diferente, contribuindo dessa forma para as
caracteristicas unicas e distintas de cada qualidade de queijo. As diferencas podem
estar associadas as caracteristicas do leite, tipo de cultura inicial, tempo e temperatura
de coagulagdo, procedimentos da drenagem do soro, tipo de salga e por fim as

condicoes de maturacao dos queijos (Kongo and Malcata, 2016b).

> Coagulacao >> Dainsoggn >> Salga >> Maturacao >

Figura 1: Etapas gerais do processamento de queijos (Adaptado de Kongo and Malcata, 2016b).

Para o fabrico de queijo é importante a recolha de leite bem como o seu
armazenamento. O leite recolhido na ordenha é imediatamente refrigerado. Este é
armazenado em tanques sujeitos a baixas temperaturas antes de ser transportado por
um camido refrigerado, para a fabrica de lacticinios, sendo mantido em tanques

refrigerados até a sua utilizacdo (Adams and Moss, 2008).

A coagulagdo é a primeira etapa do processo de transformacao do leite em queijo, sendo
um processo relevante na etapa de maturacao dos queijos (Farkye, 2003; Kongo and
Malcata, 2016b; Panikuttira et al., 2018). O processo de coagulacao do leite permite
transformar o leite em coagulo com propriedades viscoelasticas desejadas utilizando
agentes coagulantes (Panikuttira et al., 2018). Nesta etapa, o leite é dividido em
coalhada (parte sélida) e soro (parte liquida) (Real et al., 2018). A coalhada forma-se
porque as proteinas do leite sofrem coagulacao enziméatica durante o fabrico de queijo,
resultando numa proteina fragmentada que precipita (Kongo and Malcata, 2016a; Park
et al., 2017). Por conseguinte a firmeza da coalhada, esta fortemente relacionada com o
teor de ag-caseina do leite de cabra (Park et al.,, 2017). Para além disso, as
caracteristicas reologicas do coagulo e o tempo em que este é cortado, contribuem para

a qualidade e producao de queijos (Panikuttira et al., 2018).

A coagulacao do leite ocorre assim através dos agentes coagulantes, designados por
enzimas de coagulacao do leite, sendo mais conhecidos por coalho (Farkye, 2003;
Panikuttira et al., 2018). A reacao principal da coagulacao é a clivagem da proteina do
leite, a k-caseina, proteina responsavel pela estabilidade da micela da caseina, entre a

ligacao fenilalanina 105 e a metionina 106 (Adams and Moss, 2008; Farkye, 2003;
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Farkye, 2004). Durante este processo, cerca de 0 a 30 % do coalho utilizado é retido no
queijo. A retencdo das enzimas de coagulacdo (quimosina, pepsina bovina ou suina) no
queijo aumenta quando o coalho é adicionado e o pH do leite se encontra baixo.
Contudo para as restantes enzimas (Tabela 3), o pH do leite ndo afeta a retencao das
mesmas na coalhada do queijo (Farkye, 2003). Existem varias enzimas de coagulacao
de indole comercial, como apresentado na tabela 3. Dependendo do tipo de coalho
utilizado, o nivel de proteélise é diferente. Em geral, queijos feitos com pepsina suina,
os niveis de protedlise sdo mais baixos, enquanto que com coalho microbiano os niveis

de proteolise sdo mais elevados (Farkye, 2003).

Tabela 3: Enzimas comerciais de coagulacao do leite e suas fontes (Farkye, 2003; Farkye, 2004)

Nome comercial Nome sistematico Fonte

Coalho de bezerros Quimosina Estomago de bezerro

Coalho bovino Pepsina A Estomago bovino adulto

Pepsina suina Pepsina A Estémago de porco
Mucorpepsina Mucor pusillus Lindt

Coalho microbiano Mucorpepsina Mucor miehei
Endotiapepsina Cryphonectria prasitica

Escherichia coli K12
Coalho produzido por fermentagéo Quimosina Kluyveromyces lactis

Aspergillus niger

Apoés a coagulagdo e o corte da coalhada, esta é cozida ou escaldada para expulsar o
soro na etapa seguinte da sua drenagem, denominada de sinérese (Farkye, 2004). A
sinérese ocorre quando o soro é expelido das particulas da coalhada, que ocorre
durante o corte do coagulo. Este processo é bastante importante na maturacao do
queijo uma vez que a sinérese é capaz de influenciar a acidez, a humidade, o conteado

mineral e o teor de lactose antes da maturacao do queijo (Panikuttira et al., 2018).

Apos a sinérese e formacao da coalhada, os queijos sdo salgados, através do processo de
salga. Nesta fase de fabrico de queijo, é adicionado sal a coalhada, através de diferentes
métodos (Real et al., 2018; Guinee, 2004). No geral, os queijos sao mantidos em
salmoura ou sao salgados por aspersao de sal (Cankurt, 2019). Estes processos
originam uma distribuicio ndo homogénea do sal no queijo, condicido que pode

restringir a taxa de protedlise nos queijos (Faccia et al., 2015; Kongo et al., 2009).

A absorcao do sal para o queijo é explicada por eventos de difusdo e osmose (salga por
salmoura) e por eventos de difusao (salga a seco e salga a seco de superficie) (Cankurt,
2019; Guinee, 2004). As diferencas da difusao do sal no queijo podem explicar o sabor
menos salgado apercebido pelos consumidores (Faccia et al., 2015). O processo de salga

confere ao queijo um sabor e aparéncia caracteristicos, concede dureza e proporciona



um periodo de conservagao maior do queijo (Real et al., 2018; Ayyash and Shah, 2010;
Cankurt, 2019). Além disso, o sal influencia o periodo de maturacao; a proteodlise que
consequentemente, afetard a sua estrutura e o seu sabor; interfere nas operagoes do
coalho; o crescimento bacteriano; as atividades enzimaticas e a sinérese nos queijos
(Ayyash and Shah, 2010; Cankurt, 2019; Farkye, 2004). Relativamente a sinérese, o sal
favorece a remocao do soro do queijo e ajuda a estabelecer o equilibrio da agua,
resultando na diminuicdo da atividade de agua do produto, que por sua vez permite
exercer o controlo sobre o crescimento microbiano (Cankurt, 2019; Freitas et al., 1995;

Guinee, 2004).

A salga é considerada uma etapa fundamental no fabrico de queijos, uma vez que o sal
permite preservar e melhorar o sabor dos queijos (Ayyash and Shah, 2010; Cankurt,
2019; Farkye, 2004) produzindo dessa forma, queijos com qualidades desejadas,
relativamente as regulamentacoes legais estabelecidas e desejos dos consumidores

(Cankurt, 2019).

Por fim, a Gltima etapa, a maturacao ou amadurecimento do queijo, é o processo mais
importante do fabrico dos queijos (Yoon et al., 2016). Esta fase consiste no repouso do
queijo com temperatura e humidade controladas, por um determinado tempo, de
acordo com o tipo de queijo, de forma a adquirir propriedades organoléticas tinicas, tal

como a formacao da sua casca ( Real. et al., 2018).

A maturacgdo do queijo, é um processo complexo, dindmico e lento, envolvendo uma
série de reacdes microbiolégicas, bioquimicas e quimicas, que resultam na alteracao da
textura e do sabor, caracteristicos de cada variedade (Galiou et al., 2013; Farkye, 2003;
Khattab et al., 2019; Kongo et al., 2009; McSweeney, 2004; Shiota et al., 2015; Yoon et
al., 2016). As reacoes decorridas durante este processo permitem a ocorréncia de
alteracoes fisicas e quimicas, como variacoes no pH, quebra de proteinas, acumulacao
lenta de aminoacidos e degradacao lipidica (Fernandes et al., 2018; Pereira et al.,
2011). Para além, dos processos quimicos da proteélise e da lipdlise, a glicolise também
ocorre durante a maturacao do queijo (Farkye, 2004; Fernandes et al., 2018; Pereira et
al., 2010, 2011). Contudo, a relevancia de cada um dos processos quimicos depende do

tipo de queijo em processamento (Farkye, 2004).

O processo de glicolise envolve varias reacoes, principalmente associadas a degradacao
da lactose, pelo que, a proteélise é conduzida principalmente por enzimas endégenas
do leite, agentes coagulantes e enzimas microbianas produzidas por bactérias lacticas.
Estas desempenham um papel crucial nas propriedades texturais e sensoriais finais do

queijo, enquanto a lipolise induz mudancas especificas no perfil de acidos gordos



(Fernandes et al., 2018; Pereira et al., 2010). Por conseguinte, as principais alteragoes
bioquimicas que ocorrem durante a maturacdo do queijo sdo determinadas pela
microbiota nativa do leite cru, quando nenhuma cultura inicial é adicionada, que
origina um sabor tinico ao queijo (Pino et al., 2018). A maturacao atua assim, como um
processo de sele¢ao natural, durante a qual, a flora patogénica existente € normalmente

inibida pelas BAL (Zarate et al., 1997).

Adicionalmente, todo o processo de maturacio é influenciado por diversos
componentes, nomeadamente, pelo leite, agentes coagulantes, microrganismos,
enzimas proteoliticas e lipoliticas, parametros fisicos do processo (temperatura e tempo
de armazenamento, humidade), teor de sal, pH e pela tecnologia de processamento
(Fernandes et al., 2018; Panikuttira et al., 2018; Park et al., 2017). A selecdo da
temperatura ideal ocorre para facilitar o processo de maturacdo e impedir o
crescimento de bactérias indesejaveis, que possam causar deterioracdo e transmitir
doencas por alimentos (Yoon et al., 2016). No entanto, os trés parametros
fundamentais para controlar as reagdes bioquimicas: pH, atividade da &gua e
concentracdo de sal, sdo estipulados durante o fabrico da coalhada de queijo. As
alteracOes nesses parametros podem originar queijos com textura e/ou sabor

inconsistentes (Kongo et al., 2009).

A maturacdo permite assim transformar um queijo “verde”, duro com sabor suave para

um queijo “maduro”, firme com sabor caracteristico (Farkye, 2003).
1.3 Diversidade da flora microbiana do leite e do queijo

A composicao da microbiota do leite afeta diretamente o desenvolvimento de produtos
lacteos (Quigley et al., 2013). Varias fontes contribuem para a diversidade da flora
microbiana encontrada no leite e subsequentemente no queijo (Figura 2) (Adams and

Moss, 2008; Montel et al., 2014).

No leite, os microrganismos podem desempenhar diferentes funcées no fabrico dos
produtos lacteos. Os microrganismos podem melhorar a seguranca do produto e
promover a saude, ajudando na digestao ou reduzindo as alergias (asma e doencas
atopicas) em individuos que consomem leite cru durante os primeiros anos de vida.
Mas também podem levar a deterioracao do leite e dos seus derivados, interferindo
negativamente na qualidade do leite e no prazo de validade dos produtos. Além disso,
podem contribuir para infe¢cdes e doencas humanas pelo consumo de leite contaminado
com patogénicos. Os microrganismos podem ainda promover a fermentacao da lactose

do leite através da producdo de acido lactico e contribuir para as propriedades
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organoléticas, com efeitos variados nos produtos lacteos (Figura 2) (Quigley et al.,

2013).

As bactérias promotoras da satide, sio denominadas como probidticos, sendo definidos
pela Organizacdo Mundial de Satde como “Microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a satde do
hospedeiro” (Quigley et al., 2013; Settanni and Moschetti, 2010). Muitos isolados do
leite cru tém caracteristicas probidticas, um exemplo sdo os lactobacilos probidticos
que geralmente inibem os microrganismos patogénicos, reduzem a intolerancia a
lactose, aumentam a resposta imune e normalmente sdao isolados gastrointestinais

(Quigley et al., 2013).

Da microbiota do leite cru podem fazer parte as bactérias de Gram negativo, de Gram
positivo e catalase positiva, ainda bactérias acido-lacticas, leveduras e bolores. As
bactérias de Gram negativo sao abundantes e diversas, estando presentes tanto no leite

cru como nos queijos (Montel et al., 2014).

Funcbes/ Microbiota

I Lactococcus
y Lactobacillus
] Streptococcus
Leuconostoc
Tecnologia dos Enterococcus
Alimentos Propionibacterium

Lactococcus
Lactobacillus

Streptococcus

L 5]
,? k\ </, Leuconostoc
/ LA e Enterococcus

Promocéo da Saide Algumas leveduras

Pseudomonas
Acinetobacter
Chryseobacterium
Clostridium

Fago

Microrganismos
associados ao leite

Listeria
Staphylococcus
Escherichia coli
Campylobacter
Mycobacterium
Fungos - Aflatoxinas

Doenca

Figura 2: Caracterizacio dos microrganismos presentes no leite cru e a funcdo que alguns
microrganismos possuem quando presentes no leite (Adaptado de Quigley et al., (2013)).

1.3.1 Fontes da diversidade microbiana

O leite cru pode atuar como uma fonte direta de microrganismos, sendo que diversas

fontes podem contribuir para a microbiota do leite como: o contacto com o animal, o
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contacto com os equipamentos utilizados na ordenha, a utilizacdo de agua na lavagem
das maquinas das ordenhas ou tanques utilizados no armazenamento do leite, e por fim
todo o manuseio do leite (Tabela 4) (Adams and Moss, 2008; Montel et al., 2014;

Quigley et al., 2013).

O leite cru pode também ser contaminado por uma fonte indireta de microrganismos,
adquirindo-os na alimentagao, no local de rega, na 4gua de consumo ou de lavagem, no
ambiente da sala de ordenha e nas instalacbes dos animais, e através da higiene
insuficiente da quinta ou dos trabalhadores (Tabela 4) (Adams and Moss, 2008; Montel

et al., 2014; Quigley et al., 2013).

Tabela 4: Fontes diretas e indiretas da flora microbiana do leite e microflora predominante (Adams and

Moss, 2008; Montel et al., 2014).

Fon.tes diretas ¢ Microflora predominante
indiretas

Filos Actinobacteria e  Firmicutes (familias Clostridiaceae,
Interior da teta Staphylococcaceae e menos frequente Lactobacillaceae);

Filo Proteobacteria

Estafilococos coagulase-negativos, bactérias corineformes,

Superficie da teta

Enterobacteriaceae, bactérias associadas a deterioracao, bactérias acido-
lacticas (por exemplo, Lactococcus lactis) e bactérias de Gram negativo
ndo fermentativas (Pseudomonas)

Nota: Nem todas as espécies sao encontradas no leite cru.

Equipamentos utilizados na
ordenha

Diversos microrganismos na forma de biofilmes.

Agua de lavagem das
maquinas das ordenhas ou
tanques

Bactérias do acido-lacticas, Staphylococcus sp., bactérias corineformes
(Micrococcus sp.), leveduras, bactérias de Gram negativo (Pseudomonas
sp. ou Hajnia alver)

Pastagem

Altos niveis de bactérias de Gram negativo (Enterobacteriaceae),
estafilococos, bactérias corineformes (Curtobacterium sp.), leveduras e
baixos niveis de Lactococcus lactis ssp. Lactis

Alimentagio Silagem

BAL (Pediococcus pentosaceus, lactobacilos), Pseudomonas spp.,
bactérias coliformes, bactérias filamentosas, leveduras e bolores e
Clostridia (C. butyricum e C. tyrobutyricum)

Feno

Géneros fangicos (Eurotium sp.), Actinomycetaceae mesofilicos e
termofilicos, bactérias de Gram positivo (Curtobacterium sp., Bacillus e
Paenibacillus sp.) e bactérias de Gram negativo (Pantoea e
Pseudomonas sp.)

Local de rega

Leveduras, Pseudomonas sp. e bactérias coliformes

Agua de consumo ou de

Formacao de aerossdis ou de biofilmes

lavagem
Ambiente da sala de
ordenha
Ambiente das instalagoes
dos animais (cama e
estrume)

Patégenos humanos (E. coli, Campylobacter), Salmonella spp. e Bacillus
Spp.

Fezes animais

Enterobacteriaceae, bactérias de deterioracao, leveduras,
Bifidobacterium e varias BAL (Aerococcus viridans, Enterococcus hirae,
Lactobacillus mucosae, Lactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum)
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A execucao de praticas como o armazenamento do leite em refrigeracao, a limpeza e a
desinfecdo das tetas, bem como a desinfecao do equipamento de ordenha, contribuem
para a melhoria da qualidade do leite cru, e simultaneamente, para a diminuicao da

carga microbiana (Montel et al., 2014).

O armazenamento do leite em temperaturas de refrigeracao, reduzem o crescimento da
maioria das bactérias, com a excecdo dos microrganismos psicrotolerantes, capazes de
proliferar nessas condicoes, podendo-se tornar uma das principais causas de
deterioracao do leite, pela producao de enzimas extracelulares (lipases e proteases),

originando sabores rancosos e amargos (Quigley et al., 2013).

Através dos equipamentos e praticas utilizadas na producdo de queijos tradicionais,
como por exemplo as cubas de madeira e prateleiras para a maturacao do queijo, o leite
cru e o queijo sdo enriquecidos durante o seu fabrico através de populacdes
microbianas ativas nesses processos. Um exemplo, sdo as prateleiras de madeira, que
tém uma microbiota caracteristica podendo ser diretamente transferida para a
superficie do queijo (Montel et al., 2014). Os microrganismos dessa microbiota
geralmente produzem biofilmes, formados por leveduras, bolores e Actinobacteria,
estaveis durante varias estacoes (Irlinger et al., 2015). Outro exemplo, é o processo de
salmoura, que contém uma microflora que inocula a superficie de muitos queijos de
leite cru, otimizando assim o processo de maturacao. Esses(as) equipamentos/préaticas
utilizadas na producao de queijo, possuem uma microbiota complexa que varia entre os

lacticinios (Montel et al., 2014).

1.3.2 Composicao da microbiota do leite cru e subsequentemente dos

queijos de fabrico com leite cru

A composicao microbiana do leite cru e consequentemente dos queijos de fabrico com
leite cru é variavel de acordo com a estacao do ano e origem geografica (Ercolini et al.,
2009). A alimentacao animal é um determinante importante na qualidade do queijo,
devido a composicao bacteriana do leite, assim como, dos constituintes do leite, como

gordura, proteinas, compostos de sabor, entre outros (Bozoudi et al., 2018).

Os lacticinios tradicionais sdo compostos por uma diversidade microbiana, que pode
ter aplicacoes biotecnologicas, como as BAL, ou pode ser composta por bactérias
deteriorantes, incluindo as bactérias de Gram positivo e de Gram negativo, com um
efeito notavel geralmente, na qualidade do leite e dos produtos lacteos (Alegria et al.,
2009; Ercolini et al., 2009). Por conseguinte, a comunidade microbiana do leite cru e

dos queijos de fabrico com leite cru, torna-se muito complexa, podendo organismos
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patogénicos estar presentes em alimentos tradicionais produzidos com leite cru

(Andretta et al., 2019; Ercolini et al., 2009).

Deste modo, as principais questdes na industria de lacticinios estdo relacionadas com a
higiene em todo o manuseio do leite, com a reducdo dos tempos de armazenamento,
com o uso de temperaturas de refrigeracao eficazes, com a disponibilidade de métodos
para reduzir a flora microbiana patogénica e deteriorante, bem como, o uso dos

sistemas de seguranca alimentar (Ercolini et al., 2009).

1.3.2.1 Microbiota tecnologicamente relevante

As espécies das BAL sao o grupo de microrganismos mais importante presentes no leite
e na maioria dos produtos lacteos (Kongo and Malcata, 2016a). Estas sao conhecidas
como microrganismos com potencial biotecnolégico, aplicados em alimentos
fermentados em todo o mundo, sendo reconhecidos como microrganismos seguros
(Widyastuti et al., 2014; Quigley et al.,, 2013). As BAL sao reconhecidas pela sua
capacidade fermentativa, uma vez que a fermentacdo é considerada uma tecnologia
segura e aceitavel na preservacao dos alimentos, aumentando assim a seguranca do
produto, melhorando os atributos organoléticos, enriquecendo os produtos lacteos com

nutrientes e aumentando os beneficios para a satide (Widyastuti et al., 2014).

As BAL estao naturalmente na microbiota nativa do leite cru, mas também podem
derivar do ambiente envolvente dos animais (superficie da teta, equipamentos de
ordenha) e do ambiente envolvente da fabrica de laticinios (Widyastuti et al., 2014;
Alegria et al,, 2009; Delavenne et al., 2012; Settanni and Moschetti, 2010). As
populacoes de BAL podem ser divididas em dois grupos, bactérias iniciadoras e nao
iniciadoras, desempenhando diferentes papéis no fabrico de queijos (Widyastuti et al.,
2014; Settanni and Moschetti, 2010). O papel das BAL iniciadoras foca-se
principalmente na producdo de acido durante o fabrico do queijo, pelo que também
contribuem no processo de maturacio. Relativamente as BAL ndo iniciadoras, estas
nao sao responsaveis pela producdo de acido, mas contribuem mais intensamente
durante o processo de maturacdo do queijo, sendo capazes de transformar os
constituintes do leite em compostos volateis que influenciam o sabor dos queijos

(Tabela 5) (Widyastuti et al., 2014; Togay et al., 2017; Settanni and Moschetti, 2010).

As espécies identificadas no queijo podem ser homofermentativas, como os lactococos
ou heterofermentativas, como os lactobacilos (Kongo and Malcata, 2016a). As espécies
homofermentativas convertem os agtcares do leite em um tnico produto, 4cido lactico,
enquanto as heterofermentativas convertem a lactose em acido lactico, acido acético e

CO. (Widyastuti et al., 2014; Adams and Moss, 2008; Pereira et al., 2010).
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As BAL iniciadoras utilizam a lactose, como fonte nutricional, produzindo elevadas
quantidades de acido lactico. Por conseguinte as BAL nao iniciadoras, além da lactose
residual, utilizam outras fontes nutricionais, como citrato, peptideos, aminoacidos e
gorduras. As BAL nao iniciadoras heterofermentativas podem fermentar pentoses

libertadas pela autolise das BAL iniciadoras (Settanni and Moschetti, 2010).

Tabela 5: Bactérias acido-lacticas iniciadoras e ndo iniciadoras, isoladas durante o fabrico de queijo
(Settanni and Moschetti, 2010).

Bactérias acido-lacticas  Espécies

Mesofilicas (Lactococcus lactis, Leuconostoc spp.)
Iniciadoras Termofilicas (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii e
Lactobacillus helveticus)
Homofermentativas  obrigatorias (Lactobacillus
farciminis)
Heterofermentativas facultativas (Lactobacillus casei,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacilos  Lactobacillus pentosus, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus rhamnosus)
Heterofermentativas  obrigatorias (Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
parabuchneri e Lactobacillus breuvis)
Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus,
Enterococcus  durans,  Enterococcus  faecalis,
Enterococcus faecium, Leuconostocs sp.

Na3o iniciadoras

Outras
espécies

O desenvolvimento do sabor, como o sabor caracteristico de cada variedade de queijo é
formado durante a maturacdo pelas BAL iniciadoras e nao iniciadoras, uma vez que,
existe uma cooperacdo entre as populacoes de bactérias acido-lacticas (Widyastuti et
al., 2014), seguindo uma dinamica geral durante a maturacdo do queijo fabricado com
leite cru, como mostra a figura 3 (Settanni and Moschetti, 2010).

10 1
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Figura 3: Dinimica geral da evolu¢do do BAL iniciadoras (colunas brancas) e BAL nao iniciadoras

(colunas pretas) durante a maturacio do queijo (exemplo queijo Puzzone di Moena) (Settanni and
Moschetti, 2010).

15



Estas bactérias tém um interesse particular na industria de lacticinios, onde se inclui
resisténcia a bacteriéfagos, producao de substancias antimicrobianas, o potencial
contributo para a formacao de sabor, da textura, pelas suas atividades proteoliticas, e
contribuem nas propriedades organoléticas e nutricionais dos produtos lacteos
(Widyastuti et al., 2014; Alegria et al., 2009; Picon et al., 2016; Settanni and Moschetti,
2010). Além disso, a sua presenca em alimentos fermentados melhora a seguranca
alimentar e prolonga o prazo de validade dos alimentos, pelas suas propriedades
antimicrobianas (Abriouel et al., 2008; Widyastuti et al., 2014; Picon et al., 2016;
Settanni and Moschetti, 2010). O seu efeito conservador é devido a producao de
metabolitos, como acidos organicos, e outras substancias, como acidos gordos,
perdxido de hidrogénio, acetoina, diacetil, peptideos antimicrobianos (bacteriocinas)
(Abriouel et al., 2008; Widyastuti et al., 2014; Picon et al., 2016; Quigley et al., 2013;
Yoon et al., 2016). Estes compostos podem inibir muitos patogénicos e microrganismos
deteriorantes dos alimentos (Widyastuti et al., 2014; Quigley et al., 2013). Para além
disso, os fabricantes de queijo tradicional contam com estas bactérias na fermentacao
da lactose em 4cido lactico, pelo que a producao do acido ajuda a expulsar o soro da
coalhada, e contam ainda com a diminui¢ao do pH contribuindo assim para o prazo de
validade e para a seguranca microbiologica do queijo (Adams and Moss, 2008; Marino

et al., 2003).

Os géneros das BAL frequentemente encontrados no leite sd3o Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus e Pediococcus. (Quigley et al.,
2013; Settanni and Moschetti, 2010). No leite de cabra, as BAL mais frequentemente
encontradas sao Lactococcus lactis, Lactococcus gravieae, Enterococcus faecalis,
Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus casei (Delavenne et al., 2012). A maioria
das BAL sao geralmente reconhecidas como seguras ou qualificadas presumidamente
como seguras garantindo o seu uso em alimentos (Widyastuti et al., 2014; Delavenne et
al., 2012; Quigley et al., 2013). No entanto, um pequeno ntimero de BAL, como os
enterococos, sao excluidos desta qualificacio devido ao seu papel na origem de
infecoes, assim como na disseminacao de genes de resisténcia a antibidticos (Delavenne

etal., 2012).

1.3.2.1.1 Lactobacilos

O género Lactobacillus ¢ bastante diversificado, sendo que algumas espécies sao
importantes na induastria de lacticinios, particularmente, L. helveticus, L. delbrueckii

ssp. bulgaricus e L. delbrueckii ssp. Lactis (Quigley et al., 2013).
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Os lactobacilos podem ser encontrados em diversos ecossistemas ricos em
carboidratos, como plantas, animais, silagem e em leite cru. Através das suas atividades
proteoliticas, capacidade de produzir compostos aromaticos e exopolissacarideos, estas
bactérias podem contribuir na qualidade e no valor nutricional dos produtos lacteos
(Quigley et al.,, 2013). Por outro lado, existem outros lactobacilos do leite cru que
durante o fabrico de produtos lacteos aumentam as suas populacoes e podem-se tornar
como microflora dominante, sobretudo durante a maturacao do queijo. Estes incluem:
L. casei, Lactobacillus paracasei, L. plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus curvatus, L. brevis, Lactobacillus pentosus, L. fermentum, L. buchnerti,
Lactobacillus sake, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus
Johnsonii, Lactobacillus crispatus, e Lactobacillus gasseri. Esses lactobacilos sao
habitualmente designados de bactérias acido-lacticas nao iniciadoras, tendo uma
capacidade de adaptacao as condi¢coes de maturacao do queijo, como baixos niveis de
nutrientes, pH reduzido, teor de humidade baixo. Eles contribuem com varios
produtos, resultantes da protedlise e lip6lise, para o desenvolvimento do sabor e da

textura do queijo (Quigley et al., 2013).

1.3.2.1.2 Lactococos

Lactococcus é um género das BAL, pertencente a familia Streptococcaceae, que esta
amplamente distribuido em plantas, peixes e outros animais (Tidona et al., 2018),
podendo estar naturalmente presentes no leite cru e nos queijos produzidos
tradicionalmente (Quigley et al., 2013). Varias espécies de entre este género fazem
parte das principais BAL, utilizadas nos sistemas de cultura de lacticinios para a
producdo de queijo, como as subespécies de Lactococcus lactis: Le. lactis subsp. lactis e
Lc. lactis subsp. cremoris, as quais, no seu conjunto, sao designadas como lactococos
“lacteos” (Quigley et al., 2013; Tidona et al., 2018). Durante a producdo de queijo, o
principal papel dos lactococos lacteos é a acidificacdo através da producgdo de acido
lactico (Quigley et al., 2013). Para além disso, também contribuem na protedlise, na
conversao de aminoacidos em compostos aromatizantes (alcoois, cetonas, aldeidos), na
utilizacao do citrato e/ou no metabolismo da gordura (Quigley et al., 2013; Tidona et
al,, 2018). A formacao de sabor em produtos lacteos é desenvolvida pelas BAL
iniciadoras, pelas culturas adjuntas ou pela microflora nativa nos queijos de leite cru.
Além disso, os lactococos nativos definidos como estirpes do leite cru ou de ambientes
nao lacteos, originam sabores especificos, como foi mostrado em alguns estudos, os

quais sao distintos dos produzidos pelas estirpes industriais (Tidona et al., 2018).
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1.3.2.2 Microbiota deteriorante

A deterioracao microbiologica dos alimentos ocorre de varias formas diferentes. O
crescimento microbiano pode degradar os componentes estruturais dos alimentos,
provocando uma perda da textura. Contudo o seu crescimento manifesta-se
maioritariamente através dos produtos do metabolismo microbiano, como a formacao
de gas, pigmentos, polissacarideos, odores e sabores desagradaveis (Adams and Moss,
2008). Dessa forma, a deterioracdo dos alimentos pela acdo das bactérias, causam

grandes perdas econoémicas para as industrias (Dogan and Boor, 2003).

1.3.2.2.1 Enterococos

Dentro das bactérias BAL, os enterococos sao o género mais controverso associado aos
alimentos (Abriouel et al., 2008; Gongalves et al., 2018; Quigley et al., 2013). O seu
habitat natural s3o os tratos gastrointestinais dos seres humanos e animais, e de acordo
com a espécie, estes podem ser considerados organismos de culturas iniciais,

probioticos, deteriorantes ou patogénicos (Abriouel et al., 2008; Quigley et al., 2013).

A sua existéncia em alimentos esté relacionada com a higiene inadequada durante o
fabrico de produtos lacteos (Abriouel et al., 2008; Goncalves et al., 2018). Estas
bactérias sdo consideradas organismos comuns da microbiota dos queijos tradicionais,
os quais podem desempenhar um papel importante no processo de maturacdo dos
queijos. Por exemplo, através das suas atividades proteolitica e lipolitica, pelas suas
capacidades de estimular a producao de 4cidos por certos lactococos, a producao de gas
pelos leuconostocs, assim como, pela degradacdo do citrato e contribuindo no
desenvolvimento do sabor dos queijos, através de compostos aromatizantes, incluindo,
acetaldeido, acetoina e diacetil (Abriouel et al., 2008; Gongalves et al., 2018; Pino et
al.,, 2018; Quigley et al.,, 2013; Zarate et al., 1997). Além disso, os enterococos,
associados a sistemas alimentares sdo capazes de produzir uma variedade de
bacteriocinas, designadas de enterocinas, que atuam contra possiveis patogénicos como
a Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium spp. (Gongalves et al.,
2018; Picon et al., 2016). Entre as varias espécies de enterococos, associados a sistemas
alimentares, as mais comuns no leite e nos produtos lacteos sao E. faecalis e E. faecium
(Quigley et al., 2013). No entanto, E. faecalis tem sido associado a varios fatores de
viruléncia, resisténcia a agentes antimicrobianos, e tem sido associado a mecanismos
de transferéncia de genes relacionados a patogenicidade humana (Goncalves et al.,

2018; Marino et al., 2003).
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1.3.2.2.6 Bactérias mesofilicas

A contagem de bactérias mesofilicas cultivaveis em amostras de leite cru, permite
avaliar a qualidade e o nivel de higiene do leite cru e pasteurizado (Duarte et al., 2020;
Ercolini et al., 2009; Faccia et al., 2015; Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007; Marino
et al., 2003). Os quais podem ser avaliados como leite de boa qualidade, com contagens
iguais ou inferiores a 1,5 x 109 ufc/ mL ou de ma qualidade, com contagens superiores a
1,5 x 10°ufc/ mL, em leites cru de cabra e de outros animais. A excecao é o leite de vaca,
que é classificado com boa qualidade para contagens iguais ou inferiores a 1,0 x 105 ufc/

mL (Regulamento CE N° 853/2004).

A ma qualidade do leite indica condi¢oes de higiene insatisfatérias na producao,
armazenamento e processamento do leite e também podem apontar para uma possivel

presenca de agentes patogénicos (Duarte et al., 2020).

1.3.2.2.2 Bactérias psicrotroficas

O leite cru é armazenado a temperaturas baixas até ser utilizado na producao de queijos
(Montel et al., 2014; Yoon et al., 2016). A utilizacdo de temperaturas de refrigeracao
inibe o crescimento de bactérias mesofilicas, no entanto, as bactérias psicrotroficas
encontradas na microflora nativa do leite cru, como Pseudomonas spp., Acinetobacter
spp., € Enterobacteriaceae sao capazes de sobreviver e proliferar neste ambiente,
durante o armazenamento (Dogan and Boor, 2003; Montel et al., 2014; Yoon et al.,
2016). As bactérias psicrotrdficas sdo conhecidas por crescerem a 5-7°C, apesar da sua
temperatura 6tima de crescimento ser mais alta (Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007;
ISO 4833:1991). Estas sdo ubiquas podendo ser isoladas do solo, da agua e da
vegetacao (Dogan and Boor, 2003), sendo que na recolha do leite a contaminacao pode
ocorrer devido as superficies dos equipamentos de ordenha nao estarem devidamente
higienizadas, a temperatura utilizada, ao tempo de armazenamento e no seu transporte
(Decimo et al.,, 2018; Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007). Estes microrganismos
compdem assim a populagdo principal da microflora do leite cru refrigerado, pelo que
as suas enzimas extracelulares, principalmente proteases e lipases, contribuem para a
deterioracao do leite e de produtos lacteos (Ercolini et al., 2009; Hantsis-Zacharov and
Halpern, 2007; Meng et al., 2018; Montel et al., 2014; Yoon et al., 2016). As enzimas ao
hidrolisarem as gorduras e as proteinas do leite, formam compostos indesejaveis,
responsaveis pelo desenvolvimento de sabores desagradaveis no leite e nos seus
derivados, influenciando os niveis de producao de queijo (Decimo et al., 2018; Ercolini
et al., 2009). Contudo, apesar destas bactérias nao resistirem ao calor, as suas enzimas

termorresistentes podem resistir a pasteurizacao e a processamentos de temperatura
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ultra alta (Ercolini et al., 2009; Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007). Assim, as
enzimas libertadas podem permanecer no leite causando a deterioracdo do queijo
fabricado com leite cru durante o fabrico, bem como durante o seu armazenamento.
Desta forma, a remocao inicial destas bactérias é um pré-requisito no fabrico de queijos

de elevada qualidade microbioldgica e organolética (Yoon et al., 2016).

De entre os varios géneros de bactérias psicrotroficas isoladas do leite, encontram-se
bactérias de Gram negativo (Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Acinetobacter,
Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter e Flavobacterium) e bactérias de Gram
positivo (Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus
Streptococcus, Stapococcus e Lactobacillus) (Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007),
sendo que Pseudomonas spp. e Enterobacteriaceae tétm um papel importante na
deterioracao do leite e dos produtos lacteos (Decimo et al., 2018). De entre as bactérias
psicrotroficas, o género Pseudomonas spp. € o mais comum na microbiota do leite cru
armazenado, dando origem a leite cru de méa qualidade (Ercolini et al., 2009; Hantsis-

Zacharov and Halpern, 2007; Meng et al., 2018; Montel et al., 2014; Yoon et al., 2016).

1.3.2.2.3 Pseudomonas spp.

As Pseudomonas spp. tém uma enorme capacidade de crescer durante o
armazenamento do leite em refrigeracdo, e algumas estirpes produzem enzimas
extracelulares, como lipases, proteases e lecitinases estaveis ao calor, que podem
contribuir para a deterioracdo do leite cru e do leite pasteurizado (Dogan and Boor,
2003). Assim, através das suas atividades enziméticas, que degradam os componentes
do leite originando uma reducdo da vida 1util deste, assim como diminui¢do da
qualidade organolética dos produtos lacteos (Dogan and Boor, 2003; Meng et al,
2018). Estas bactérias estao frequentemente presentes no leite e nos ambientes dos
lacticinios, pelo que das espécies ndo patogénicas, destacam-se as P. fluorescens e P.
putida, bactérias deteriorantes habitualmente responsaveis pela deterioracao do queijo

(Duarte et al., 2020).

1.3.2.2.4 Enterobacteriaceae

O estudo das populacoes de Enterobacteriaceae em alimentos tem interesse devido a
sua relevancia tecnologica, mas também a sua importancia para avaliagdo da higiene

sanitaria/saude (Tornadijo et al., 2001).

O interesse tecnoldgico da populacao de Enterobacteriaceae deve-se ao facto de estas
produzirem alteracobes nos queijos, as quais podem estar envolvidas no

desenvolvimento de propriedades sensoriais (Gongalves et al., 2018; Tornadijo et al.,
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2001). A presenca de enterobactérias nao patogénicas é essencial para certas atividades
metabdlicas e de crescimento, associadas a formacao de gases e ao desenvolvimento de
propriedades sensoriais em alguns tipos de queijo, devido aos sistemas proteoliticos de
algumas estirpes, que atuam em todas as fragcoes de caseina, no entanto também podem
ser vistos como agentes responsaveis pela deterioracao (Abriouel et al., 2008;

Gongalves et al., 2018).

Relativamente ao interesse sanitario, as populacoes de Enterobacteriaceae indicam a
qualidade higiénica do produto, pelo que a sua presenca pode estar relacionada a
contaminacao de origem fecal (Tornadijo et al., 2001). No entanto, contagens elevadas
em amostras de leite e queijo apontam para praticas higiénicas inadequadas na
ordenha, no armazenamento, no transporte, durante o fabrico do queijo, entre outros
(Gongalves et al., 2018; Tornadjijo et al., 2001). Por conseguinte, 0 armazenamento do
leite em refrigeracdo por longos periodos deve ser evitado, uma vez que, as
temperaturas baixas contribuem para a aumento da populacao de Enterobacteriaceae

psicrotroficas (Tornadijo et al., 2001).

O interesse desta populacao na satde, deriva da possibilidade de alguns géneros da
familia de Enterobacteriaceae (Salmonella, Yersinia, Shigella, Escherichia) poderem
ser enteropatogénicos devido as suas capacidades de produzir enterotoxinas, causando
alteracOes gastrointestinais, mas também infecGes extraintestinais, representando
assim riscos para a satude publica (Abriouel et al., 2008; Freitas et al., 1995; Tornadijo
et al., 2001). No entanto, nos produtos lacticos fermentados a producio dessas toxinas
ndo é muito comum, devido ao efeito inibidor da rapida diminuicdio do pH. Por
conseguinte, se existirem enterotoxinas nos produtos lacteos, as toxinas nao serao

inativadas pelos baixos valores de pH do produto (Tornadijo et al., 2001).

1.3.2.2.7 Estafilococos

Espécies do género Staphylococcus sao encontradas na pele e nas mucosas dos animais
e de seres humanos, assim como podem estar presentes em ambientes de ordenha e nas
superficies de equipamentos lacteos. Como o processo de producao de queijo é
caracterizado pela sua direta manipulacdo, o potencial de transferéncia de
Staphylococcus spp. no queijo aumenta, através dos utensilios, dos equipamentos e dos
funcionarios. Devido aos possiveis meios de contaminacao, Staphylococcus spp. sao
considerados bons indicadores de um manuseio adequado e de boas praticas de fabrico
durante o processamento de alimentos. No entanto, as condicGes intrinsecas do queijo,
como pH, atividade da 4gua e concentracoes de sal, podem também favorecer o seu

crescimento (Andretta et al., 2019).
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Existem espécies de Staphylococcus coagulase-negativa que podem contribuir para o
desenvolvimento do sabor, devido a atividade das suas enzimas liticas que quebram
proteinas e lipidos, no entanto, existem outras estirpes que apresentam patogenicidade,
pela produgao de enterotoxinas (Yoon et al., 2016). Como o potencial enterotoxigénico
de alguns Staphylococcus esteve sempre associado ao seu potencial patogénico, a
Direcao Oficial da Europa considerou as contagens de estafilococos coagulase positiva
como uma referéncia de seguranca. Portanto, as contagens e a caracterizacdo de
Staphylococcus spp. sao uma etapa importante para a avaliacao de potenciais fatores
que possam representar um risco para os consumidores, uma vez que também se torna
uma ferramenta confidvel nos programas de controle e qualidade (APPCC e boas

praticas de fabrico) (Andretta et al., 2019).

A bactéria Staphylococcus aureus pode ser o patogénico com maior incidéncia em
queijos fabricados a partir de leite cru, em relacdo a outros patogénicos de origem
alimentar. A contaminacao dos queijos pode ser devida a leite cru produzido por
animais que sofrem de mastite, por reservatorios de leite contaminados, por mas
praticas de higiene ou através dos queijeiros portadores de S. aureus. Apesar deste
organismo poder crescer durante o processamento do queijo, com a diminuicdo da
atividade da agua e do pH, o seu crescimento é geralmente inibido (Gongalves et al.,

2018).

1.3.2.2.5 Leveduras e bolores

O leite e os produtos lacteos fermentados sdo ambientes propicios para o crescimento
de leveduras e bolores, os quais podem estar envolvidos na fermentacdo ou
deterioragao dos alimentos (Delavenne et al., 2012). A composic¢ao fingica do leite cru
é influenciada por diversos fatores como estado fisiolégico dos animais, clima, estacdo
do ano e pela alimentacdo dos animais (Quigley et al, 2013). No entanto, a
contaminacao de produtos lacteos, nomeadamente os queijos, é causada pela presenca
destes organismos nos ambientes das fabricas de queijos, como paredes e prateleiras
das salas de maturacao, ar, equipamentos, agua, salmoura, entre outros (Kongo and

Malcata, 2016a; Torkar and Vengust, 2008).

Quando se considera a deterioracao dos alimentos, as leveduras tém a capacidade de
metabolizar o acido lactico, podendo causar um aumento do pH, a producao de gas,
alcool e compostos aromaticos indesejaveis, resultando em defeitos no sabor
(produzindo um sabor levedado ou frutado), e na textura, sucedendo-se perdas

econdémicas dos queijos (Delavenne et al.,, 2012; Freitas et al., 1995; Kongo and
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Malcata, 2016a; Torkar and Vengust, 2008). Por conseguinte, o aumento do pH
incentiva o crescimento de bactérias sensiveis ao acido (Marino et al., 2003).

Embora algumas leveduras possam causar deterioracdo e originar sabores
desagradaveis aos produtos lacteos, a sua presenca é relevante porque a maioria é
crucial para o desenvolvimento de um sabor completo em alguns tipos de queijo

(Freitas et al., 1995).

A presenca de algumas leveduras origina a sintese de enzimas lipoliticas e proteoliticas,
que podem eventualmente ter um papel importante na textura, na formacao sensorial e
na formacao de compostos organicos volateis (Freitas et al., 1995; Marino et al., 2003;
Pino et al., 2018; Quigley et al., 2013; Zarate et al., 1997). Mas também, a ocorréncia de
lise das suas células liberta vitaminas e aminoacidos, que permitem estimular as
bactérias, fornecer precursores de sabor, produzem metabolitos, como 4cidos gordos de
cadeia curta e outros compostos com efeitos toxicos conhecidos contra microrganismos
indesejados no trato intestinal (Kongo and Malcata, 2016a; Torkar and Vengust, 2008).
No entanto, a principal contribuicdo no processo de maturacao do queijo é evidenciada

pela utilizacao de acido lactico produzido pelas BAL (Marino et al., 2003; Zarate et al.,

1997).

A existéncia de bolores nos produtos lacteos apresenta-se em niveis mais baixos
relativamente as leveduras (Quigley et al, 2013). Os bolores podem proliferar nas
paredes e prateleiras das salas de maturagao, assim a limpeza rigorosa destas areas é a
maneira principal de controlar o seu crescimento (Marino et al., 2003). A inibicdo de
bolores no queijo, pode ser causada pelos acidos gordos livres, sendo a lavagem
periddica das suas superficies recomendada para evitar a sua propagacdo nas
superficies dos queijos (Freitas et al., 1995). Eles tém a capacidade de melhorar o sabor
e 0 aroma, no entanto através da sua extensa protedlise e lipolise, eles modificam a
textura e a estrutura dos produtos lacteos (Quigley et al., 2013). Assim, a presenca de
certos bolores no queijo é indesejavel, uma vez que podem influenciar as caracteristicas
organoléticas e produzir micotoxinas que sdo prejudiciais a satide do consumidor
(Delavenne et al., 2012; Torkar and Vengust, 2008). Os bolores geralmente
encontrados nos queijos de leite cru pertencem aos géneros Geotrichum, Aspergillus,

Mucor, Fusarium e Penicillium (Kongo and Malcata, 2016a).

1.3.2.3 Microrganismos patogénicos

O tema da seguranca microbiologica do queijo fabricado com leite cru ainda é bastante

questionavel, sendo por vezes considerados microbiologicamente inseguros devido a
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possibilidade de contaminacoes por bactérias patogénicas, apresentando riscos

acrescidos a saude publica (Andretta et al., 2019; Yoon et al., 2016).

De acordo com estudos realizados, diversos organismos patogénicos de origem
alimentar estao associados a queijos fabricados com leite cru, como Brucella melitensis,
Brucella abortus, Mycobacterium spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Salmonella spp., Campylobacter spp. e enterotoxinas produzidas por Staphylococcus
aureus (Andretta et al., 2019; Yoon et al., 2016). Estas bactérias podem ter
proveniéncia das fezes dos animais, de ambientes com m4 higienizacdo ou diretamente
pela contaminacao de animais doentes ou mesmo saudaveis. Assim, o queijo produzido
a partir de leite cru pode ser um veiculo de transmissao de microrganismos patogénicos
(Yoon et al., 2016). Listeria monocytogenes e Salmonella spp. sao os patogénicos de
origem alimentar que geralmente estio associados ao leite cru e aos produtos lacteos, e
sao geralmente analisados nos produtos lacteos como indicadores de seguranca. Por
conseguinte, a sua presenca apresenta perigos e riscos para a saide humana, assim
como, uma preocupacao para os produtores, consumidores e para os servicos oficiais de

inspecao (Andretta et al., 2019).

No entanto, as populacgoes bacterianas no final do tempo de maturacao dependem da
adaptacao dos microrganismos as condicoes adversas encontradas durante o processo
de maturacao, como concentracdo de sal, diminuicdo do pH e interacao competitiva

com a microbiota presente (Gongcalves et al., 2018).

1.3.2.4 Inibicao de microrganismos patogénicos e deteriorantes

As bactérias patogénicas do leite cru e do queijo fabricado com leite cru podem ser
inibidas por agentes antimicrobianos como lactoferrina, sistema lactoperoxidase,
lisozima, imunoglobulinas e através de acidos gordos livres presentes no leite. Contudo,
quando ¢é aplicado tratamento térmico estes agentes antimicrobianos podem ser
inativados. Assim, outra forma de inibir as bactérias patogénicas é através de estirpes
antipatogénicas nativas do leite cru ou através de consércios microbianos (Montel et
al., 2014). Como referido anteriormente, as BAL sdo um grupo representativo do leite
cru que produzem substancias antimicrobianas, esgotam os agucares fermentaveis e
diminuem o pH para permitirem a inibicao do crescimento de bactérias patogénicas no

queijo fabricado com leite cru (Montel et al., 2014; Yoon et al., 2016).

O principal mecanismo aplicado por estes microrganismos é a produciao de
bacteriocinas, que sdo pequenos péptidos ou proteinas sintetizadas pelas bactérias que
desempenham uma atividade antimicrobiana contra outros microrganismos. Além

disso, estas bactérias produzem outras substincias antimicrobianas, como &cidos
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organicos, acidos gordos, peréxido de hidrogénio, acetoina, diacetil, que também sdo
eficientes na inibicao do crescimento de outros microrganismos patogénicos (Abriouel
et al., 2008; Picon et al., 2016; Quigley et al., 2013; Yoon et al., 2016). Estes compostos
podem inibir muitos patégenos assim como microrganismos deteriorantes dos
alimentos (Widyastuti et al., 2014; Quigley et al., 2013). O crescimento de bactérias
patogénicas pode ainda ser afetado pela diminuicdo do pH, pela baixa atividade da

agua e pelo elevado teor de sal (Yoon et al., 2016).

Também os biofilmes microbianos das superficies de madeira podem proteger contra
as bactérias patogénicas. A elevada colonizacdo de leveduras e bactérias nos
equipamentos de madeira podem inibir os patégenos, restringindo o suprimento de
nutrientes e/ou dificultando a sua adesao (Montel et al., 2014). Para além de que a
inibicdo de bactérias patogénicas parece estar associada a composicao qualitativa e
quantitativa da microflora do leite cru, e nao ao seu grau de diversidade (Montel et al.,

2014).

1.3.2.5 Dinamica microbiana do nuacleo e da superficie dos queijos

As condicOes iniciais encontradas pela microflora do leite cru, como as condicoes de
todo o processo de fabrico e maturacao do queijo, resultam em mudancas significativas
no equilibrio e na dindmica microbiana (Montel et al., 2014). Desta forma, a riqueza
organolética e as variedades de queijos podem ser explicadas pela acdo de
microrganismos, com diferentes dinamicas microbianas entre a superficie e o nucleo

dos queijos (Irlinger et al., 2015; Montel et al., 2014).

Estudos recentes demostraram que a diversidade de populacoes de BAL aumentam
apenas no nicleo dos queijos, uma vez que estas bactérias se adaptam as condicoes
existentes, como pH baixo, elevado teor de sal, condicbes anaerbbicas, auséncia de
carboidrato fermentavel, entre outras. As BAL nao iniciadoras sao também abundantes
em quase todas as variedades de queijos, tradicionais ou nao. Destas bactérias, os
lactobacilos meséfilos sdo os mais abundantes, contudo a sua prevaléncia durante a
maturacao de queijos de leite cru varia em relacao ao tipo de tecnologia (mole, semi-

duro ou duro) e ao tempo de maturacao (Montel et al., 2014).

Nos ntucleos de queijos fabricado com leite cru prensados e maturados, o equilibrio das
espécies dominantes varia com o tempo de maturacdo e varia entre as diferentes
variedades de queijo. As BAL sdo a populacdo microbiana dominante, conseguindo
atingir contagens acima de 9 log ufc/g, no primeiro dia de fabrico e permanecendo
dominante até ao final da maturacdo. Além destes microrganismos, outras populagoes

podem fazer parte da microflora dominante como, organismos pertencentes aos filos
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Firmicutes, Proteobacteria (classe Gammaproteobacteria), Actinobacteria e

Bacteroidetes (Montel et al., 2014).

Na superficie dos queijos a microflora é mais diversificada em relacao ao nicleo, uma
vez que, a superficie dos queijos entra em contacto com o ambiente externo (Irlinger et
al., 2015; Montel et al., 2014). E composta por microrganismos adventicios, e por
microrganismos de culturas iniciadoras e secundarias, desempenhando papéis
importantes nas caracteristicas organoléticas no queijo, devido as suas atividades
enzimaticas e ao seu papel de barreira protetora contra os microrganismos patogénicos
e deteriorantes. No entanto, existem dois fatores fundamentais, propicios para o
crescimento microbiano, o pH e o teor de sal, que atuam como uma pressao seletiva
sobre a microbiota, favorecendo o crescimento de espécies microbianas resistentes a
essas condi¢oes. Um exemplo é a desacidificacdo da superficie dos queijos pelas
leveduras e bolores que estimulam o crescimento de bactérias aerdbias sensiveis ao

acido (Irlinger et al., 2015).

A populac¢ao microbiana da superficie dos queijos é complexa e diversificada, incluindo
Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes, bem como leveduras e
bolores (Irlinger et al., 2015). As leveduras, bolores e bactérias aerdbicas podem
desenvolver-se pela presenca de mais oxigénio disponivel em relacdo ao nucleo. As
interacOes entre leveduras, e entre leveduras e bactérias afetam a microflora da
superficie do queijo (Montel et al., 2014). As leveduras e bolores, metabolizam o acido
lactico e produzem NHj, ocorrendo assim um aumento do pH da superficie (de 4,8 e
6,0; respetivamente para 5,2 €8,2), permitindo o crescimento de bactérias tolerantes ao
sal e sensiveis ao acido. Bactérias, leveduras e fungos estdo presentes em salmouras ou
em solucoes de esfregaco. Assim os processos de fabrico e de maturacao dos queijos
contribuem para a dinamica e a diversidade do ecossistema do queijo (Irlinger et al.,

2015; Montel et al., 2014).

Em estudos realizados nas industrias lacteas, foi verificado que cada unidade fabril
apresenta uma microbiota especifica na superficie dos queijos, que é dependente das
condicbes ambientais predominantes durante o fabrico dos queijos (Irlinger et al,

2015).
1.4 Bioquimica do queijo

Os queijos maturados, passam por um processo designado de maturagdo. Durante a
maturacao do queijo, ocorrem uma série de reacoes bioquimicas, microbiologicas e

quimicas, as quais permitem a ocorréncia de alteracoes fisicas e quimicas que originam
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uma grande variedade de compostos aromaéticos, conferindo os sabores e aromas
desejaveis para cada queijo (Galiou et al.,, 2013; Khattab et al.,, 2019; Kongo and

Malcata, 2016b; Kongo et al., 2009).

Relativamente as alteracoes bioquimicas, estas podem ser agrupadas em eventos
primarios e secundarios (McSweeney, 2004). Os eventos primarios incluem o
metabolismo da lactose, do acido lactico e do citrato, a proteodlise e a lipdlise (Farkye,
2003; McSweeney, 2004). Os eventos secundarios incluem o metabolismo dos acidos
gordos e dos aminoacidos que sdo importantes para o desenvolvimento de muitos
compostos volateis. As alteracoes microbiologicas incluem a morte e lise das culturas
primérias/iniciadoras, o crescimento de culturas secundarias e possiveis culturas
adventicias (McSweeney, 2004). As culturas primérias e secundarias sao compostas

principalmente pelas BAL (Alegria et al., 2009).

As alteracgoes fisico-quimicas que ocorrem ao longo do processo de maturacao tém
influéncia nas propriedades reolégicas e sensoriais finais do queijo, que sao
apercebidas pelos consumidores, determinando a sua preferéncia e aceitabilidade pelo
produto. A textura e a aparéncia sdo as principais caracteristicas que influenciam a

compra de queijo (Pereira et al., 2011).

Assim, as modificacoes fisico-quimicas que ocorrem durante o processo de maturacgao
do queijo, permitem atribuir ao queijo caracteristicas finais Gnicas, em diferentes
variedades de queijo (por exemplo, cor, aroma, aspeto, consisténcia) (Real, et al., 2018;

Fernandes et al., 2018).
1.4.1 Alteracoes microbioldgicas

Como referido anteriormente, os microrganismos iniciadores que estao envolvidos nas
alteraces bioquimicas sdo referidos como uma cultura de bactérias lacticas usadas
para a producao de 4cido, principalmente de acido lactico, a partir da fermentacdo da
lactose. Contudo existem outras bactérias acido-lacticas (por exemplo, Lactobacillus
farciminis, Lactobacillus casei, Lactobacillus fermentum, Pediococcus acidilactici)
designadas como nao iniciadoras, que também estdo envolvidos em alguns dos
processos bioquimicos que ocorrem durante a maturacao dos queijos (Farkye, 2003;

Settanni and Moschetti, 2010).

As populacgdes de bactérias iniciadoras aumentam de 10°-107 unidades formadoras de
colonias (ufc) por mL de leite para 109 ufc por grama de queijo fresco. Durante a
progressao da maturacdo a populacdo bacteriana inicial diminui. A diminuicdo varia

entre as variedades de queijo e depende da concentracao de lactose (fonte priméaria de

27



energia), da inibicdo de crescimento pelo teor de sal existente no queijo e da autélise
dos microrganismos. O crescimento das BAL nao iniciadoras ocorre durante a
maturacdo, em varias variedades de queijo, atingindo densidades celulares 107 ufc/g de

lactobacilos nao iniciadores, em 10 semanas (Farkye, 2003).

A populacdo microbiana envolvida no processo de producdao de queijo, deve ser
controlada de modo a prevenir o aparecimento de problemas no produto final. Os
principais problemas associados ao nao controlo da populacao microbiana no fabrico
de queijo sdo: (1) a ndo obtencdo do produto com as carateristicas pretendidas, (2) o
aparecimento de defeitos derivados da deterioracao ou perda da qualidade do produto
acabado e (3) apresentar possiveis contaminacoes, que podem originar um produto
inseguro. No entanto estes problemas podem depender do tipo de queijo, da origem do
leite, do processamento, da estacdo do ano, da localizacdo geografica, do

armazenamento e da sua distribuicao (Kongo and Malcata, 2016b).
1.4.2 Alteracoes bioquimicas

1.4.2.1 Metabolismo da lactose e do acido lactico

O metabolismo da lactose em acido lactico ocorre pela acdo das BAL iniciadoras. O
processo de fermentacao, é fundamental no fabrico de queijo, devido a producao de
acido lactico, que ajuda no processo de sinérese, contribui para a diminuicao do pH e
dessa forma aumenta a seguranc¢a do produto e o tempo de prateleira, devido ao facto
de a acidificacdo proteger o queijo contra microrganismos deteriorantes e da
proliferacdo de possiveis patogénicos (Adams and Moss, 2008; Marino et al., 2003;
McSweeney, 2004; Widyastuti et al., 2014). E importante que a fermentacio da lactose
seja completa para evitar a formacdo de uma microflora indesejavel (McSweeney,

2004).

No metabolismo da lactose, o piruvato é o precursor de varios compostos aromaticos de
cadeia curta, tem-se o exemplo de acetato, acetoina, diacetil, etanol e acetaldeido
(Khattab et al., 2019). A lactose é assim metabolizada rapidamente em L-acido lactico
pelas bactérias iniciadoras, nos primeiros estagios de maturacao. A lactose que nao é
fermentada pode ser metabolizada pelas BAL nao iniciadoras produzindo D-acido
lactico. Além disso, estas bactérias podem originar DL-acido lactico pela racemizacao
de L-acido lactico (McSweeney, 2004). A formacao dos isbmeros de acido lactico é
influenciada pela populacao microbiana presente que metaboliza a lactose (Farkye,

2003).
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A forma isomérica D (-) de acido lactico forma um sal de célcio insolavel, que pode
cristalizar no queijo, aparecendo como manchas brancas na sua superficie (Farkye,
2003). Os cristais sao inofensivos, contudo a ingestao de queijo com elevados niveis de
D (-) acido lactico pode provocar disttirbios metabdlicos no consumidor (Farkye, 2003;
McSweeney, 2004). Por outro lado, os sais produzidos podem levar a rejeicao do queijo
pelos consumidores, considerando-o como um queijo que nao reane todas as condicoes

de seguranca (McSweeney, 2004).

O L-4cido lactico produzido é um substrato importante para uma série de reacdes que
ocorrem no queijo durante a maturacdo, incluindo a racemizagido, a oxidacdo e o

metabolismo microbiano do L-acido lactico (McSweeney, 2004).

Como ja referido anteriormente, as BAL nfo iniciadoras podem promover a
racemizacao do L-acido lactico em DL- 4cido lactico, como também pode promover a
sua oxidacdo, originando formato, acetato e CO. (Khattab et al., 2019; McSweeney,
2004). Esta reacdo de oxidacdo no queijo depende da populacio das BAL nao
iniciadoras e da disponibilidade de oxigénio molecular. A disponibilidade de oxigénio é
determinada pelo tamanho do queijo e pela permeabilidade ao oxigénio do material de
embalamento. Assim a oxidacdo do acido lactico é muito limitada em queijos
envolvidos em filme, devido a disponibilidade de oxigénio ser reduzida (McSweeney,

2004).

O 4cido lactico pode também ser metabolizado anaerobicamente por Clostridium sp.
produzindo butirato e H.. Estes produtos provocam um defeito nos queijos conhecido
como sopro tardio de gés, levando ao desenvolvimento de sabores desagradaveis e
desenvolvimento de rachaduras no queijo durante a maturacao (Khattab et al., 2019;
McSweeney, 2004). Este problema ocorre principalmente em queijos salgados em
salmoura. O problema advém do tempo necessario para que o NaCl se difunda no
queijo e atinja as concentracoes inibitérias para que o queijo nao seja suscetivel ao
sopro tardio de gas. Em queijos onde o NaCl se difunde rapidamente como o queijo
Cheddar e outras variedades salgadas a seco, este problema nao acontece (McSweeney,

2004).

Uma outra via de o acido lactico ser metabolizado é pela acao de pequenas quantidades
de Propionibacterium sp. Esta espécie podera ser adicionada ao leite ou podera estar
presente na cuba por exposi¢do ao meio ambiente, sendo que esta espécie ira crescer
durante a fase de maturacao (Farkye, 2003; McSweeney, 2004). Um exemplo onde esta
via ocorre é nos queijos Emmental e em variedades idénticas que tém como

caracteristica a presenca de buracos (McSweeney, 2004). Este metabolismo do acido
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lactico produz propionato (ou acido propionico) e acetato (ou acido acético), que
contribuem para o sabor do queijo, agua (H.O) e di6éxido de carbono (CO.) (Khattab et
al., 2019; McSweeney, 2004). Este altimo produto acumula-se no queijo e origina
buracos, que sao frequentemente denominados de "olhos", sendo que a sua formacao

ocorre quando a pressao de CO. ¢ suficiente (Farkye, 2003; McSweeney, 2004).

Por ultimo, o metabolismo do 4cido lactico nos queijos pode ocorrer pela presenca de
bolores nas superficies destes, como é o exemplo dos queijos Camembert e Brie. O
acido lactico ¢é entao oxidado em CO. e H.O, levando a desacidificacao da superficie do

queijo (McSweeney, 2004).

1.4.2.2 Metabolismo do acido citrico

No leite, a maioria do acido citrico existente encontra-se na forma solavel, e por
consequéncia quando ocorre a drenagem do soro algum citrato é perdido. Embora a
maioria do acido citrico nativo do leite seja perdido na drenagem do soro, aquele que
ficou retido na coalhada pode ser co-metabolizado, com outros acucares, como a
lactose, e metabolizado em varios compostos aromatizantes especialmente em acido
acético, diacetil e acetoina, que irdo contribuir para o sabor em algumas variedades de

queijo (Jo et al., 2018; McSweeney, 2004).

O citrato é metabolizado pelo L. lactis ssp. lactis citrato* e por espécies de Leuconostoc,
que utilizam o citrato como fonte de energia (Farkye, 2003; Jo et al., 2018). Estes
microrganismos contemplam permeases especificas que dependem do pH para
transportar o citrato para dentro da célula através da membrana celular (Farkye,

2003).

O metabolismo do citrato ocorre dentro da célula, sendo este convertido em acetato,
piruvato e diéxido de carbono (Farkye, 2003). A partir do piruvato sao formados varios
produtos, entre eles o 2,3-butanodiona (diacetil), acetoina, 2-butanona, que
contribuem para o sabor de muitos produtos lacteos (Farkye, 2003; Jo et al., 2018;
Tidona et al., 2018). Os compostos diacetil e acetoina, tém um aroma cremoso
amanteigado, no entanto o aroma do diacetil é 100 vezes superior ao aroma de acetoina

(Tidona et al., 2018).

1.4.2.3 Proteolise

A proteolise ocorre durante a maturacao do queijo sendo considerada a reagdo mais
importante e complexa na maioria das variedades de queijo, que determina a formacao

da textura (hidrolise das caseinas) e do sabor (formacdo de percursores que serdao
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convertidos em compostos volateis) do queijo (Bontinis et al., 2012; Kongo et al., 2009;

McSweeney, 2004).

No leite existem diversas proteinas, sendo as principais as as-, 0s.- € B-caseinas, que
prevalecem no queijo (Farkye, 2003). A proteélise envolve a quebra destas proteinas e
de polipéptidos pelos agentes proteoliticos ativos, como enzimas nativas do leite
(plasmina) e no coalho (pepsina, quimosina entre outros), enzimas libertadas por BAL
iniciadoras e nao iniciadoras, por microrganismos adjuntos/secundarios e por
microrganismos contaminantes ou em certos casos pelas proteinases/peptidases
exogenas adicionadas ao leite ou a coalhada para acelerar o processo de maturacao do
queijo (Farkye, 2003; Kongo et al., 2009; McSweeney, 2004; Park et al., 2017; Settanni
and Moschetti, 2010).

Durante a coagulacdo, a hidrolise inicial das caseinas ocorre pela acao do coagulante
residual (quimosina), plasmina ou por outras enzimas proteoliticas nativas do leite,
resultando na formacao de peptideos de elevado peso molecular (insoliveis em agua) e
de tamanho intermédio (soltiveis em agua) (Bontinis et al., 2012; Galiou et al., 2013;
Delgado et al, 2011; Farkye, 2003; McSweeney, 2004). Estes peptideos sao
posteriormente hidrolisados pelo coagulante, assim como, pelas proteinases e
peptidases das BAL iniciadoras e ndo iniciadoras e pela microflora secundéaria (Bontinis
et al., 2012; Galiou et al., 2013; Delgado et al., 2011; Kongo et al., 2009). Porém, as
enzimas bacterianas tém um papel fundamental na hidroélise de peptideos de baixo
peso molecular em aminoécidos livres, uma vez que as enzimas coagulantes sao
incapazes de hidrolisar esses peptideos em aminoacidos livres (Pereira et al., 2010). As
concentracoes de diferentes péptidos e aminoacidos, tornam o padrdo da proteolise

muito variado e tinico para uma determinada variedade de queijo (McSweeney, 2004).

Os peptideos produzidos pela acdo do coagulante residual e da plasmina sdo muitas
vezes insipidos ou amargos e nao contribuem diretamente para o sabor tipico do queijo.
No entanto, os pequenos péptidos e aminoacidos livres libertados podem sofrer reacoes
secundarias, contribuindo diretamente para o desenvolvimento de sabores nos queijos,
através da formacao de compostos volateis como, cetoacidos, aldeidos, acidos, alcoois,
amoniaco, aminas e compostos de enxofre (Delgado et al., 2011; Farkye, 2004; Jo et al.,

2018; Settanni and Moschetti, 2010).
1.4.2.3.1 Metabolismo de aminoacidos

Os aminodcidos livres produzidos tornam-se substratos para diversas reacdes

catabdlicas, originando compostos aromaticos importantes (Khattab et al., 2019;
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McSweeney, 2004; Settanni and Moschetti, 2010). De entre os aminoacidos livres mais
comuns nos queijos, destacam-se o acido glutamico, a metionina, a asparagina, a
histidina, a alanina, a valina, a fenilalanina, a leucina e a lisina (Farkye, 2003). Os
aminoacidos formados podem entao ser catabolizados pelas duas vias principais,
transaminacdo e eliminacdo, pela acdo das enzimas aminotransferases e liases,

respetivamente (McSweeney, 2004).

As enzimas aminotransferases, convertem os aminoacidos no a-cetoacido
correspondente, nesta conversao ocorre a transferéncia do grupo amina do aminoacido
para uma molécula aceitadora (a-cetoglutarato) produzindo um novo aminoéacido,
geralmente 4cido glutamico, responsavel pelo sabor umami no queijo (Khattab et al,
2019; McSweeney, 2004). Por sua vez, os a-cetoacidos produzidos sao degradados
através de reacoes quimicas, por diferentes vias catalisadas por enzimas ou por
microrganismos, para produzir compostos volateis importantes para o sabor do queijo
(Jo et al.,, 2018; Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004). Assim os a-cetoacidos
correspondestes dos aminoacidos podem sofrer reacoes de reducao, descarboxilacao,
descarboxilacao oxidativa (Figura 4). Desta forma, os a-cetoacidos podem ser
reduzidos nos seus hidroxidcidos correspondentes, sendo que, ndo contribuem
diretamente nas caracteristicas do produto final, contudo estes hidroxidcidos estao
envolvidos indiretamente na diminuicdo dos niveis de a-cetodcidos, precursores de
compostos aromaticos importantes para o queijo. Por outro lado, os a-cetoacidos,
principalmente de aminoacidos aromaticos, podem ser degradados por vérias vias,
produzindo compostos aromaticos importantes. Além disso, os a-cetoidcidos podem ser
descarboxilados nos seus aldeidos correspondentes, assim como, em acidos
carboxilicos através da reacdo de descarboxilacdo oxidativa, no entanto, estas vias

catalisadoras nao sao consideradas importantes (McSweeney, 2004).

~ '
Redugao Hidroxiacidos
~ '
Descarboxilacao Aldeidos
Aminoécidos a-cetoacidos g b ]
1
1
}
1
v
Descarboxilacao Acidos
oxidativa Carboxilicos

Figura 4: Diferentes vias catalisadoras dos a-cetoacidos produzidos pela acdo das aminotransferases, e os
respetivos produtos formados (McSweeney, 2004).
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Em muitas variedades de queijo, a presenca de compostos volateis com enxofre é
importante. Dos 20 aminoacidos principais, apenas dois apresentam na sua estrutura
enxofre, sao eles, a cisteina e a metionina. Como as caseinas apresentam baixa
quantidade de cisteinas, os compostos volateis com enxofre sdo formados
maioritariamente pelo catabolismo da metionina (via de transaminacao ou eliminacao)
(Jo et al., 2018; McSweeney, 2004). A metionina é assim um precursor de diversos
compostos contendo enxofre, sendo os mais importantes, o metanotiol (ranco), o
dimetil  dissulfeto (alho), dimetil  trissulfeto, 0  metional (B-metil
mercaptopropionaldeido) (batata cozida / carne como aroma) e tioésteres
(alho/enxofre/ ovo) (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004). O metional é produzido
a partir do catabolismo da metionina pela reacao de transaminacdo, o metanotiol e os
seus produtos oxidativos (dimetil dissulfeto e dimetil trissulfeto) sdo formados pela
reacao de eliminacdo da metionina, enquanto que os tioésteres sdo formados pela
reacao de um tiol, geralmente metanotiol, e um acido carboxilico (Jo et al., 2018;

McSweeney, 2004).

No entanto, os aminoacidos apresentam outras vias catabolicas, a desaminacido e
descarboxilacao (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004). Na reacao de desaminacao
os aminoacidos sdo degradados pela acao de desidrogenases e de oxidases, obtendo
diferentes produtos. Nessas reacoes, o amoniaco produzido pode contribuir para o
sabor de determinadas variedades de queijo, Se o amoniaco for produzido em
quantidades suficientes, ele pode contribuir para o aumento do pH durante a

maturacao (McSweeney, 2004).

Através da via catabdlica de descarboxilacdo, os aminoécidos sdo degradados
produzindo aminas. As aminas produzidas produzem aromas fortes e desagradaveis,
além disso as aminas biogénicas, causam efeitos fisiologicos adversos a consumidores
vulneraveis (McSweeney, 2004). Exemplos de aminas biogénicas sao histamina,
tiramina e putrescina. Elas sdo responsaveis pelo envenenamento por histamina e pela
hipertensao provocada pela toxicidade da tiramina apdés a ingestdo de queijo. A
monitorizacdo dessas aminas biogénicas é assegurada de forma a garantir a seguranca
do queijo (Khattab et al., 2019). A producao de aminas depende da concentracao dos
aminoacidos percursores, da flora microbiana do queijo, e esta pode ser afetada pela

temperatura de maturacao, concentracao de sal e pH (McSweeney, 2004).

Os aminoacidos de cadeia ramificada, leucina, isoleucina e valina podem ser
catabolizados pelas aminotransferases (reacdo de transaminacdo), pelas oxidases

(reacdo de desaminacdo) ou pelas descarboxilases (descarboxilacdo) (Khattab et al.,
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2019; McSweeney, 2004). Dos acidos carboxilicos produzidos pela via de desaminacao,
estdo incluidos os 4cidos butirico e pentandico que possuem um sabor rancoso e
adiposo, respetivamente. Na reacdo de descarboxilacdo, estes aminoacidos sao
descarboxilados em aminas que possuem aromas fortes e desagradaveis. Sendo a
microflora com atividade de descarboxilacdo as enterobactérias, Pseudomonas spp.,

enterococos e as BAL (Khattab et al., 2019).

O catabolismo dos aminoacidos aromaticos, triptofano, tirosina e fenilalanina, ocorre
pela via de transaminacao, os quais sdo convertidos em acetato, hidroxibenzaldeido e
benzaldeido, respetivamente. A degradacdo da fenilalanina permite exibir um sabor de

ameéndoa amarga (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004).

1.4.2.4 Lipolise

A gordura do leite é importante para o sabor caracteristico do queijo (Jo et al., 2018). A
gordura mais comum sao os triglicerideos que através da sua degradacao (lipolise pela
acao de lipases), por reagoes de hidrolise ou de oxidacao, ocorre a formacao de acidos
gordos livres, lactonas, ésteres e cetonas, relevantes para o sabor geral do queijo (Jo et
al., 2018; Kongo and Malcata, 2016a; McSweeney, 2004). No entanto, no queijo, a
degradacdo dos triglicéridos pela via oxidativa, é mais limitada, devido ao baixo
potencial de oxidacdo/reducdo, assim, os triglicerideos em todas as variedades de
queijo sao hidrolisados contribuindo para a formacao de sabores dos queijos (Jo et al.,

2018; McSweeney, 2004).

A lipdlise dos triglicerideos do queijo ocorre pela acdo das lipases nativas do leite,
(lipoproteina lipase - LPL), pelas lipases ex6genas da pasta de coalho e pelas lipases da
microflora do leite e do queijo (Bertuzzi et al., 2018; Farkye, 2003; McSweeney, 2004).
Os triglicerideos do leite sdo hidrolisados pelas enzimas, que clivam as ligacoes éster
entre os acidos gordos e o glicerol, formando acidos gordos de cadeias
longas/intermédias (superior a 10 carbonos), acidos gordos de cadeias curtas (C,;-C.o),
monoglicerideos e diglicerideos (Bertuzzi et al., 2018; Farkye, 2003; Khattab et al,,

2019).

A LPL é uma lipase nativa do leite que existe como um homodimero. O papel
fisiol6gico da LPL é o metabolismo dos triglicerideos plasmaticos e por conseguinte,
entra no leite a partir do sangue. Em condicoes 6timas e niveis elevados, a LPL é capaz
de provocar rancidez no leite em apenas 10 segundos, contudo isto ndo acontece porque
a gordura do leite é protegida pela membrana do glébulo da gordura do leite (MGGL)

da acdo da LPL. No entanto, se a MGGL sofrer danos mecanicos, aquando da
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homogeneizacgao, agitacdo ou formacdo de espuma no leite, a lipolise pode ocorrer
rapidamente, dando origem a aromas anormais (McSweeney, 2004). A acao da LPL nos
triglicerideos ocorre nas posicoes sn-1 e sn-3, formando acidos gordos, monoglicerideos
e diglicerideos. A sua ac¢ao torna-se mais significativa em queijos de leite cru, uma vez
que a sua atividade nao é perdida, como acontece em queijos de leite pasteurizado

(Farkye, 2003; McSweeney, 2004).

As BAL iniciadoras e nao iniciadoras, presentes no queijo possuem enzimas lipoliticas
intracelulares, libertadas na matriz do queijo apés a sua lise, e sdo responsaveis pela
libertacao de niveis significativos de acidos gordos durante a maturacdo de muitos
queijos (McSweeney, 2004). Desta forma, durante a maturacdo do queijo, as lipases
transformam a gordura do leite, triglicerideos, em &acidos gordos de cadeia curta,
precursores de compostos volateis. No entanto, o tipo da cultura inicial, a duracao do
tempo de maturacao e as condicoes de producao/fabrico sdo importantes para a taxa de

lipolise (Kongo and Malcata, 2016a).

Os acidos gordos de cadeia curta (C,-C,o) tém um papel direto no sabor do queijo
devido a seus sabores caracteristicos, além disso, contribuem de forma indireta, devido
ao facto de serem precursores de compostos aromaticos como lactonas, aldeidos,
alcoois, ésteres, S-tioésteres, aldeidos de cadeia linear, alcoois secundarios, metil
cetonas (Jo et al, 2018; Farkye, 2003; Khattab et al., 2019; Kongo et al., 2009;
McSweeney, 2004). Apesar de desempenharem um papel significativo no
desenvolvimento do sabor, a extensa lip6lise pode ser indesejavel em algumas
variedades de queijo, devido ao desenvolvimento de sabor rancoso (Khattab et al,
2019). Desse modo, quando a atividade lipolitica origina rancidez, torna-se um fator
importante, na deterioracao, na qualidade sensorial, na estabilidade de armazenamento
do queijo e um fator importante na sua aceitabilidade pelo consumidor (Adams and

Moss, 2008; Park et al., 2017).
1.4.2.4.1 Metabolismo dos acidos gordos

A partir da hidroélise dos triglicerideos sao produzidos acidos gordos livres, os quais sao
precursores de diversos compostos aromaticos, através de diversas reacoes quimicas,

que podem ser resumidas na figura 5 (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004).

Umas das reacoes, € a reacao de acidos gordos livres com alcoois, produzindo ésteres.
Visto que o alcool mais disponivel no queijo é o etanol, devido ao catabolismo de
aminodcidos ou pela fermentacao da lactose, os ésteres etilicos sdo os mais abundantes,

como, butanoato de etilo, hexanoato de etilo, acetato de etilo, octanoato de etilo,
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decanoato de etilo e hexanoato de metilo (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004). Os
ésteres contribuem com sabores frutados, sendo os microrganismos responsaveis pela
sua formacao, Geotrichum candidum e Pseudomonas fragi (Jo et al., 2018; Khattab et

al., 2019).

Triglicerideo
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Acido gordo livre
.| cucn.0H
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Esteres alcan-2-cnas
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Figura 5: Acidos gordos livres, precursores de diversos compostos aromaticos do queijo, através de
diversas reacoes. (Adaptado de Khattab et al., (2019) e McSweeney, (2004)).
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No queijo também s3o encontradas as y e §-lactonas. As lactonas sdo compostos
ciclicos formados a partir de acidos gordos hidroxilados, que sofrem uma
transesterificacao intramolecular (Khattab et al., 2019; McSweeney, 2004). Ambos os
isdbmeros conferem sabores doces (Jo et al., 2018). As nonalactonas, sao responsaveis

pelos sabores doces, cremosos ou amanteigados do queijo (Khattab et al., 2019).

Outra reacao dos acidos gordos livres é com grupos sulfidrilos, como o metional que
produz tioésteres, como o tioacetato de S-metilo, tioetil-2-metilpropanoato e
tiobutirato de S-metilo, conferindo aromas que lembram o alho, enxofre e ovo. Nesta
reacao estao envolvidos Brevibacterium linens e Micrococaceae (Bertuzzi et al., 2018;

Khattab et al., 2019).

Por fim, a dltima reacdo dos acidos gordos livres, é a (B-oxidacdo e a subsequente
descarboxilacdo, que originam metilcetonas ou alcan-2-onas, especialmente heptanona
e nonanona. Esta reacdo ocorre através de Geotrichum candidum, Penicillium
camemberti e Penicillium roqueforti. E importante ressalvar que estes ésteres também
podem ser reduzidos nos seus respetivos alcoois secundérios (como, 2-pentanol, 2-
heptanol e 2-nonanol) causando sabores estranhos. Um fator que pode afetar os
compostos volateis produzidos estd relacionado com os niveis de gordura do leite

(Bertuzzi et al., 2018; Khattab et al., 2019).

Os 4cidos gordos de cadeia curta também contribuem para o sabor do queijo, como o
acido hexanoico, octandico, decanoico, dodecanoico. O 4dcido hexanoico é o responsavel
pelo sabor suado, picante e rancoso. O 4cido octandico possui um sabor de cabra ceroso
e o acido decandico transmite odores citricos e gordurosos, enquanto que o acido

dodecanodico transmite odores gordurosos (Khattab et al., 2019).

1.5 Diversidade das caracteristicas organoléticas dos

queijos

A combinacao de sabores e aromas associados ao leite de cabra origina uma variedade
de sabores unicos que sao importantes para a qualidade e para as propriedades gerais
do leite e dos seus produtos lacteos (Park et al.,, 2017). A formacao de sabores
caracteristicos dos queijos sao formados durante o processo de maturacao dos queijos
através do sinergismo entre as BAL iniciadoras e BAL nao iniciadoras, desse modo,
varias sao as etapas/processos envolvidos no desenvolvimento de compostos
aromaticos (figura 6) (Widyastuti et al., 2014). As reacoes abrangem o metabolismo

microbiano e inimeras reacoes enziméticas, incluindo a proteodlise, a lipdlise e a
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fermentacdo de carboidratos. O produto dessas reagoes, originam uma diversidade de
compostos aromaticos, resultando em sabores unicos dos queijos (Farkye, 2003;

McSweeney, 2004; Shiota et al., 2015; Park et al., 2017)

De facto, a qualidade sensorial dos queijos pode ser afetada pelos niveis de peptideos,
aminoéacidos e 4dcidos gordos livres existentes no queijo, produtos resultantes da lipolise

e a protedlise ocorridos durante a maturagao (Park et al., 2017).

Metabolismo

da lactose

Metaé) (? Sl 1Smo Metabo]ismo
aminoacidos do citrato

Diversidade

de
compostos
aromaticos
Protedlise Lipélise
Metabolismo
dos acidos
gordos

Figura 6: Processos envolvidos no desenvolvimento de compostos aromaticos.

A lipolise e os acidos gordos livres resultantes estdo associados aos sabores
caracteristicos dos queijos de leite de cabra. No leite de cabra existem concentracdes
elevadas de acidos gordos de cadeia curta e média, em relacdo ao leite de vaca, os quais
estao associados ao desenvolvimento de sabor a cabra nos produtos. Foi relatado que o
acido 4-etiloctandico é o principal responsavel pelo sabor aromatico caracteristico do
queijo de cabra. As lipases que hidrolisam a gordura demostraram ser um problema
para a industria, uma vez que a sua hidrolise causa um defeito a nivel organolético de

sabor rancoso no leite, queijo e noutros produtos lacteos (Park et al., 2017).

A partir da protedlise resultam niveis de peptideos e aminoacidos, que tém um grande
impacto no sabor, aroma e textura na maioria das variedades de queijo (Park et al.,

2017).
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O metabolismo da lactose, é um processo fundamental no fabrico de queijos, uma vez
que permite aumentar a seguranca do produto, além de que os produtos finais da
fermentacdo contribuem para as caracteristicas organoléticas dos queijos (Marino et
al.,, 2003). Por conseguinte, na fermentacao dos carboidratos, lactose e citrato, o
piruvato é o precursor de varios compostos aromaticos de cadeia curta (Farkye, 2003;
Khattab et al., 2019).

A qualidade sensorial dos queijos também pode ser influenciada pelo tipo de alimento
fornecido aos animais. O parametro de cor do queijo relaciona-se com a composicao do
feno. O leite de cabra contém inimeros pigmentos, incluindo o caroteno. O caroteno
existe em quantidades significativas nos fenos verdes contribuindo para uma coloracao
amarela dos produtos lacteos. No entanto, este pigmento é sensivel a luz ultravioleta
sendo destruido durante a secagem e o seu armazenamento, assim 0s queijos
produzidos com leite de primavera apresentam uma coloracao mais amarelada que os

queijos produzidos com leite de inverno (Park et al., 2017).

As alteracdes microbiologicas, quimicas e fisicas para além de influenciarem as
propriedades sensoriais finais do queijo, também influenciam as propriedades texturais

e reoldgicas dos queijos (Pereira et al., 2011; Park et al., 2017).
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Capitulo 2 — Objetivos

Durante a producao de queijo, ocorre o processo designado de maturacao, este por sua
vez é dinamico e complexo, envolvendo mudancas nos niveis microbiolégico e
bioquimico que resultam nas caracteristicas organoléticas e fisico-quimicas tinicas do
tipo de queijo, especialmente no caso dos queijos de leite cru. Assim, é importante
perceber quais as mudancas ocorridas durante o processo de maturacao do queijo, de
maneira a perceber de que forma as alteracoes interferem no fabrico do queijo e qual o

seu contributo para o mesmo.

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil fisico-quimico e monitorizar a
populacdo microbiana durante o periodo de maturacio, permitindo identificar as

mudancas mais significativas no queijo de leite de cabra cru.

Para a realizagdo deste trabalho foram utilizados trés lotes distintos de queijo de leite
de cabra cru que foram analisados durante o seu processo de maturacao. Deste modo,

foram definidos os seguintes objetivos especificos:

e Avaliar as propriedades fisico-quimicas, incluindo os parametros: pH, teor de
humidade e perda de peso do queijo, teor de sal, taxa de protedlise do queijo,
acidos organicos existentes no leite e no queijo, perfil reoldgico do leite (quando
submetido a taxa de cisalhamento) e do queijo (dureza e adesividade) e cor dos
queijos.

e Avaliar a evolugdo das populacdes microbiologicas existentes no leite e no
queijo.

e Avaliar a aceitabilidade do queijo pelos consumidores considerando a
aparéncia, odor, textura, sabor, teor de sal através da analise sensorial e

verificar a intencao de compra pelo consumidor.
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Capitulo 3 — Materiais e métodos

Neste capitulo serdo abordados os materiais e os métodos utilizados na anélise das
alteracdes microbiologicas e fisico quimicas que ocorrem durante a maturacdo do

queijo, concedendo os sabores e aromas caracteristicos.
3.1 Origem das amostras

Durante o trabalho experimental foram recolhidas amostras durante o processamento
de queijo de cabra produzido a partir de leite de cabra cru. Assim, foram recolhidas
amostras de leite de cabra cru e o queijo fabricado com este leite, com 5, 10, 20, 31 € 45
dias de maturacdo, provenientes de trés lotes diferentes, numa fabrica do concelho da

Covilha. O periodo da amostragem decorreu entre os meses de janeiro e abril de 2019.
3.2 Recolha das amostras

As amostras de leite foram recolhidas instantes ap6s a ordenha e as amostras de queijo
do mesmo lote foram recolhidas com o tempo de maturacdo pretendido. Todas as
amostras foram transportadas para o laboratério em condicoes de refrigeracao

adequadas e analisadas posteriormente.
3.3 Determinacao do pH das amostras

De forma a analisar a evolucao do pH ao longo do processo de maturacao do queijo,
procedeu-se a sua avaliacdo em amostras de leite de cabra cru e de queijo produzido
pelo mesmo, nos diferentes tempos de maturagdo. Assim para as amostras liquidas foi
utilizado 1 mL de leite e para amostras so6lidas foi pesado 1 g de queijo, protocolo
adaptado de Holle e colaboradores (2018). Seguidamente as amostras de queijo foram
maceradas em 9 mL de agua destilada, sendo que para as amostras de leite foram
diluidas com 9 mL de adgua destilada. Preparadas as amostras (n=3), procedeu-se entao
a medicdo do pH das amostras sob agitacdo, com um medidor eletrénico de pH
calibrado Orion Start ™ A211 (Fisher Scientific, Portugal) (Holle et al., 2018).

3.4 Determinacao do teor de humidade nos queijos

O teor de humidade dos queijos e o seu perfil ao longo o processo de maturacao, foi
determinado utilizando o método de secagem direta em estufa a 105 °C. Para tal, foram

pesadas 2 g de amostra de queijos nos diferentes estagios de maturacao, dos respetivos
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lotes, tendo sido submetidas a secagem até que o seu peso estabilizasse. Todas as

amostras foram analisadas em triplicado (Holle et al., 2018).

A percentagem de humidade foi entdo calculada utilizando a seguinte equacdo

(Bradley, 2010):

) Peso da amostra himida — Peso da amostra seca
% Humidade (m/m) = — x 100
Peso da amostra humida

3.5 Perda de peso do queijo

A determinacao da perda de peso do queijo foi efetuada ao longo de todo o processo de
maturacao, de forma a perceber se o peso dos queijos era constante ou se sofria
alteracoOes. Para tal, foram escolhidos aleatoriamente 5 queijos os quais se identificaram
e guardaram sendo sujeitos ao mesmo processo que todo o lote, tendo-se,
posteriormente, realizado o registo do peso destes com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de

maturacao (Correia et al., 2014).
3.6 Determinacao do teor sal das amostras

Para determinar a concentracao de sal nas amostras de leite de cabra cru e queijo, nos
diferentes tempos de maturacdo, foi utilizado o método de Mohr (Fernandes et al.,
(2018). Foi pesada 1 g de amostra de queijo, tendo sido posteriormente liofilizada. Apos
o processo de liofilizacdo as amostras foram homogeneizadas com 20 mL de agua
destilada e filtradas através de papel de filtro com 1 um de poro (Pall Corporation — Life
Sciences, México). Apos a filtracao, o filtrado obtido foi homogeneizado com a adicao
de 20 mL de agua destilada, protocolo adaptado de Fernandes e colaboradores (2018).
Depois disso, o pH da solucao aquosa foi ajustado com hidroxido de soédio para 8,5;
utilizando um medidor eletréonico de pH calibrado Metter Toledo Five Easy™ — LE
409. Apo6s o ajuste do pH, foi adicionado 1 mL de solucao indicadora de cromato de
potassio (Honeywella Fluka, EUA) a 5% (m/v). Posteriormente procedeu-se a titulacao
da mistura com nitrato de prata (Honeywella Fluka, EUA) com uma concentracao de
0,05 mol/L; até ao aparecimento da primeira coloracao avermelhada. A determinacao

do teor de sal foi realizada em triplicado.

Na quantificagdo do teor de sal também em amostras de leite de cabra cru, foi seguindo

0 mesmo protocolo.
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A concentragao de sal foi calculada utilizando a seguinte equacao (Fernandes et al.,

2018):

(Vritulado de agNo 5 X 0,00292) % 100

(mamostra )

% Teor de sal =

Sabendo que em 1 mL de nitrato de prata (AgNO;) corresponde a 0,00292 g de NaCl.
3.7 Determinacao da protedlise nas amostras alimentares

O grau de protedlise foi determinado em cada lote, em amostras de leite de cabra cru e
de queijo com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de maturacao, através da utilizacao do reagente
acido 2,4,6-trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), que permite determinar os grupos a-
amino livres existente nas amostras. Com base em adaptacoes ligeiras ao procedimento
descrito por Polychroniadou (1988), foi medido 1 mL de leite e pesado 1 g de queijo
(macerado), aos quais foi adicionado 20 mL de tampao borato 0,1 M (José M. Vaz
Pereira S.A, Benavente — Portugal), com um pH de 9,5. A mistura obtida foi aquecida a
45°C durante 15 min, centrifugada a 3000 g durante 20 min. Apos a centrifugacao,
foram retirados 3 mL do sobrenadante que foram diluidos em 50 mL de 4gua destilada.
A partir do extrato resultante, foi retirado 0,5 mL e foram adicionados 0,5 mL de
tampao borato e 1 mL de reagente TNBS (1 mg / mL) (Sigma aldrich, EUA). Neste
ponto, também foi preparado o branco, onde se substituiu apenas o extrato resultante
por agua destilada. Apos a mistura do extrato com os reagentes bem como a preparacao
do branco, procedeu-se entao a incubacao das mesmas durante 60 minutos a 37 ° C.
Ao final dos 60 minutos parou-se a reacao com 2 mL de fosfato monosddico (Sigma
aldrich, EUA) 0,1M contendo 1,5 mM de sulfito de sodio (Fisher Scientific, Portugal).
Seguidamente foram retirados 100 pL da mistura da reagdo para as placas de 96 pocos,
para se proceder a medi¢do da absorvancia a 420nm, através do espectrofotometro de
microplacas (Multiskan Go — Thermo Scientific) utilizando o programa SkanIt™

Software 4.1.

Para a quantificacdo dos grupos a-amino livres, resultantes da hidrolise das proteinas
das amostras de leite e do queijo, foi realizado uma curva de calibragdo com glicina
(0,025 — 3,2 mM), servindo como aminoacido padrao. Para todas as amostras, a sua

anélise foi realizada em triplicado.
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3.8 Determinacao dos acidos organicos nas amostras

alimentares

Para determinar os acidos organicos existentes nas amostras alimentares dos trés lotes
em estudo, foi adaptado o protocolo sugerido por Ball e colaboradores (2011). Assim,
procedeu-se a preparacao das amostras, no qual foi medido/pesado, 250 uL de leite ou
0,250 g de queijo. Seguidamente procedeu-se a extracao dos acidos organicos, pela
adicao de 250 uL de agua destilada e 1 mL de acetonitrilo (Fisher Scientific, Portugal),
com o objetivo de precipitar as proteinas existentes. As amostras foram agitadas
durante 2 minutos no vortex. Posteriormente, centrifugaram-se as amostras a 13 000
rpm durante 4 minutos, as quais foi recolhido o sobrenadante que foi filtrado
(Whatman, poro 0,2 um). Finalmente, 10 puL do sobrenadante filtrado das respetivas
amostras foram injetados na coluna de HPLC; 7,7 x 300 mm, 8 um (Agilent
Tecnologies, EUA), com uma temperatura do forno de 65 °C. Como fase movel foi
utilizado 4cido sulftirico a 0,009M (Chem-Lab nv, Bélgica), tendo sido usado um fluxo
constante de 0,7 mL por minuto. Para a detecdo dos acidos organicos em estudo,
utilizou-se o detetor UV a um comprimento de onda de 220 nm. Todas as amostras

foram analisadas em triplicado.

De forma a identificar os acidos organicos no leite e no queijo com 5, 10, 20, 31 € 45 de
maturacao, solu¢des padrao, como o acido lactico (Agilent Tecnologies, EUA), o acido
propionico (Fisher Scientific, Portugal), o acido acético (Fisher Scientific, Portugal), o
acido citrico (Fisher Scientific, Portugal) e o acido formico (Chem-Lab nv, Bélgica),
foram preparadas e analisadas segundo o protocolo ja descrito. Para a construcio da
curva de calibracao (area do pico versus concentracao), foram utilizadas concentracoes
crescentes de acido lactico (0,05 — 3,05% (m/v)), de acido propibnico (0,006-0,018%
(m/v)), de acido acético (0,010-0,064% (m/v)), de acido citrico (0,003-0,963% (m/v))
e de acido férmico (0,004-0,046% (m/v)). Deste modo, a partir dos tempos de retencao
e das equacbes da reta de cada acido, foi possivel identificar e determinar a

concentracdo dos 4cidos existentes no leite e nos queijos em anélise.
3.9 Avaliacao da reologia das amostras

A avaliacao das propriedades reologicas é importante, uma vez que afetam a qualidade
sensorial, o prazo de validade, a estabilidade, a biodisponibilidade e a textura geral dos
produtos, durante o seu desenvolvimento (Duhan et al, 2018). Para além disso,

permite avaliar a qualidade dos alimentos, uma vez que, os seus parametros, estao
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diretamente relacionados com a aceitacdo do produto final pelos consumidor (Silva and

Costa, 2017).
3.9.1 Determinacao da viscosidade do leite

De forma a determinar e comparar a viscosidade do leite de cabra cru utilizado na
producao de queijos provenientes de trés lotes diferentes, a viscosidade do leite foi
determinada adaptando o protocolo sugerido por Gabas e colaboradores (2012). Assim,
para a sua medicao foi utilizado um Spindle CPA- 40Z (Brookfield Ametek, USA) e o
Brookfield Rheometer DV3T (Brookfield Ametek, USA), a uma temperatura de 25 °C.
No reservatorio foi colocado 600 uL de leite. Seguidamente a amostra de leite foi
submetida a taxas de cisalhamento, compreendidas entre 7,5 s e 150 s, com a duracao

de 1 minuto em cada intervalo.
3.9.2 Determinacao da textura dos queijos

Na determinacao das propriedades texturais das amostras de queijo provenientes dos
trés lotes propostos para o estudo, utilizou-se um texturémetro, Texture Analyzer
TA.XT plus (Stable Micro Systems) para os varios estagios de maturacao (5, 10, 20, 31,

45 dias).

A dureza e adesividade do queijo foram determinadas usando uma sonda esférica
(P/1S). Neste teste as condicoes utilizadas na analise da textura tiveram como base no
procedimento descrito por Medeiros e colaboradores, (2013). As amostras de queijo
foram comprimidas até 50 % da sua altura inicial a uma velocidade de 1,0 mm/s,
atingindo uma forca de contacto de 5 g, no entanto a velocidade utilizada no pré-teste e

no pos-teste foi de 0,75 mm/s e 5,00 mm/s, respetivamente.

Especificamente, cada amostra de queijos foi cortada em cubos de 1,5 x 1,5 x 1,5 cm
para posteriormente serem analisados pelos testes ja descritos (Togay et al., 2017). As
amostras de queijo a analisar corresponderam a fracoes recolhidas a superficie e ao
interior do queijo. Os parametros de textura (dureza e adesividade) foram analisados

usando o software Texture Expert for Windows 1.20 (Stable Micro Systems).
3.10 Medicao da cor dos queijos

A medicdo da cor do queijo foi realizada utilizando um colorimetro manual de
tristimulo (Chroma meter, modelo CR-400/410, Konica Minolta), tendo sido calibrado
com um padrao (fornecido com o equipamento), antes de se proceder a anéalise da cor

do queijo (Correia et al., 2014; Fernandes et al., 2018).
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Foi escolhido um iluminante padrao da Comissao Internacional de Iluminacao (CIE),
neste caso, utilizou-se o iluminante C para determinar as coordenadas cartesianas do
espaco de cores CIE, valores de L *, a * e b * (Correia et al., 2014; Fernandes et al.,
2018). Os parametros determinados foram o brilho, que corresponde aos valores de L *
que variam de o (preto) a 100 (branco), e os restantes parametros analisados foram as
coordenadas de cores opostas, valores de a * e b *. A coordenada de cor a * assume cor
verde para valores negativos e cor vermelha para valores positivos, ja a coordenada de
cor b *, assume cor azul para valores negativos e cor amarela para valores positivos

(Figura 7) (Correia et al., 2014).

A medicao da cor foi assim determinada a partir de zonas aleatorias da superficie e do
interior do queijo com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de maturacao, de cada lote. Em cada
queijo foram entdo realizadas 3 medicoes da superficie do queijo e 3 medicoes do
interior do queijo, pelo que aos valores obtidos foram determinadas as suas médias

(Fernandes et al., 2018).

100

2
0

Figura 7: Coordenadas cartesianas do espaco de cores CIE (L *,a *, b *).

3.11 Analise microbioldgica das amostras alimentares

Os queijos de cabra foram produzidos com leite cru, utilizando apenas a microflora
nativa do leite no seu fabrico. De forma a avaliar a populacdo microbiolégica das
amostras de leite e queijo, nos diferentes tempos de maturacdo, todas as amostras

foram manuseadas em condicoes de assepsia. Inicialmente, foram medidos 10 mL de
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leite ou pesados 10 g de queijo de cada lote a cada tempo de maturacao, para sacos de
plastico estéreis. Posteriormente foram homogeneizadas com 90 mL de solugao de
citrato de s6dio (Merck, Alemanha) a 2% (p/v), pré-aquecido a 37 °C, usando um
Stomacher® 80 microBiomaster (Seward), durante 2 minutos a velocidade méaxima

(Abriouel et al., 2008; Alegria et al., 2009).

Ap6s o processamento das amostras, a composicdo microbiana das amostras
alimentares foi entdo determinada. A partir da mistura resultante, foram retirados 1 mL
da solucdo para a realizacao de dilui¢oes decimais, com 9 mL de Solucao Ringer (1/4
strength) (Sigma aldrich, EUA). Apos as diluigoes, aliquotas de 100 pL ou de 1 mL das
respetivas amostras foram plaqueadas nos meios seletivos, em duplicado, pelo método
de espalhamento e de incorporacao, respetivamente (Abriouel et al., 2008; Ercolini et
al., 2009). Os meios utilizados para o isolamento da biodiversidade microbiana das
amostras em estudo foram diversos e especificos para cada microrganismo a analisar.

Os respetivos meios foram utilizados de acordo com as instrucoes do fornecedor.

Utilizou-se o meio Plate Count Agar (PCA) constituido por 5 g/L de triptona (Conda,
Espanha), 2,5 g/L extrato de levedura (Merck, Alemanha), 1 g/L de glucose (Fisher
Scientific, Portugal) e 12 g/L de agar (Himedia, india), com um pH igual a 7,0+0,2,
para a contagem das bactérias mesofilicas totais aerdbias, tendo sido as placas
incubadas a 30 °C por 72 h (Alegria et al., 2009). No caso de contagem das bactérias
psicrotroficas aerobicas, as placas foram incubadas a 7 °C durante 10 dias (Ercolini et
al., 2009). Foi utilizado o método de incorporacgdo, onde 1 mL das dilui¢des sucessivas
foram colocadas em placas de Petri, sendo subsequentemente adicionado 15 mL de
meio PCA arrefecido a 45 °C, homogeneizado e deixado solidificar antes da incubacao

adequada.

O meio Agar Man Rogosa and Sharpe (VWR, EUA) com um pH 5,7 foi utilizado para
contagem de lactobacilos, sendo as placas incubadas apds inoculacdo de 100 uL de
amostra pelo método de espalhamento a 30°C durante 72 h, em condicoes de
anaerobiose (Alegria et al., 2009). Ap6s o tempo de incubacdo as colonias podem

apresentar-se como compactas, emplumadas, pequenas, opacas e brancas.

O meio agar Mi17 (Biokar Diagnostics, Franca) foi utilizado para contagem de
lactococos (Alegria et al., 2009), pelo que as placas apds serem inoculadas com
aliquotas de 100 pL de amostra pelo método de espalhamento foram incubadas a 30 °C
durante 48 h em aerobiose. As colonias podem atingir 1 a 2 mm de diametro,

dependendo do niimero de coldnias existentes na placa.
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O meio Slanetz and Bartley agar (VWR, EUA) foi utilizado para a contagem de
enterococos. Apos a esterilizacao do meio é adicionada uma solucao estéril a 1% (v/v)
de CTT (Cloreto de trifeniltetrazolio) (VWR, EUA), que ir4 permitir desenvolver uma
coloracdo vermelha ou roxa das colonias presuntivas pelo facto destas bactérias
reduzirem o CTT a um formazano insoltvel que é vermelho. Para a contagem de
enterococos, as placas de Petri foram inoculadas com aliquotas de 100 uL. de amostra
pelo método de espalhamento, sendo posteriormente incubadas a 37 °C durante 48 h

(Faccia et al., 2015).

Para contagem de Pseudomonas spp. foi utilizado o meio agar base Pseudomonas
suplementado com CFC suplemento seletivo de Pseudomonas (concentracao final no
meio: cetrimida 2,5 mg/L; acido fusidico 2,5 mg/L; Cefalosporina 12,5 mg/L) (VWR,
EUA). Para a contagem de Pseudomonas spp., as placas foram inoculadas com
aliquotas de 100 uL de amostra pelo método de espalhamento, e posteriormente foram
incubadas a 25 °C durante 48 h. Ap6s o tempo de incubagdo, as colonias tipicas

apresentam uma coloracao verde-amarela fluorescente (Ercolini et al., 2009).

Foi também utilizado o meio Violet Red Bile Glucose Agar (VRBGA) (VWR, EUA), para
contagem de enterobactérias. Relativamente ao modo de execugdo, utilizou-se o
método de incorporacdo, pelo que as diluicoes foram colocadas em placas de Petri,
tendo sido subsequentemente adicionado 15 mL de agar VRBGA arrefecido a 45 °C.
Apos a solidificacao adicionou-se mais 10 mL de agar VRBGA na superficie do meio
inoculado. As placas foram incubadas a 37 °C durante 48 h, e ap6s o tempo de
incubacdo as coldnias apresentaram uma coloragio rosa a vermelho-violeta (Alegria et

al., 2009).

Para a contagem de estafilococos foi utilizado o meio Baird—Parker agar (VWR, EUA),
suplementado com 50 mL/L de gema de ovo com telurito (VWR, EUA). Este
suplemento permite a diferenciacao presuntiva de estafilococos coagulase positiva. As
colbnias apresentam uma coloracao preta, devido a reducao do telurito, e pode ocorrer
ou nao lipdlise e/ou protedlise originando zonas claras translicidas em volta das
colonias, podendo apresentar halos opalescentes. A ocorréncia de lipdlise e/ou
protedlise permite diferenciar os estafilococos coagulase positiva. As placas de Petri
com este meio foram plaqueadas com aliquotas de 100 uL. de amostra, utilizando o
método de espalhamento. As colénias foram registadas apos 48 h de incubacdo a 37 + 1

° C (Alegria et al., 2009).

Por ultimo, na contagem de leveduras e bolores utilizou-se o meio Yeast Extract

Glucose Chloramphenicol agar (YGCA), constituido por 5 g/L extrato de levedura
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(Merck, Alemanha), 20 g/L de glucose (Fisher Scientific, Portugal), 15 g/L de agar
(Himedia, India), com um pH igual a 6,6 + 0,2. Apds a esterilizacio, foi adicionado 0,1
g/L de antibiotico cloranfenicol (Honeywell Fluka, EUA) para suprimir o crescimento
de bactérias contaminantes, obtendo assim as condicoes ideais para o crescimento de
leveduras e bolores. A amostra foi inoculada pelo método de incorporacao. Uma
aliquota de cada diluicao foi colocada nas placas de Petri, seguidamente foi adicionado
15 mL meio YGCA arrefecido a 45°C. Ap6s solidificacdo do meio, as placas foram entao

incubadas a 25°C durante 3-5 dias, originando colénias tipicas (Alegria et al., 2009).

Apos a incubacdo, procedeu-se a contagem das coldnias contabilizando as placas com
30 — 300 colbnias. A contagem microbiana foi expressa em ufc/mL ou ufc/g de

amostra.
3.12 Analise sensorial heddénica

Na realizacdo da anélise sensorial do queijo de leite de cabra cru os parametros como
aparéncia, odor, textura, sabor e teor de sal foram avaliados usando uma escala
hedonica de nove pontos (1 = nao gostei e 9 = gostei extremamente). Para além disso,
cada consumidor indicou a sua intencdo de compra do queijo, utilizando uma escala
hedénica de 5 pontos (1 = certamente ndo compraria e 5 = certamente compraria). O

inquérito fornecido aos participantes encontra-se no anexo I (Tabet et al., 2016).

Assim, os queijos com 45 dias de maturagdo, dos respetivos lotes, exceto o lote 1 que
maturou até aos 31 dias, foram cortados em pequenos cubos e apresentados aos
consumidores regulares de queijo (n=50), no qual, 25 consumidores foram homens e
25 consumidores foram mulheres, com idade média de 33 + 11. O painel foi composto

por estudantes, professores e funcionarios da Universidade da Beira Interior.
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Capitulo 4 — Resultados e discussao

A producao de queijo com leite cru tem os seus desafios, sendo que se distingue de
outros leites, pela particularidade do seu sabor e pelo seu fabrico ocorrer apenas com a
cultura nativa do leite, nao possuindo nenhuma cultura iniciadora que auxilie o
processo de producao do queijo (Montel et al., 2014; Pereira et al., 2011; Yoon et al.,
2016). Para além disso, a composicao do leite, pode ser afetada por muitos fatores
(raca, alimentacao, condi¢oes de manuseio, estado de satide do animal, entre outros),
(Guo, 2003; Adams and Moss, 2008; Farkye, 2004; Getaneh, et al., 2016; Park et al.,
2017). Desta forma, todos estes fatores podem alterar a cultura nativa do leite e por

conseguinte alterar os parametros fisico-quimicos e microbiolégicos do queijo.

Para a industria de lacticinios que trabalham com leite cru, o ideal seria que o leite
apresentasse padroes de biodiversidade, de maneira a produzir queijos com
caracteristicas padronizadas, para que o queijo produzido mantivesse sempre as
mesmas propriedades, que sao apreciadas pelos consumidores. Assim, diminuindo a
possivel rejeicao do produto pelo consumidor, uma vez que, o sabor e a textura sio
afetados pelos efeitos da microflora do leite cru, que modificam a composicao fisico-

quimica do leite (Montel et al., 2014; Pereira et al., 2011).

Desta forma surge o objetivo deste trabalho, onde se pretendeu realizar uma
caracterizacdo fisico-quimica e microbiologica de leite de cabra cru e de queijo
fabricado pelo mesmo, durante os processos de producdo e maturacio, observando a
possivel variabilidade do produto. Assim para a realizacdo deste trabalho, foram
analisados 3 lotes diferentes. No primeiro lote analisado o tempo de maturacao do
queijo de cabra foi de apenas 31 dias, que seria o tempo necessario para obtencao de
um produto com boas propriedades organoléticas e seria o tempo necessario para
diminuir as populagdes bacterianas. Apds a anélise sensorial e microbiologica, foi
proposto mais tempo de maturacdo (45 dias) de forma a obter resultados mais

promissores.

4.1 Caracterizacao fisico-quimica do leite cru e queijo de

cabra

4.1.1 Avaliacao do pH

Dado que o pH é um parametro que apresenta variacoes ao longo do tempo de

maturacao do queijo, visto ser uma consequéncia das reacdes ocorridas durante a
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maturacao (Fernandes et al., 2018; Pereira et al., 2011), procedemos a sua avaliacao
durante a realizacdo do estudo. Para além disso, o pH do leite cru também foi testado,
de forma a perceber se o leite utilizado nestes trés lotes apresentava diferencas nos
valores de pH. A tabela 6 mostra os valores médios do pH do leite cru e dos queijos com

o respetivo tempo de maturacao.

Tabela 6: Valores de pH determinados no leite e durante a maturagdo do queijo. Os resultados sao

apresentados como média + desvio padrao.

pH
Lote Leite Tempo de maturacao (dias)
5 10 20 31 45
7,22+0,01 5,92+0,03 5,59£0,02 5,53+0,01 5,52£0,02 n.d
2 6,734+0,02 6,19+0,01 6,05+0,00 5,72+0,01 5,65+0,02 5,7240,00
7,07+0,02 6,06+0,02 5,97+0,01 5,664£0,01 5,64+0,01 5,28+0,01

n.d: ndo determinado

Nos resultados obtidos na determinacao do pH, foi possivel verificar que os valores do
pH do leite encontram-se entre 6,73 e 7,22. Dos trés lotes de leite de cabra cru
utilizados no fabrico de queijo, o leite do lote 2 foi aquele que apresentou um pH mais

baixo.

Analisando a evolugdo do pH ao longo do processo de maturacdo dos queijos foi
possivel verificar que a diminuicao e estabilizacdo do pH no lote 1 ocorreu mais cedo
relativamente aos restantes lotes. Por outro lado, é verificado que os valores do pH dos
queijos do lote 2 e 3 vao-se aproximando a medida que a maturacdo dos queijos

progride, o que nao se tinha verificado inicialmente.

No entanto, independente do pH inicial das amostras de leite cru de cabra, o pH sofre
uma ligeira diminuicao ao longo do processo de maturacao que tende a estabilizar a
partir dos 20 dias, assumindo valores entre 5,72 — 5,53. Porém, o lote 3 aos 45 dias de

maturacao sofreu uma pequena oscilacao, assumindo valores de pH mais baixos (5,28).

O pH de leite de cabra cru descrito em trabalhos anteriores apresentam valores de pH
de 6,6 ou proximos deste (Bontinis et al., 2012; Faccia et al., 2015; Miloradovic et al.,
2017; Pino et al., 2018; Tabet et al., 2016; Zarate et al., 1997). Pelos resultados obtidos,
o pH do leite do lote 2 é o mais semelhante com a literatura, no entanto, os valores de

pH dos restantes lotes encontram-se proximos.

De acordo com resultados determinados pelos autores Hayaloglu et al., (2013) e Pino et

al., (2018) na medicao do pH em queijos fabricados com leite de cabra cru, os valores
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de pH obtidos no final do tempo de maturagdo destes queijos, encontravam-se entre

4,71 € 5,42.

As diferencas encontradas nos valores de pH entre a literatura e este trabalho podem
ocorrer, devido a composicao do leite, uma vez que este é afetado por muitos fatores,
como, a raca, a idade, o animal, a alimentacdo, a estacdo do ano, as condicOes
ambientais, o periodo de lactacao, o periodo da ordenha, o estado nutricional e a satide
do animal (Guo, 2003; Adams and Moss, 2008; Farkye, 2004; Getaneh, et al., 2016;

Park et al., 2017).

Os valores baixos de pH, podem ser a causa de uma prensagem suave que proporciona
a retencao de soro na coalhada, tendo como consequéncia a sua acidificacao (Delgado
et al., 2011). Por outro lado, a diminui¢ao do pH ao longo do tempo de maturacao, pode
estar relacionado, como relatado por varios autores, com a populacdo microbiana
existente nos queijos, e pela producao de acido lactico, proveniente da degradacao da
lactose pelas BAL (Alegria et al., 2009; Bertuzzi et al., 2018; Delgado et al., 2011;
Zarate et al., 1997). Os baixos valores de pH, resultantes do metabolismo das BAL,
podem estar envolvidos na inibicdo do crescimento de microrganismos, como

aconteceu para a populacao de enterobactérias, observadas por Picon et al., (2016).

Desta forma, a diminui¢do repentina do pH verificado no lote 1 logo nos primeiros dias
de maturacdo pode estar relacionada com a prensagem insuficiente, que
consequentemente, afeta o processo de sinérese pelo fato do soro nao ser

completamente expulso da coalhada, provocando a sua acidificacao.

Os valores de pH obtidos no final do processo de maturaciao do queijo produzido com
leite de cabra cru podem ainda ser comparados com os valores de pH de queijos

produzido com leite cru proveniente de outros animais (ex: vacas e ovelhas).

Em trabalhos realizados pelos autores Alegria et al., (2009) e Jo et al.,, (2018) em
queijos de leite de vaca cru, os valores do pH determinados no final do tempo de
maturacao dos queijos variaram entre 5,25 e 5,90. Porém, Alvarenga et al., (2011),
Bozoudi et al., (2018) e Goncalves et al., (2018), em queijos fabricados com leite de
ovelha cru, os valores do pH no final do tempo de maturacao, variaram entre 4,1 e 5,70.
Deste modo, os valores finais de pH dos queijos, podem variar entre os trabalhos
dependendo do tipo de leite utilizado, do pH inicial do leite, do tempo de maturacao

utilizado, assim como o tipo de queijo fabricado.
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4.1.2 Avaliacao do teor de humidade e perda de peso do queijo

A humidade tem um contributo direto e indireto no fabrico de queijos, devido aos
solidos dissolvidos, como proteinas de soro de leite e sais de leite solaveis (Pazzola et

al., 2019).

De acordo com os dados da tabela 7, o teor de humidade apresentou valores entre

48,90% e 60,76%, mediante o tempo de maturacao.

Tabela 77: Valores do teor de humidade (%) determinados durante a maturacio do queijo. Os resultados
sdo apresentados como média + desvio padrio.

Teor de humidade (%)
Tempo de maturacao (dias)
Lote
5 10 20 31 45
1 48,90+0,13 49,88+1,06 43,73+10,3 48,72+0,50 n.d
2 48,23+0,10 51,83+0,58 53,95+0,83 57,21+0,27 57,20£0,41
3 50,04+0,76 50,88+0,42 54,174+0,80 53,7340,62 60,76+1,67

n.d: ndo determinado

Pelos resultados obtidos, os queijos do lote 1 ao longo do processo de maturacao
apresentaram um teor de humidade idéntico, verificando-se uma oscilacao dos seus
valores aos 20 dias de maturacdo, no entanto foi observado nestes queijos um teor de
humidade aos 31 dias de maturacao de 48,72% (valor préximo ao observado nos
queijos com apenas 5 dias de maturacdo). Em relacao aos lotes 2 e 3, o teor de
humidade dos queijos tende a aumentar ao longo do processo de maturacao. Contudo,
no lote 2 foi verificado que a partir dos 31 dias de maturacao o teor de humidade tende
a estabilizar, assumindo valores de humidade préximos de 57%. No lote 3 os queijos
com 5 e 10 dias de maturacdo apresentaram um teor de humidade idéntico, tendo
apresentado um aumento ao longo do processo de maturagdo, apresentando
aproximadamente 60,76% de humidade aos 45 dias de maturacdo. Assim pelos
resultados obtidos, foi verificado que os lotes 2 e 3 sdo semelhantes relativamente ao

teor de humidade.

Porém, os teores de humidade dos queijos nao sofreram grandes alteracoes, durante o
processo de maturacdao. No entanto, estes resultados nao eram os esperados, uma vez
que ao longo da maturacao foi verificado uma diminuicdo do peso dos queijos dos
varios lotes (Figura 8). As diferencas observadas no teor de humidade durante a
maturacao dos queijos poderao ser causadas pelas amostras de queijo analisadas, uma
vez que, em cada analise (com o tempo de maturacao pretendido) o queijo foi sempre
diferente. Por conseguinte, outra justificacdo pode estar na base dos resultados obtidos,

como refere Macedo et al., (1993), que o teor de humidade nos queijos aumenta a
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medida que a razdo caseina/gordura também aumenta. Esta razdo estd associada a
humidade retida na rede de caseinas, uma vez que as caseinas formam uma rede

continua ocluindo a gordura e a 4gua no seu interior (Pazzola et al., 2019).

Em trabalhos anteriores, descritos por Hayaloglu et al., (2013) e Pino et al., (2018), os
teores de humidade final dos queijos produzidos com leite de cabra cru apresentavam
um teor de humidade < 50%. Relativamente aos queijos produzidos com leite de cabra
pasteurizado, Pereira e seus colaboradores (2010) verificaram teores de humidade

entre 82,3% e 86,2%, diminuindo com o tempo de maturagao.

Para além disso, os valores de humidade dos queijos obtidos neste trabalho, podem ser
comparados com os valores de humidade de outros queijos fabricados com outros

leites.

Em trabalhos realizados pelos autores Jo et al., (2018) e Zhao et al., (2019) em queijos
produzidos com leite de vaca cru, observaram teores de humidade no final do periodo
de maturacao, entre 33% e 44,13%, contudo, nos trabalhos desenvolvidos por Ayyash
and Shah, (2010), Kongo et al., (2009) e Pereira et al., (2010), em queijos fabricados
com leite de vaca pasteurizado, os teores de humidade dos queijos exibiram valores
entre 37% e 86,2%, os quais diminuiram durante a maturacao dos queijos. Em queijos
produzidos com leite de ovelha cru, foi constatado por varios autores, Alvarenga et al.,
(2011), Bozoudi et al., (2018) e Goncalves et al., (2018), que os valores do teor de
humidade final dos queijos variaram entre 39,10% e 52,56%. Por conseguinte, em
queijos fabricados com leite de ovelha pasteurizado, os queijos analisados por Pereira
et al.,, (2010) apresentaram valores entre 71,5% e 76,5%, com diminuicdo dos seus

valores ao longo do tempo.

Deste modo, a variabilidade de resultados relativos ao teor de humidade esti
relacionada com os diferentes métodos de fabrico entre os lacticinios, assim como, pela
composicao diferente dos leites e da eficacia do processo de prensagem (Kongo et al.,

2009; Park, 2007).

De acordo com a classificacdo dos queijos, relativamente ao seu teor de humidade
(Tabela 1), podemos classificar os queijos do lote 1 como queijos semi macios (< 50%) e

os queijos dos lotes 2 e 3 como queijos macios (= 50%) (Adams and Moss, 2008).

Relativamente ao peso dos queijos, como ja anteriormente referido, os resultados nao
apresentaram a mesma tendéncia com o teor de humidade (Figura 8). Desta forma, foi
observado uma diminuicao do peso dos queijos durante o tempo de maturacao, tendo

sido verificado uma reducao de 20,7 % no lote 1, de 31,4 % no lote 2 e de 28,8 % lote 3,
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em relacdo ao peso inicial dos queijos (considerando os queijos com 5 dias de

maturacao), (dados nao mostrados).
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Figura 8: Valores percentuais do peso do queijo (linhas a cheio) e os valores do teor de humidade (linhas
a tracejado) determinados durante a maturacao do queijo. Os resultados sdo apresentados como média +
desvio padrao.

4.1.3 Avaliacao do teor de sal

Apos a formacao da coalhada, os queijos sao salgados, através do processo de salga, por
diferentes métodos, os quais originam uma distribuicdo ndo homogénea do sal no

queijo (Real, et al., 2018; Faccia et al., 2015; Guinee, 2004; Kongo et al., 2009).

Neste caso, o processo de salga do queijo realizado nao é padronizado. Durante o
processo de maturacdo do queijo a absorcao de sal ocorre através da sua difusao na
coalhada. A absorcao de sal é causada pelo contra fluxo de humidade do queijo que cria
uma camada supersaturada na superficie do queijo, permitindo a dissolucao do sal na
humidade de superficie possibilitando a sua difusdo, lentamente para o interior do
queijo. Este contra fluxo causa um gradiente decrescente de sal da superficie para o
interior dos queijos e um gradiente decrescente de humidade na direcao oposta, no
entanto estes gradientes vao desaparecendo lentamente ao longo do tempo de
maturacao, até que ocorra um equilibrio entre o teor de sal e teor de humidade (Guinee,

2004).

Por conseguinte o equilibrio é geralmente alcancado mais rapidamente em queijos de
menores dimensdes. Assim sendo, o teor de humidade dos queijos é o principal fator
que afeta as taxas de absorcao e difusao de sal, porém em queijos da mesma variedade a
taxa de difusao de sal nao é necessariamente maior no queijo com maior humidade,

uma vez que os niveis de gordura e de proteina podem afetar a migracao do sal no

55



queijo (Guinee, 2004). Adicionalmente, a area de superficie, acidez, proporcao de sal e

temperatura, também interferem na difusdo do sal para o queijo (Cankurt, 2019).

A avaliacdo do teor de sal foi determinada tanto no leite cru como para queijos
fabricados por este leite com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de maturacdo. Pelos resultados
obtidos (Figura 9), foi observado que o leite dos trés lotes em estudo contém vestigios
de sal, tendo-se verificado teores de sal semelhantes nos diferentes lotes, cerca de 0,4 %
de sal. No trabalho desenvolvido por Zarate e co-autores, (1997) com o mesmo tipo de
leite, este apresentou um teor de sal de 0,22%, contetido de sal semelhante ao leite

utilizado neste estudo.

Relativamente ao teor de sal nos queijos, este aumenta progressivamente ao longo da
maturacao, em todos os lotes, como seria esperado (Figura 9), verificando-se aos 5 dias
de maturacdo o maior aumento. Por conseguinte, nos lotes 2 e 3, entre os 10 e 0s 20
dias de maturacao, o teor de sal nao apresentou variagoes, aumentando gradualmente
até ao ultimo dia de maturacdo, no entanto, o lote 2 foi o que se destacou, tendo

apresentado um aumento superior em relacao ao lote 3.

Relativamente ao lote 1, o teor de sal sofre uma pequena oscilacio entre os 10 e 20 dias
de maturacdo, observando-se posteriormente um aumento do teor de sal até final o

tempo de maturacdo, como verificado nos restantes lotes.

—— Jote1
- Jote2
Lote 3

Teor de sal (%)

O L) v L) v L) v L) v L) v 1
0 10 20 30 40 50

Tempo de maturacio (dias)

Figura 9: Valores do teor de sal (%) determinados durante a maturacdo do queijo. Os resultados sdo
apresentados como média + desvio padrao.

Comparando os trés lotes, é possivel concluir que os queijos do lote 1 foram os que

apresentaram menor teor de sal em todo o processo de maturacao, terminando com um
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teor de sal, cerca de 1,6%, relativamente aos lotes 2 e 3, que apresentaram teores de sal

de 2,8% e de 2,5%, respetivamente.

Os teores de sal obtidos nos queijos dos trés lotes podem ser comparados com a
literatura de queijos fabricados com o mesmo leite ou com outros leites. Em trabalhos
anteriores, descritos por Hayaloglu et al., (2013), Togay et al., (2017) e Pino et al.,
(2018), os teores finais de sal dos queijos produzidos com leite de cabra cru
apresentaram valores entre 1,52% e 7,75%. Nomeadamente o autor Zarate et al., (1997)
observaram um comportamento similar ao verificado neste trabalho para os queijos

dos varios lotes (entre 3,72% e 6,10%).

Pesquisas anteriores em queijos produzidos com leite de vaca cru, descritas por Jo et
al,, (2018) e Zhao et al.,, (2019) os queijos no final do tempo de maturacao
apresentaram um teor de sal entre 1,13% e 1,35%. Em queijos fabricados com leite de
ovelha cru com um tempo de maturacao de dois meses, o autor Bozoudi et al., (2018)
verificou teores de sal de 4,3% e 4,5%. Noutros trabalhos, onde foi aplicado tratamento
térmico ao leite, os queijos produzidos também apresentaram um aumento do teor de
sal durante o tempo de maturacao, observando-se teores de sal entre 1,27% e 3,28%,
em queijos de leite de cabra (Kondyli et al., 2016; Miloradovic et al., 2017) e em queijos
de leite de vaca (Kongo et al., 2009) foram determinados teores de sal entre 0,9% e

5,1%.

O aumento do teor de sal durante a maturacdo dos queijos, descrito por diversos
autores, corrobora com os resultados aqui descritos (Figura 9), provém do aumento da
difusdo do sal na coalhada, uma vez que a absorcao de sal é causada pelo contra fluxo
da humidade do interior do queijo para a superficie (Guinee, 2004). Por conseguinte,
enquanto nao for estabelecido um equilibrio entre os gradientes (sal e humidade) o
aumento do teor de sal no queijo é verificado (Kondyli et al., 2016). No entanto, o
tempo necessario para a obtencao do equilibrio é condicionado pelo tipo, forma e

tamanho do queijo, sua composicao e condi¢oes de maturacao (Guinee, 2004).

Relativamente a variabilidade dos valores dos teores de sal observado, pode derivar do
processo de salga, uma vez que este processo ocorre de forma convencional sem
qualquer padronizacao no momento da sua aplicacao (Cankurt, 2019; Kongo et al,

2009).
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4.1.4 Determinacao da concentracao de grupos de aminas livres,

para monitorizacao do processo de proteolise

Na protedlise ocorre a degradacao de proteinas e de polipeptideos, pelo que, a clivagem
das ligacoes peptidicas origina grupos a-amino livres. Estes grupos libertados pela
hidrolise de proteinas reagem com o reagente TNBS, originando compostos
cromogéneos (com uma intensidade de cor amarelo-laranja) que absorvem fortemente

a 420 nm (Kuchroo et al., 1983; Meng et al., 2018; Polychroniadou, 1988).

O procedimento utilizando com o reagente TNBS, visa ser uma alternativa ao método
classico (método de Kjeldahl) para medir a protedlise durante a maturacao do queijo,
verificando-se uma boa concordancia entre os valores obtidos pelos dois métodos
(Polychroniadou, 1988). Desta forma, o procedimento com TNBS foi utilizado para
quantificar os grupos a-amino livres, permitindo deste modo, monitorizar a prote6lise
durante a maturacdo dos queijos (Meng et al., 2018; Polychroniadou, 1988). O método
do TNBS é um ensaio espectrofotométrico simples, rapido e sensivel, que permite
utilizar pouca quantidade de amostra, assim como, analisar um grande ntmero de
amostras em simultaneo (Polychroniadou, 1988). Assim, a proteolise foi monitorizada
em trés lotes distintos, durante todo o processo de producao e de maturacdo dos
queijos. A figura 10 demonstra a evolucao da proteélise a partir das concentragoes dos
grupos a-amino livres, resultantes da hidrélise das proteinas das amostras de leite e

dos queijos com 5, 10, 20, 31 € 45 de maturacao.

Pelos resultados obtidos, dos trés lotes em estudo, foi verificado que as concentragoes
dos grupos a-amino livres, quantificados como equivalentes de glicina (mM) tendem a
aumentar com o tempo de maturacdo. Assim, como estes grupos permitem monitorizar
a taxa de protedlise, conclui-se que durante a maturacao do queijo a taxa de protolise

também aumentou.

A partir da figura 10, é possivel observar que o lote 1 e o lote 3 apresentam perfis
semelhantes de proteélise, sendo esta mais intensa entre os 10 e os 20 dias de
maturacao, sendo que, o lote 1 foi o que apresentou uma taxa de proteélise superior até
aos 31 dias de maturacao, tendo sido observado uma concentraciao de grupos a-amino
livres de 0,267 mM. Por conseguinte, a taxa de protedlise do lote 3, aumentou
continuamente até aos 45 dias de maturacao (0,293 mM), periodo que nao foi avaliado

para o lote 1.
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Figura 10: Quantificacdo da atividade proteolitica, representada pela concentracdo dos grupos a-amino
livres, representados como equivalentes de glicina (mM), determinados durante a maturacio do queijo. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrao.

Relativamente ao lote 2, a concentracao dos grupos a-amino livres determinada no leite
foi superior aos restantes lotes (0,073 mM). No entanto, esta concentracao foi
aproximadamente estavel até aos 20 dias de maturacdo, contrariamente ao observado
nos lotes 1 e 3. Por outro lado, no lote 2, a partir dos 20 dias de maturacdo a taxa de
proteélise apresentou um aumento, sendo, no entanto, sempre inferior a verificada nos
lotes 1 e 3. Assim, a taxa de protedlise observada para o lote 2 apresentou-se inferior

(0,178 mM) aos restantes lotes.

O aumento consideravel dos grupos a-amino livres que reagem com o reagente de
TNBS observado a partir dos 20 dias de maturagdo, no lote 2, assim como observado
nos outros lotes, pode ter ocorrido pela libertacdo de peptidases microbianas iniciais e

nao iniciais ap6s a morte celular (Kuchroo et al., 1983).

Em estudos descritos por Alexandraki and Moatsou (2018), utilizando o método do
TNBS, em queijos pasteurizados, fabricados com leite de ovelha e com leite de mistura
(ovelha e cabra), foi verificado que a concentracao dos grupos a-amino livres aumentou
durante o processo de maturacao dos queijos (120 dias). Nos queijos de leite de ovelha,
o grupo de investigacdo determinou concentracdes de grupos a-amino livres entre
0,220 mM e 0,463 mM, e em queijos de leite de mistura foram verificadas
concentragoes entre 0,185 mM e 0,294 mM. Como as concentracoes de grupos a-amino
livres foram superiores as obtidas nos queijos dos trés lotes em estudo, constata-se que

os queijos analisados pelo autor sofreram maior proteoélise, no entanto, estes resultados

59



s6 devem ser considerados para fins comparativos, uma vez que, a populacao

microbiana difere (Pereira et al., 2010).

Noutros trabalhos em queijos fabricados com leite de cabra cru, com um método de
quantificacdo diferente (método de Kjeldahl), os resultados obtidos apresentaram a
mesma tendéncia, tendo sido quantificado pelo método, um aumento das fracoes
azotadas durante o processo de maturacao (Bontinis et al., 2012; Delgado et al., 2011).
Além disso, o aumento da taxa de protetlise também foi verificado em queijos
pasteurizados com leite de cabra, descrito pelos autores Kondyli et al., (2016),

Miloradovic et al., (2017) e Tabet et al., (2016).

Pelos varios resultados descritos, a extensao da taxa de protedlise nos queijos de cabra
pode apresentar algumas diferencas. Assim a taxa de protedlise pode ser mais ou
menos intensa dependo de diversos fatores utilizados no fabrico dos queijos, podendo
estar relacionados com o tipo de coalho, enzimas microbianas proteoliticas presentes
em cada queijo, atividade enzimatica das peptidases e proteases das BAL nativas,
introducao de uma cultura iniciadora, tipo de alimentacao dos animais produtores de
leite, assim como, condi¢oes de maturacao (pH, niveis de humidade, concentracao de
sal) (Bozoudi et al., 2018; Delgado et al., 2011; Kondyli et al., 2016; Tabet et al., 2016).
No entanto, os baixos valores de pH e humidade, os elevados teores de sal, limitam a
atividade enzimatica (Bontinis et al., 2012; Delgado et al., 2011; Hayaloglu et al., 2013;

Miloradovic et al., 2017).

Pelos fatores apresentados, a taxa de proteotlise é mais intensa se a atividade enzimética
nao for comprometida. Assim sendo, quantos mais fatores interferirem na atividade

das enzimas, menor sera a protedlise nos queijos.

Este processo torna-se importante durante a maturacao do queijo, uma vez que, esta
envolvido no desenvolvimento da textura do queijo, através da clivagem das caseinas,
que causa alteracOes estruturais na matriz do queijo. Estd também envolvido no
desenvolvimento do sabor da maioria das variedades de queijo, pela formacao de
percursores (peptideos mais curtos e aminoacidos livres) que posteriormente sofrem
reacoes secundarias, pelo que, sao convertidos em compostos volateis associados ao

sabor (Bontinis et al., 2012; Delgado et al., 2011; Jo et al., 2018; Kongo et al., 2009).

Em muitas variedades de queijo a hidrélise inicial das caseinas ocorre pela acao do
coagulante, pela plasmina e por enzimas proteoliticas nativas do leite (Bontinis et al.,
2012; Galiou et al., 2013; Delgado et al., 2011). Isto pode justificar a determinacao de

grupos a-amino livres nas amostras de leite de cabra cru (Figura 10).
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A atividade destas enzimas origina peptideos grandes e intermédios que sao
posteriormente degradados pelo coagulante, assim como, pelas proteinases e
peptidases das BAL iniciais e nao iniciais e pela microflora secundaria (Bontinis et al.,
2012; Galiou et al., 2013; Delgado et al., 2011; Kongo et al., 2009). No entanto, as
enzimas bacterianas tém um papel fundamental na hidroélise de peptideos de baixo
peso molecular em aminoacidos livres, uma vez que as enzimas coagulantes sao

incapazes de hidrolisar esses peptideos em aminoacidos livres (Pereira et al., 2010).

Assim ao longo da maturacdo, existe um sinergismo entre a acdo das enzimas do
coagulante e as enzimas bacterianas, uma vez que esta relacao pode explicar o aumento
de pequenos peptideos, verificado ao longo da maturacdo do queijo (Pereira et al.,
2010). Desta forma, a partir dos resultados obtidos, foi possivel verificar o aumento da
concentracao de grupos a-amino livres ao longo da maturacao nos queijos dos varios
lotes, resultantes da possivel cooperacdo entre as enzimas coagulantes e bacterianas

(Figura 10).
4.1.5 Avaliacao de acidos organicos existentes no leite e no queijo

A avaliacdo dos acidos organicos é importante para estudos de sabor, por razdes
nutricionais, sendo também a sua determinacdo um indicador da atividade microbiana
(Ball et al., 2011; Bevilacqua and Califano, 1989; Marsili et al., 1981; Pereira et al.,
2010). Além disso, a quantificacdo dos acidos organicos e os seus perfis podem ser
usados na classificacdo dos queijos relativamente a extensao da sua maturacao (Pereira

et al., 2010).

Os 4cidos organicos podem surgir nos produtos lateos, como resultado da hidroélise de
acidos gordos, pela adicao direta de acidificantes (como sdo exemplos, os 4cidos,
citrico, lactico e propiénico), pelos processos metabolicos normais dos animais, ou pelo
crescimento microbiano (por exemplo, acido piravico, lactico, acético e propiénico)
(Bevilacqua and Califano, 1989; Marsili et al., 1981). A producao de acidos organicos
através das BAL, assim como a producao de outros compostos, permitem melhorar a

seguranca e o prazo de validade dos alimentos (Abriouel et al., 2008).

Nesta fase, a concentracao dos acidos organicos do leite de cabra cru e do queijo
fabricado, com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de maturacao, foram quantificados por detecao
UV (220 nm), num HPLC a operar em modo isocratico. Este método é simples e rapido,
apresentando como principais vantagens, a preparacao das amostras, que é simples,
pelo que a extracao dos acidos organicos ocorre de uma s6 vez. Outro aspeto positivo, é
ser apenas necessario uma unica coluna de HPLC para a determinacao de diversos

acidos organicos (Bouzas et al., 1991). O método permite monitorizar a atividade da
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cultura inicial, entendendo o metabolismo microbiano, através da quantificacdo dos
seus metabolitos, assim como, acompanhar as alteracdoes de qualidade durante a
maturacao do queijo (Bevilacqua and Califano, 1989; Marsili et al., 1981; Bouzas et al.,
1991). Além disso, esta técnica permite aos fabricantes de queijos decidirem quais os
lotes de queijo ideais para venda imediata e quais os lotes de queijo que devem de

sofrer uma maturacao adicional (Bouzas et al., 1991).

Assim para a identificacao dos acidos organicos nas amostras alvo, solucoes padroes de
acido lactico, acido propidnico, acido acético, acido citrico e o acido féormico foram
analisadas no HPLC para a determinacao dos respetivos tempos de retencao.
Adicionalmente foi injetada uma solu¢do com a mistura de acidos organicos para
verificar se os acidos organicos alteravam o seu tempo de retencao (Figura 11). Todos os
acidos organicos mantém o seu tempo de retencao na mistura de 4cidos organicos,

exceto o acido lactico (10,95 versus 11,02).
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Figura 11: Cromatograma caracteristico da mistura dos padroes de acidos organicos a 2%. (1) acido citrico
(7,3 min.); (2) acido lactico (10,9 min.); (3) 4cido férmico (11,7 min.); (4) acido acético (12,8 min.); (5)
acido propionico (15,3 min.).

Considerando os tempos de retencdo dos padroes dos acidos organicos, foi possivel
identifica-los nas amostras alimentares, pelo que, a partir da curva de calibracao de
cada acido, foi determinada a concentracao dos 4cidos existentes no leite e nos lotes de

queijos.

Pelos resultados obtidos, como é mostrado na tabela 8 verificou-se que apenas os
acidos citrico, lactico e acético existem nas amostras alimentares em valores
quantificaveis, considerando que os restantes acidos, também estejam presentes nos
produtos lacteos, como verificado em trabalhos anteriores (Bouzas et al., 1991; Jo et al.,

2018; Marsili et al., 1981).

Pelas concentracoes dos acidos organicos determinadas aos longo da maturacao do
queijo, foi possivel observar que o 4cido citrico foi determinado em todas as amostras

de leites de todos os lotes, tendo sido verificado, um valor de 0,005%. Posteriormente,
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este deixou de ser detetado no queijo, uma vez que aos 5 dias de maturacao e a partir
deste, nao foi possivel determinar mais a sua concentragao, apresentando-se este em

niveis indetetaveis pela metodologia usada.
Tabela 8: Valores das concentracgoes dos acidos organicos determinados no leite de cabra cru e no queijo

durante a maturagao. Os resultados sao expressos em % de acido organico, apresentados como média +
desvio padrao.

Tempo de maturacao (dias)

Acidos Organicos (%) Lt. Leite

5 10 20 31 45
1 0,005 n.dt n.dt n.dt n.dt nd
(+ 0,000)
Acido Citrico 2 0,005 n.dt n.dt n.dt n.dt n.dt
(+ 0,000)
3 0,005 n.dt n.dt n.dt n.dt n.dt
(+ 0,001)
L ndt 0,087 0,095 0,162 0,110 nd
(£ 0,005) (+0,003) (£0,004) (+0,012)
Acido Léctico 2 @ -® w0085 o ou0 o 0,088
(£ 0,014) (+0,015) (+0,011)
ndt 0,059 0,084 0,103 0,123 0,148
3 ’ (£ 0,002) (£0,006) (£0,010) (+0,008) (+0,005)
1 n.dt n.dt 0,013 0,027 0,042 n.d
(+ 0,002) (+0,002) (% 0,001)
Acido Acético 2 n.dt -@ - @ 0,010 0,013 0,012
(+ 0,002) (+0,001) (+0,001)
3 ndt ) 0,011 0,017 0,021 0,030

(+ 0,001) (+0,000) (+0,001) (+0,002)

n.d: ndo determinado
n.dt: ndo detetado pela metodologia
- @ :detetavel mas ndo quantificavel (encontra-se abaixo do limite minimo da reta de calibragio)

Relativamente as concentracoes do acido lactico, estas apresentaram um aumento ao
longo da maturacdo, tendo sido verificadas pequenas oscilagoes no lote 1 e 2. No
entanto, s6 a amostra de leite do lote 2 é que apresentou valores detetaveis de acido
lactico, mas nao quantificAveis. No lote 1, aos 20 dias de maturagido, foram
determinadas as concentracdes mais altas, apresentando cerca de 0,162%, ocorrendo
um pequeno decréscimo aos 31 dias (0,110% de acido lactico). No lote 2, as maiores
concentracoes foram obtidas aos 31 dias de maturacao, com 0,110%, tendo diminuido e
apresentado uma concentracao final foi de 0,088%. No lote 3, as concentracoes deste
acido aumentaram em todo o processo de maturacao do queijo, apresentando aos 45

dias de maturacao uma concentracao de 0,148%.

Perante os resultados apresentados, é possivel concluir que o lote 3 foi o que
apresentou maior concentracao de acido lactico no final da maturacao dos queijos (45
dias de maturagao). Adicionalmente, apesar de algumas oscilacbes existentes nas

concentragoes deste acido ao longo da maturacao, os valores de concentracao de acido
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lactico nos queijos sao semelhantes nos lotes 1 e 3. O lote 2 apresenta valores inferiores

aos verificados nos restantes lotes.

Pelos resultados apresentados foi possivel verificar que as concentracées de acido
acético aumentam ligeiramente ao longo do processo de maturacao. O lote 1 destacou-
se dos restantes, uma vez que, foi o que apresentou o maior aumento de concentracao
de 4cido acético ao longo da maturagao do queijo com 0,042% de acido. No lote 3, foi
também verificado um aumento da concentracao de acido acético ao longo do tempo,

terminando o processo de maturacao com uma concentracao de 0,030% de acido.

Por conseguinte, o lote 2 apesar de ter apresentado valores detetaveis de acido acético,
estes nao foram quantificiveis até aos 10 dias de maturacao. Posteriormente a esta fase
de maturacao, a concentracao de acido acético foi quantificada, apresentando valores
semelhantes até aos 45 dias de maturagao (0,012% de acido acético), concentracao

inferior a observada nos outros lotes.

A excecdo do acido citrico, as concentracdes dos acidos organicos, lactico e acético,
aumentam ao longo do tempo de maturacao. Esta tendéncia, também foi comprovada
na literatura (Ayyash and Shah, 2010), num estudo onde avaliam a concentracao
destes 4cidos durante o tempo de maturacdo (durante 56 dias de maturacdo) em
queijos produzidos com leite de vaca pasteurizado. A producdo desses 4cidos é
determinante na producao de compostos de sabor e de aroma para os queijos (Jo et al.,

2018).

O acido lactico pode contribuir no queijo, de diversas formas através da expulsao do
soro da coalhada, diminuicdo do pH, nos estagios iniciais da maturacao, formacao de
compostos aromatizantes através do seu metabolismo e contribui para a seguranca e
qualidade do queijo (Adams and Moss, 2008; Jo et al.,, 2018; Marino et al., 2003).
Além disso, o aumento da concentracao de 4cido lactico produzido pelas BAL, pode
contribuir para a diminui¢do de grupos microbianos no interior do queijo. Assim, o
aumento verificado na producao de acido latico ao longo do processo de maturacao dos
queijos dos varios lotes, pode estar relacionada com o caracter fermentativo dos

microrganismos (Widyastuti et al., 2014; Adams and Moss, 2008; Pereira et al., 2010).

O citrato pode ser utilizado como fonte de energia (Jo et al., 2018). A maioria do 4cido
citrico nativo do leite cru é perdido para o soro do leite, no entanto, o acido citrico que
fica retido pode ser metabolizado em varios compostos aromatizantes, principalmente,
acido acético, 2,3-butanodiona (diacetil), e acetoina (Ayyash and Shah, 2010; Jo et al.,
2018). A informagao anterior, justifica a diminuicao do acido citrico verificada logo

apos os 5 dias de maturacgao do queijo (tabela 8).
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A aumento da produgao de acido acético foi verificado ao longo da maturacao do queijo
(tabela 8). A sua produgao devida ao metabolismo da lactose, metabolismo do citrato
ou a partir do catabolismo dos aminoacidos contribui significativamente para o sabor

final do queijo (Ayyash and Shah, 2010; Galiou et al., 2013; Pereira et al., 2010).

No entanto, o conteudo inicial de lactose pode ser o responséavel pela variacdo dos
dados relativamente aos acidos organicos (Pereira et al., 2010). Considera-se este o
principal carboidrato no leite e a principal fonte de energia das bactérias, pelo que, é a
partir do seu metabolismo que existe a producdo de acido lactico e de acido acético
(Widyastuti et al., 2014; Farkye, 2003; Jo et al., 2018). Deste modo, a analise dos
resultados obtidos nao deve ser em modo absoluto, mas de forma integrativa. Este fato
justifica-se porque a carga microbiana e concentracdo de lactose inicial interfere na
producao dos acidos, assim como a microflora do queijo e o tipo de fermentacao que as
bactérias executam (homo ou heterofermentativa) (Pereira et al., 2010). Também as
técnicas de processamento, as temperaturas utilizadas, o tempo de maturacao, e a

época/estacao de producao, podem influenciar os perfis dos acidos organicos (Bozoudi

et al., 2018).

O aumento da producado de acido lactico, pode relacionar-se com a diminuicao dos
valores de pH ao longo da maturacdo dos lotes analisados (Figura 12A). Este
comportamento foi verificado em outros trabalhos (Zarate et al., 1997). Além disso, a
diminuicao dos valores de pH estd também relacionada com a producdo de acido
acético (Figura 12B) (Adams and Moss, 2008). Assim os valores de pH e de acidos
organicos podem ser indicativos de uma acidificagdo bem-sucedida do queijo, devido a

atividade microbiana das BAL (Tabet et al., 2016).
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Figura 12: Relacdo entre os valores de pH (linhas a cheio) e a producdo de 4cidos organicos (linhas a
tracejado - (A) 4cido lactico e (B) 4cido acético) dos queijos ao longo do processo de maturacdo. Os
resultados sdo apresentados como média + desvio padrao.
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4.1.6 Analise reoldgica das amostras alimentares

A reologia alimentar é a ciéncia que estuda a deformacdo de sélidos e a fluidez dos
liquidos através de forcas mecanicas aplicadas (Silva and Costa, 2017). Nos alimentos,
as variaveis mais importantes que influenciam os parametros reoldgicos sdo, a
temperatura, a composicao do alimento e as condicoes de processamento (Gabas et al.,
2012). Além destas variaveis, nos laticinios, o comportamento reologico pode ainda ser
influenciado pela microestrutura, estabilidade do produto, propriedades organoléticas

e qualidade da matéria-prima (Silva and Costa, 2017; Gabas et al., 2012).

A composicao do leite é determinante nas caracteristicas reologicas dos produtos
lacteos, sendo as proteinas (principalmente as caseinas) e a gordura os compostos que
mais influenciam. Por conseguinte, estes compostos podem ser modificados por varios
fatores, como tratamentos térmicos ou operacdes mecanicas, podendo dessa forma
aumentar ou diminuir as caracteristicas reolégicas do leite e dos seus derivados (Silva
and Costa, 2017). Determinadas condigcOes e tratamentos, como acidez, teor de sal,
tratamento térmico e acdo de varias enzimas e bactérias, podem afetar a estabilidade da
caseina que consequentemente, podem influenciar significativamente a viscosidade do
leite. No queijo e em outros produtos lacteos, a maioria das suas propriedades
reologicas/texturais dependem dos géis de caseina formados no leite, independente da

sua origem (vaca, ovelha, cabra, etc) (Park, 2007).

Desta forma, a avaliacdo das caracteristicas reolégicas do leite e dos seus derivados,
torna-se uma ferramenta analitica importante para avaliar a qualidade dos alimentos,
como controlar a qualidade do produto final, pelo que, os seus parametros, estdo
diretamente relacionados com a aceitacao do produto final pelos consumidores (Silva

and Costa, 2017).

4.1.6.1 Reologia do leite de cabra cru

A reologia do leite ¢ influenciada por sua viscosidade. A viscosidade (1)) é a propriedade
fisica de um liquido para resistir ao seu fluxo, que depende do atrito interno de um
liquido e da relacdao entre o movimento cinético e a superficie livre (Park, 2007). A
viscosidade condiciona a libertacdo do sabor, relativamente a sua percecao e na parte
sensorial (Duhan et al., 2018). Contudo, a viscosidade ¢é afetada pelas concentracoes e

estado da gordura e das proteinas, pela temperatura, pH e idade do leite (Park, 2007).

O comportamento reologico do leite, geralmente exibe um comportamento newtoniano
simples, por conseguinte o leite concentrado demonstra um comportamento

pseudoplastico (ndo newtoniano) (Gabas et al, 2012). O comportamento
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pseudopléstico (comportamento de afinamento por cisalhamento) é caracterizado pela

diminuicao da viscosidade com taxas de cisalhamento crescentes (Laguna et al., 2016).

Assim, de forma a avaliar o comportamento reologico do leite de cabra cru dos varios
lotes, foram aplicadas taxas de deformacao (taxas de cisalhamento) compreendidas
entre 7,5 s e 150 s*. A partir do reograma obtido da anélise dos leites de cabra cru dos
trés lotes, figura 13, foi possivel determinar o comportamento reolégico do leite, ou

seja, o comportamento da sua viscosidade ap6s a aplicacao de taxas crescentes de

deformacao.
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Figura 13: Comportamento da viscosidade dos leites de cabra cru, dos trés lotes em estudo, ap6s a
aplicacdo de taxas crescentes de cisalhamento (entre 7,5 s e 150 s).

Foi possivel constatar que com uma taxa de cisalhamento de 7,5 s, o leite do lote 1 foi o
que apresentou uma viscosidade mais elevada (= 10 cP), enquanto que os lotes 2 e 3
demostraram ter uma viscosidade inferior, porém os lotes 2 e 3 apresentaram valores
iguais, cerca de 6,54 cP. Com o aumento das taxas de cisalhamento aplicadas, a
viscosidade dos leites tende a diminuir. Contudo, os lotes 2 e 3 apresentaram algumas
oscilacoes no comportamento do fluxo do leite. No que diz respeito a viscosidade final
apresentada pelas amostras de leite de cabra cru, apds terem sofrido uma taxa de
cisalhamento de 150 s?, os lotes 1 e 3 apresentaram uma viscosidade relativamente

proxima.

As amostras de leite de cabra cru dos vérios lotes apresentaram uma evolugao similar,
as quais se comportaram como fluidos ndo newtonianos, de natureza pseudoplastica

(afinamento por cisalhamento), pelo facto da viscosidade diminuir com taxas de
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cisalhamento crescentes (Laguna et al., 2016). Deste modo, as viscosidades dos leites

de cabra cru dependem das taxas de cisalhamentos aplicadas.

Em trabalhos anteriores, em leite de cabra pasteurizado com elevado teor de sdlidos
totais, apos terem sido aplicadas taxas de cisalhamento num intervalo compreendido
entre 16 — 360 s, o leite exibiu um comportamento nao newtoniano, para qualquer
tipo de temperatura testada. Este comportamento pode ser atribuido devido a presenca

de gordura, proteinas e outras moléculas complexas (Gabas et al., 2012).

Laguna e seus colaboradores (2016) no seu trabalho, em leite de vaca comercializado,
apos a aplicacdo de taxas de cisalhamento de 0,01 e 100 s* verificaram que a
viscosidade diminuiu apo6s taxas de cisalhamento crescentes, mostrando um
comportamento de afinamento por cisalhamento. Este comportamento esta de acordo

com o observado nos leites de cabra cru dos véarios lotes.

A diminuicao da viscosidade com o aumento das taxas de cisalhamento, podera ocorrer
devido a reducao da resisténcia do fluido da matriz do leite ao seu fluxo. Este
comportamento de afinamento por cisalhamento (comportamento pseudoplastico) é

comum para materiais biol6gicos ricos em gordura (Duhan et al., 2018).

Como descritos pelos varios autores, o comportamento pseudoplastico da viscosidade,
verificado nas amostras de leite de cabra cru dos vérios lotes, pode derivar da
composicao do leite (gordura e proteina) como pela diminui¢ao da resisténcia da matriz

do leite ao seu fluxo.

4.1.6.2 Reologia do queijo de cabra cru

A reologia do queijo (textura), tem um papel importante na qualidade do queijo, sendo

que vérias propriedades texturais podem ser medidas (Park, 2007).

Os resultados da dureza e adesividade do queijo de cabra, foram avaliados ao longo do
processo de maturacao nos dias 5, 10, 20, 31 e 45, relativamente as suas partes externas
e internas, apresentados na figura 14. Os resultados da dureza e adesividade, foram
obtidos através da compressao da amostra até 50 % da sua altura inicial a uma

velocidade de 1,0 mm/s.

Observando os resultados obtidos da textura do exterior do queijo, relativamente a sua
dureza, a parte externa apresenta uma dureza superior relativamente ao seu interior,
observado em todos os lotes. No entanto, foram encontradas diferencas na dureza

externa do queijo entre os varios lotes (Figura 14A).

68



Foi observado que no lote 1 (4,66 N e 1,62 N) e no lote 2 (9,5 N e 7,27 N), a dureza dos
queijos diminuiu ao longo do tempo de maturacao, ao contrario do lote 3 (6,15 N e 7,75

N) que apresentou um aumento da dureza do queijo.

Relativamente a dureza do interior dos queijos, foi inferior a determinada na parte
externa dos queijos. A sua evolucao ao longo do processo de maturacao, apresentou
oscilagoes, nao sendo possivel observar a sua tendéncia (Figura 14B). No entanto, é
possivel observar que a dureza final é inferior a dureza inicial observada no lote 1 (2,73
N e 1,31 N) e no lote 2 (3,99 N e 3,07 N). Por conseguinte, foi verificado o contrario no
lote 3, obtendo queijos com uma pasta mais dura, com valores a variar entre 3,57 N aos

5 dias de maturacao e 5,39 N ao fim de 45 dias de maturacao.
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Figura 14: Propriedades da textura do queijo de cabra, avaliados ao longo do processo de maturacao em
cada lote (1,2 e 3), sendo (A) Dureza externa, (B) Dureza interna, (C) Adesividade externa, (D) Adesividade
interna). Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

A adesividade inicial da parte externa dos queijos dos varios lotes (Figura 14C), aos 5
dias de maturacao apresentou resultados semelhantes. No geral, foi observado, em
todos os lotes, um aumento da adesividade da parte externa do queijo a sonda até aos

31 dias de maturacao, lote 1 (-0,04 N e -0,11 N), lote 2 (-0,07 N e -0,34 N) e lote 3 (-
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0,04 N e -0,36 N), contudo, a partir dos 20 dias de maturacao verificou-se uma

oscilagao dos seus valores.

Relativamente a adesividade da parte interna dos queijos (Figura 14D), também
apresentou a mesma tendéncia observada na parte externa dos queijos, ao longo da
maturacao. No entanto, no lote 1 apresentou uma ligeira diminuicao da adesividade aos
31 dias, tendo nesta mesma fase de maturacao o lote 2 apresentado uma oscilacao dos
seus valores. Nos resultados obtidos da adesividade da parte interna dos queijos, foi
verificado que os trés lotes apresentaram valores muito semelhantes aos observados na
parte externa dos queijos no inicio da maturacao, verificado no lote 1 (-0,05 N) e no lote
2 (-0,07 N). No lote 3, o queijo apresentou uma adesividade superior a verificada na
parte externa do queijo (-0,10 N). Porém, durante o processo de maturacdo a
adesividade da parte interna dos queijos dos varios lotes em estudo, apresentou valores
superiores relativamente a parte externa. No final do tempo de maturacao observou-se
que os queijos do lote 3, apresentavam uma adesividade superior (-0,51 N), tendo o lote
1 exibido adesividade inferior (-0,14 N). E importante ter em conta que o tempo de

maturacdo do lote 1 foi de apenas 31 dias.

As oscilagoes observadas nas medicdes da adesividade do queijo, poderdo resultar da
existéncia de pequenos buracos no queijo, resultando num menor impacto entre o
queijo e a sonda, ocorrendo uma reducdo da aderéncia a sonda. Por conseguinte e
segundo Kinik e seus colaboradores (2017), a adesividade das amostras de queijo
fabricado com leite de cabra pasteurizado, tende a aumentar durante o processo de
maturacao, fundamentando o seu comportamento pelo aumento da capacidade de

retencao de agua das proteinas resultante da proteolise.

Foi possivel durante a analise da textura observar, que, com o avan¢o do tempo de
maturacdo, as amostras de queijo tornaram-se mais quebradigas, provavelmente
devido a atividade proteolitica ocorrida durante esse processo, que afeta a estabilidade
da matriz proteica, e o estado das amostras pode ter sido influenciado pelo teor de
humidade, uma vez que é importante ter um determinado teor de humidade que
permita a ligar a rede de caseinas de forma a manter uma boa textura do queijo (Zhao
et al.,, 2019). Assim sendo, a atividade proteolitica e o teor de humidade poderao

justificar as oscilacoes observadas durante a analise da textura dos queijos.

Em suma, os parametros de textura analisados no interior e no exterior dos queijos
apresentaram um comportamento igual, embora os valores registados tenham sido
diferentes resultantes das condicées/composicao distintas existentes entre o interior e

o exterior do queijo. Assim sendo, a textura do queijo pode ser quantificada usando
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métodos reologicos que medem a resposta a pequenas ou grandes deformacoes do
queijo, contudo a sua avaliacao pode ser influenciada pelo tipo de teste selecionado, os
parametros do teste, pela composicao do queijo e tempo de maturacao (Hekken et al.,

2004; Togay et al., 2017).

Em trabalhos anteriores, os queijos fabricados maioritariamente por leite de cabra cru
com idades compreendidas entre 6 e 12 meses, 0s autores verificaram uma grande
variabilidade nos valores de dureza, entre 0,71 N e 6,54 N, consequéncia da composicao

dos queijos e tempo de maturacao, como justifica o autor Togay et al., (2017).

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com o trabalho desenvolvido por
Delgado e seus colaboradores (2010), em queijo fabricado com leite de ovelha cru,
tendo verificado uma diminuicao da dureza e um aumento da adesividade ao durante o
processo de maturacao. As alteracoes foram explicadas pela perda progressiva de
humidade e principalmente pela elevada atividade proteolitica, tornando a pasta do
queijo mais suave. Por conseguinte, a relacdo entre as propriedades da textura e a
atividade proteolitica podem indicar a degradacao/alteracio da matriz proteica,
resultante da protedlise, causando assim, uma diminuindo da dureza e um aumento da
adesividade do queijo (Delgado et al.,, 2010). Também em queijos de leite de cabra
pasteurizado, foi verificada uma diminuicio da dureza durante o processo de

maturacao (Hekken et al., 2004).

No trabalho desenvolvido por Kinik, et al., (2017), os autores verificaram maior dureza
do queijo no inicio do processo de maturacdo, apresentando uma textura
emborrachada, causada pela auséncia de protedlise. No entanto, ao longo da maturacao
foi verificado o amolecimento do queijo, sendo este fato justificado pelo aumento da
atividade proteolitica causada pela acao das enzimas proteoliticas produzidas pelas
BAL. Além disso, o aumento da adesividade verificada ao longo do tempo também foi

fundamentada pela atividade proteolitica ocorrida.

Assim sendo, pela analise da atividade proteolitica (Figura 10) constata-se que durante
a maturacao do queijo houve um aumento, interferindo assim na estabilidade da matriz
proteica, causando uma diminuicao da dureza dos queijos. Deste modo, a atividade
proteolitica pode justificar a diminuicao da dureza dos queijos do lote 1 e 2 ao longo do
tempo de maturacao, assim como justificar o aumento da adesividade dos queijos dos
varios lotes. Tendo em conta que todos os lotes apresentam um comportamento similar
quando realizada a avaliacao dos parametros fisico quimicos, os dados obtidos da

dureza no lote 3 sdo incongruentes, dessa forma, um fator externo poderia ter
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interferido na analise da dureza, suspeitando ser derivado da temperatura das amostras

(inferiores a temperatura ambiente).

Para além da atividade proteolitica, outros fatores podem afetar textura dos queijos
durante o processo de maturacao, como: humidade, teor de sal, composicao do leite,
variedade e composicao dos queijos, o pH, teor de gordura, e o tempo de maturacao dos
queijos (Alvarenga et al., 2011; Delgado et al., 2011; Miloradovic et al., 2017; Togay et
al., 2017; Zheng, et al., 2016).

Em relacdo ao contributo do pH na textura dos queijos, foi descrito por McSweeney,
(2004), queijos com pH mais elevados sao considerados mais macios em comparacao a
queijos com um pH mais acido. Por outro lado, o teor proteico do queijo pode
influenciar a dureza do mesmo, uma vez que, um teor proteico elevado permite
caracterizar o queijo como mais duro, permitindo assim a formacdo de uma matriz
proteica mais compacta e granular do queijo, originando uma microestrutura das redes
de proteinas mais densa e ramificada (Shiota et al., 2015). Desse modo, o teor de
proteina, gordura e humidade sao os trés principais constituintes do queijo que afetam

diretamente as propriedades texturais e funcionais do queijo (Zheng, et al., 2016).
4.1.7 Avaliacao da cor dos queijos

A cor do queijo é dos primeiros atributos sensoriais apercebidos pelo consumidor,
antes da sua compra ou do seu consumo e dessa forma torna-se uma caracteristica

importante do queijo que deve ser avaliada (Ariceaga et al., 2019).

Nos trés lotes em estudo, durante o processo de maturacdo, foram observadas
alteracdes na cor dos queijos de cabra cru. Essas alteracdes da cor foram medidas
através do colorimetro, na zona externa e interna dos queijos, sendo que na zona

externa foi evidente a alteracao da cor do queijo (Figura 15).

Queijo
5 dias 10 dias 20 dias

) ©

Figura 15: Exemplo das alteragbes da cor do exterior no queijo de cabra.
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A partir da anéilise instrumental da cor do queijo de cabra, utilizando o sistema de
coordenadas cartesianas do espaco de cores CIE, foi possivel determinar os valores de L
¥ a * e b * correspondentes a luminosidade, e a cores opostas (Figura 7). Assim, a
determinacao da cor foi avaliada a partir de zonas aleatoérias da superficie e do interior
dos queijos com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de maturacao, de cada lote. Os resultados

encontram-se na tabela 9.

Relativamente aos resultados obtidos no parametro de luminosidade (L*), no geral, ao
longo da maturacdo do queijo dos trés lotes, os valores determinados no interior dos
queijos foram superiores aos valores de L* observados no seu exterior. Além disso, os
valores de L* do exterior dos queijos revelaram uma diminuicao durante o processo de
maturacao, indicando por isso, um ligeiro escurecimento da parte externa do queijo. No
geral, as amostras de queijo mostraram elevados valores de L*, préximos do limite
méaximo da escala (100), revelando elevada luminosidade dos queijos. Relacionando o
tempo de maturacdo com este parametro, foi verificado que, a maturacao nao causou
um efeito claro na luminosidade do interior e exterior dos queijos, uma vez que os
valores obtidos neste parametro foram proximos uns dos outros. Também Fernandes e
seus coladoradores (2018) no seu trabalho constataram, que o tempo de maturacdo nao
manifestou diferencas claras na luminosidade, além disso a luminosidade do interior e
exterior dos queijos de leite de cabra cru obtida foi elevada, contudo, os valores obtidos
foram inferiores aos apresentados na tabela 9. Contrariamente noutros estudos, em
queijos fabricado com leite de cabra cru, o parametro de cor L* apresentou um
aumento durante a maturacdo (Delgado et al.,, 2011). Desta forma, os valores
determinados pelo autor foram superiores relativamente aos resultados obtidos nos

queijos dos varios lotes.

Os elevados valores obtidos de L* podem ser explicados pelo efeito brilhante, causado
pela camada gordurosa superficial do queijo (Fernandes et al., 2018). Por conseguinte,
queijos com cor branca mais intensa (elevados valores de L¥) resultam provavelmente
como consequéncia do tamanho reduzido do diametro dos glébulos de gordura do leite
de cabra (3,5 um no leite de cabra vs 4,5 um no leite de vaca) (Medeiros et al., 2013).
Estes fatores podem de certa forma, ter influenciado os valores elevados de

luminosidade (L*) obtidos nos queijos de cabra cru dos varios lotes.
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Tabela 9: Parametros da cor relativos a superficie e ao interior do queijo de cabra cru, verificados durante o processo de maturacgao, dos trés lotes em estudo. Resultados
apresentados em valores médios + desvio padrio.

Tempo de Lote L * (luminosidade) a * (vermelho) b * (amarelo)
maturacio interior exterior interior exterior interior exterior
1 94,12+1,67 93,90+0,50 0,0140,21 0,17+0,02 8,03+0,91 8,4440,38
Dias 2 95,56+1,17 95,65+0,70 -0,2740,15 0,13+0,05 8,44+0,40 8,41+ 0,02
3 96,36+0,75 94,80+0,16 -0,79+0,09 -0,45+0,11 9,76+0,62 8,93+0,26
1 94,77+0,46 93,49+2,38 -0,02+0,08 -0,15+0,20 8,14+0,37 10,78+2,17
Dia 10 2 93,58+1,06 93,48+2,93 -0,40+0,02 -0,01£0,05 8,00+0,11 9,29+0,16
3 98,124+0,90 94,89+0,63 -0,89+0,08 -0,56+0,08 10,55+0,38 10,53+0,15
1 93,83+0,47 81,22+1,16 -1,20+0,05 1,78+0,40 10,65+0,36 14,93+0,63
Dia zo 2 91,82£0,17 86,86+0,51 -0,41+0,12 0,54+0,08 9,06+0,68 13,76+1,70
3 96,88+0,54 89,65+0,58 -1,56+0,15 -0,97+0,14 13,94+0,76 13,09+0,89
1 92,76+0,87 83,34+1,39 -0,90+0,10 2,07+0,28 9,35%1,19 9,93+1,10
Dia 31 2 94,81+1,44 81,07+0,46 -1,11+0,38 3,24+0,52 11,58+1,25 14,97+0,22
3 93,56+0,66 89,16+0,46 -1,44+0,07 -1,13+0,09 13,50+0,27 15,59+0,85
1 n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Dia 45 2 92,36+0,17 83,47+0,42 -1,18+0,32 1,87+0,11 11,59+0,68 17,12+0,88
3 92,69+0,47 81,38+0,44 -1,15+0,06 1,35+0,11 10,03+0,31 14,19+0,67

n.d: ndo determinado

74



Na determinacao da cor durante a maturacao dos queijos, os valores da componente b*
nos trés lotes, apresentaram valores do exterior do queijo superiores,
comparativamente aos valores de b* do seu interior. Por outro lado, o comportamento
deste parametro ao longo do processo de maturacdo, ocorreu de igual forma, no
interior e no exterior do queijo, tendo aumentado os seus valores ao longo do processo
de maturacao e a coordenada de cor b*, assumiu valores positivos, querendo isto dizer

que, houve uma predominancia da tonalidade amarela para ambas as zonas.

As diferencas observadas entre o interior e o exterior do queijo, também foram
verificadas por outros autores, em queijo de leite de cabra cru, tendo de igual forma
assumido valores positivos para o paramero de cor b*, pelo que, o aumento verificado
foi induzido pelo processo de maturacdo do queijo (Fernandes et al., 2018). Por
conseguinte, os resultados foram ligeiramente superiores aos determinados neste
trabalho.

No trabalho desenvolvido por Togay et al., (2017), em queijos produzidos
maioritariamente por leite de cabra cru com idades compreendidas entre 6 e 12 meses,

os valores do parametro de cor b* determinados estavam entre 7,70 e 18,62.

Contrariamente, Delgado e seus co-autores (2011) verificaram no seu trabalho uma
diminuicao dos valores de cor b*, na parte externa dos queijos, obtendo assim uma
coloracao mais esbranquicada, tendo sido determinado valor de 0,81 ao final do tempo

de maturacao, cor tipica dos queijos Ibores, produzidos com leite de cabra cru.

Em estudos realizados, foi verificado que valores de cor b* superiores foram
correlacionados com queijos mais gordurosos (Togay et al., 2017). Por outro lado, a
tonalidade amarela observada nos queijos (valores de b* elevados) derivava
provavelmente da conversao total de [-caroteno em vitamina A, que ocorre no
metabolismo das cabras (Medeiros et al., 2013). Além disso, o aumento dos valores do
parametro b*, pode ser devido ao efeito de escurecimento, tipico na maturacao dos
queijos (Fernandes et al., 2018). Isto pode justificar o aumento verificado dos valores
de cor b* observados nas zonas internas e externas ao longo do processo de maturacao,

dos queijos fabricados com leite de cabra cru dos varios lotes.

Os valores da componente a* apresentaram tendéncias diferentes comparativamente ao
interior e ao exterior dos queijos. No interior dos queijos, a coordenada de cor a*,
assumiu valores negativos (cor verde), tendo-se observado um crescimento negativo
durante o processo de maturacao. No entanto, no lote 1, os valores negativos s6 foram
observados a partir dos 10 dias de maturacdo. Por sua vez, a coordenada de cor a*, no

exterior dos queijos, no geral, apresentou valores positivos (cor vermelha), tendo sido
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verificado um aumento dos valores ao longo o processo de maturacao, com excecao do
lote 3. Neste lote, foram determinados valores de a* negativos até aos 31 dias de
maturacdo, por conseguinte, no final do tempo de maturacdo foram observados valores
de a* positivos. De acordo, com o observado, os valores do parametro de cor a* estavam
proximos de zero, esta evidéncia indica que, as amostras apresentaram uma cor
insignificante esverdeada (- a*) e avermelhada (+ a*) (Fernandes et al., 2018). Assim
sendo, pode-se concluir que o processo de maturacao dos queijos dos varios lotes,
induziu o aumento do parametro de cor a*, apresentando tendéncias para valores mais

positivos (zona externa) ou para valores mais negativos (zona interna).

Em trabalhos anteriores, na analise do paramero de cor a* da zona externa do queijo
produzido com leite de cabra cru, foi observada a mesma tendéncia ao longo da
maturacao e os valores obtidos foram préximos de zero, apresentando como valores
finais 0,76 (Delgado et al., 2011). Porém, em queijos produzidos maioritariamente por
leite de cabra cru com idades compreendidas entre 6 e 12 meses (Togay et al., 2017) ou
em queijos fabricados com leite de ovelha cru (Aktypis et al., 2018), os resultados
obtidos pelos autores do parametro de cor a* da parte externa dos queijos foram
negativos comparativamente aos obtidos observados neste estudo, do mesmo modo,
também foi verificado no trabalho desenvolvido por Fernandes et al., (2018), em queijo
produzido com leite de cabra cru, por conseguinte, neste trabalho os valores de cor a*
obtidos pelo autor na parte interna do queijo, foram mais negativos (= - 4)

relativamente aos verificados neste trabalho, para todos os queijos dos varios lotes.

Em suma, os queijos de cabra cru dos trés lotes em estudos, no final do tempo de
maturacao revelaram ter uma coloracao mais amarelada no exterior do que no interior,
contudo menos luminosa. Relativamente aos registos dos parametros de cor L*, a* e b*,
durante o processo de maturacao dos queijos foram observadas mudancas dos mesmos,
contudo a coordenada de cor a*, foi o parametro que mais diferencas apresentou,
relativamente aos resultados obtidos nos diferentes lotes, para o exterior do queijo. No
entanto, nas coordenadas que melhor descrevem a cor dos queijos, L* e b*, uma vez
que o parametro da cor a* apresentou cores insignificantes (proximas de zero), nao

foram verificadas muitas diferencas entre lotes (Tabela 9).

Assim, foi possivel constatar que a parte externa do queijo do lote 2 comparativa aos
outros queijos dos outros lotes, demostrou ser o queijo com mais luminosidade (L*),
tonalidade mais amarela (b* positivo) e demonstrou ter tendéncias para cores mais
vermelhas (a* positivo), apesar destes valores do parametro a* terem sido proximos de
zero. Além disso na parte interna o queijo do lote 2 também demonstrou ter mais

tonalidade amarela e tendéncias para cores mais vermelhas (a* positivo), ainda que
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proximas de zero, por conseguinte, o queijo que demostrou mais luminosidade interna

foi o do lote 1.

O facto de a zona escolhida para a determinacdo da cor dos queijos, ser uma zona
aleatoria da superficie e do interior do queijo, permite que haja uma variabilidade de
resultados, uma vez que a formacao da cor no queijo, ndo ocorre de forma homogénea,
existindo por isso zonas com diferentes tonalidades, como foi possivel observar pela

figura 15, representativa da parte externa do queijo.

No entanto, varios sao os fatores que podem afetar a cor dos queijos. As diferencas de
cor encontradas nos queijos, podem derivar da perda de humidade durante a
maturacao dos queijos, como, pela contracao da matriz proteica com perda de agua (Jo
et al.,, 2018). Além disso outros fatores como, a microflora nativa, diferencas no
processo de fabrico, condic6es de maturacao e armazenamento podem influenciar a cor

final do queijo (Ariceaga et al., 2019).

4.2 Avaliacao da evolucao das populacoes microbiologicas existentes

no leite cru e no queijo durante o processo de maturacao

Como o leite cru, apresenta condi¢des 6timas para o crescimento de microrganismos,
nele podem proliferar microrganismos indesejaveis, como 0s microrganismos
associados a deterioracao, assim como, os patogénicos (D’amico, 2014; Adams and
Moss, 2008; Montel et al., 2014; Tirloni et al., 2014). No entanto, este possui também
diversos microrganismos que podem ser benéficos, contribuindo de forma positiva,
para o desenvolvimento do produto, e tendo relevancia para as caracteristicas
organoléticas, a conservacao, a qualidade e a seguranca do produto (Adams and Moss,
2008; Yoon et al., 2016). Desta forma, as condi¢oes de manuseamento do leite, como
de processamento e maturacdo de queijo originam mudancas no equilibrio e na

dinamica microbiana (Montel et al., 2014).

Portanto, o controlo das comunidades microbianas durante o fabrico e a maturacao dos
queijos, é o principal fator para garantir a seguranca alimentar, mas também a
qualidade do produto, tal como as propriedades sensoriais do produto final (Goncalves
et al., 2018). Assim, neste trabalho, procedeu-se a uma caracterizacao microbiologica
do produto, desde o leite cru até ao queijo maturado, quantificando bactérias
mesofilicas totais aerobias, bactérias psicrotroficas aerdbias, lactobacilos, lactococos,
enterococos, Pseudomonas spp., enterobactérias, estafilococos, e leveduras e bolores,
em leite de cabra cru e em queijo fabricado com este leite, com 5, 10, 20, 31 e 45 dias de

maturacao, em trés lotes distintos.
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Os resultados das andlises microbiologicas realizadas em diferentes meios de cultura,
permitiram obter dados quantitativos sobre a composi¢ao microbiolégica do leite e dos
queijos, durante os processos de producao e maturagao. A partir da tabela 10 é possivel
observar que as populacoes microbianas dos lotes em estudo, apresentam algumas
diferencas entre si, relativamente a dinamica microbiana verificada durante o fabrico e

maturacao dos queijos, mas também quanto a populacao inicial existente no leite.

Estas diferencas observadas seriam expectéaveis, uma vez que a producao de queijos de
cabra a partir de leite cru, contam apenas com a composi¢ao microbiana nativa do leite
cru e do ambiente de processamento. No entanto, a auséncia de padronizacgao existente
no leite cru, permite desenvolver uma dindmica microbiana distinta o que pode levar a
um produto final com caracteristicas diferentes (Montel et al., 2014; Pereira et al.,
2011). Relativamente ao lote 1 e de forma generalizada, o leite de cabra cru apresenta
uma flora microbiana mais reduzida relativamente aos outros lotes, quer sejam
microrganismos benéficos ou ndo, para o queijo. Além disso, é de recordar que este lote

sofreu um tempo de maturacao inferior relativamente aos lotes 2 e 3.

Assim é possivel observar uma dinamica microbiana desde o processamento do leite de
cabra cru até ao queijo maduro, que pode ter um contributo positivo ou negativo na

maturacao do queijo.

A contagem de bactérias mesofilicas cultivdveis em amostras de leite cru, permite
avaliar a qualidade e o nivel de higiene do leite cru e pasteurizado (Duarte et al., 2020;
Ercolini et al., 2009; Faccia et al., 2015; Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007; Marino

et al., 2003).

Pelos critérios de higiene estabelecidos pela legislacao europeia apliciveis aos géneros
alimenticios de origem animal (Regulamento CE N° 853/2004), as contagens de
bactérias mesofilicas totais aerobias em placas a 30°C em leite de cabra cru, devem ser
inferiores a 1,5 x 10° ufc/mL, deste modo, é possivel concluir, que a qualidade
microbiologica do leite de cabra cru utilizado no lote 1 era satisfatorio, uma vez que as
suas contagens estavam dentro do intervalo permitido por lei. Noutros trabalhos
realizados, os leites de cabra cru (Faccia et al., 2015; Picon et al., 2019; Pino et al.,
2018; Tabet et al., 2016) também foram bem definidos, os quais apresentaram
contagens de bactérias mesofilicas, entre 103 ufc/mL e 10 ufc/mL. O mesmo nao foi
verificado para os lotes 2 e 3 onde a contagem de mesoéfilos ultrapassou os valores
limites. Esta observacao também foi constada pelo autor Pino et al., (2018) no seu
estudo, realizado em leite de cabra cru, tendo apresentado contagens entre 107 ufc/mL

e 108 ufc/mL.
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Tabela 10: Avaliacdo microbiologica do leite de cabra cru e do queijo de cabra, ao longo do processo de maturagao, em trés lotes (logio ufc/mL de leite ou logio ufc/g de queijo).
Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

Tempo de maturacao (dias)

Microrganismos Lotes Leite

5 10 20 31 45

1 4,73+0,03 8,72+0,01 9,15+0,06 8,64+0,01 9,09+0,02 n.d
Bactérias mesofilicas totais aerébias 2 7,95+0,03 8,18+0,06 8,26+0,02 9,32+0,30 10,53+0,03 9,13+0,01
3 7,61£0,06 9,12+0,03 8,94+0,00 9,47+0,12 10,10£0,74 9,03+0,04

1 4,57+0,17 8,35+0,01 7,87+0,05 8,33+0,01 8,90£0,02 n.d
Bactérias psicrotroficas aerdbias 2 8,25+0,03 8,28+0,00 8,20+0,04 8,92+0,04 9,13£0,01 7,85+0,01
3 7,48+0,04 8,39+0,03 8,81+0,01 9,16+0,01 9,46+0,35 8,17+0,01

1 3,87+0,06 8,32+0,03 8,88+0,05 8,37+0,04 8,36+0,04 n.d
Lactobacilos 2 6,37+0,30 7,54+0,21 7,06+0,04 9,05+0,03 9,48+0,18 8,87+0,05
3 5,44+0,20 8,56+0,06 8,51+£0,06 9,20+0,00 9,21+0,07 9,05+0,01

1 4,55+0,01 8,74+0,06 8,96+0,10 8,70+0,04 8,68+0,05 n.d
Lactococos 2 7,76£0,12 8,08+0,00 8,16+0,14 9,11£0,11 9,52+0,20 9,08+0,06
3 6,60+0,05 8,79+0,00 8,73+0,03 9,30+0,03 9,20+0,06 9,16+0,23

1 2,09+0,13 7,00£0,06 6,86+0,00 7,81£0,12 7,79+0,08 n.d
Enterococos 2 5,00%0,04 6,10£0,06 6,64+0,01 8,45+0,13 8,88+0,01 7,40£0,00
3 5,09+0,01 7,55+0,03 7,82+0,41 8,10+0,01 8,56+0,19 8,26+0,02

n.d: ndo determinado
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Tabela 11 (continuacao): Avaliacao microbiologica do leite de cabra cru e do queijo de cabra, ao longo do processo de maturagao, em trés lotes (log:o ufc/mL de leite ou logio
ufc/g de queijo). Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

Tempo de maturacao (dias)

Microrganismos Lote Leite

5 10 20 31 45

1 4,26+0,04 8,26+0,04 7,56+0,07 7,63+0,01 8,46+0,06 n.d
Pseudomonas spp. 2 7,55+0,01 7,12£0,50 6,99+0,04 5,4240,16 4,66+0,04 4,43+0,37
3 5,43+0,07 6,62+0,04 6,19+0,01 6,04+0,08 4,87+0,03 4,324+0,07

1 3,21+0,08 7,17+0,01 7,03+0,01 7,70+0,09 8,70+0,00 n.d
Enterobactérias 2 5,74+0,11 4,78+0,08 4,64+0,02 4,05+0,01 4,41£0,16 3,48+0,00
3 3,96+0,10 6,36+0,22 6,37+0,04 5,70£0,11 4,54+0,04 3,88+0,02

1 3,714+0,08 6,31+0,07 6,59+0,01 6,95+0,04 6,80+0,02 n.d
Estafilococos 2 5,22+0,02 6,05+0,01 6,29+0,05 6,98+0,01 6,97+0,02 7,70+0,09
3 5,22+0,01 7,26+0,00 7,66+0,41 7,59+0,04 7,74£0,03 7,54£0,08

1 3,60+0,01 7,49+0,04 6,80+0,08 6,88+0,01 3,41+£0,00 n.d
Leveduras e bolores 2 6,55+0,02 4,50+0,13 4,10+0,01 3,54+0,21 3,94+0,04 3,45+0,26
3 4,9240,08 5,57+0,06 5,14+0,01 4,87+0,06 4,45+0,06 4,19£0,02

n.d: ndo determinado
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As contagens de bactérias mesofilicas totais aerébias, de uma forma geral, aumentaram
ao longo da maturacdo nos trés lotes em estudo (Tabela 10), pelo que no lote 1 foram
contabilizadas contagens de 4,73 log ufc/mL de leite de cabra cru, inferiores as
apresentadas nos lotes 2 e 3, com cerca de 7,95 log ufc/mL e de 7,61 log ufc/mL,
respetivamente. Por outro lado, no lote 1, aos 5 dias de maturacao foi verificado um
aumento acentuado na contagem, atingindo o pico maximo aos 10 dias com contagens
de 9,15 log ufc/g de queijo, mantendo um valor préximo até ao final do tempo de

maturacao (9,09 log ufc/g).

Nos lotes 2 e 3, aos 31 dias de maturagdo para ambos os lotes, foram atingidas as contagens
méaximas de bactérias mesofilicas totais aerébias, cerca de 10,53 log ufc/g e 10,10 log ufc/g de
queijo, respetivamente, pelo que, seguidamente apresentaram um decréscimo das suas
populacdes no final do tempo de maturagdo (9,13 log ufc/g e 9,03 log ufc/g). Assim, apesar de
algumas diferencas observadas durante o processo de maturacdo destas bactérias, as contagens

finais verificadas nos trés lotes apresentaram valores similares.

O comportamento comprovado pelas bactérias mesofilicas totais aerobias, durante o
processo de maturacdo do queijo fabricado com leite de cabra cru, foi analogo ao
observado em queijos fabricados com leite de vaca cru ou pasteurizado variando no
geral, as contagens e a fase de maturacdo onde estas assumiram os valores mais

elevados (Alegria et al., 2009; Marino et al., 2003).

Sendo que as contagens de bactérias mesofilicas foram inferiores as verificadas nos trés
lotes do nosso trabalho, tendo apresentado niveis entre 107 ufc/g e 108 ufc/g em
amostras de queijos fabricados com leite de cabra cru (Pino et al., 2018), com leite de

vaca cru (Alegria et al., 2009) e com leite ovelha cru (Goncalves et al., 2018).

Elevadas contagens de bactérias mesofilicas sdo assim indicadoras de condicdes
inadequadas no manuseamento do leite, no armazenamento, ou no seu processamento,
assim como, indicadoras de condicoes higiénicas insatisfatorias durante a producao de

queijo (Duarte et al., 2020).

As populacoes das bactérias psicrotroficas, estdio omnipresentes na natureza (Dogan
and Boor, 2003), sendo que também pode ocorrer contaminacao durante a recolha e
transporte de leite, através da ma higienizacao de equipamentos utilizados (Decimo et
al., 2018; Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007). Estas bactérias compdem assim a
microflora principal do leite cru refrigerado, contribuindo para a deterioracao do
mesmo e dos seus derivados (Ercolini et al., 2009; Meng et al., 2018). Assim, ¢

importante que estas bactérias sejam eliminadas durante o fabrico de queijos, de
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maneira a produzir um produto final com elevada qualidade microbiologica e

organolética (Yoon et al., 2016).

As contagens de bactérias psicrotroficas aerdbias, no geral, apresentaram um perfil
semelhante ao longo do processo de maturacao, em relacao as bactérias mesofilicas
totais aerobias, uma vez que, as suas contagens também aumentaram ao longo do
tempo de maturacdo (Tabela 10). O lote 1 apresentou contagens inferiores aos restantes
lotes, cerca de 4,57 log ufc/mL de leite de cabra cru, tendo sido verificado um aumento
acentuado nos primeiros 5 dias de maturaciao, por conseguinte, o valor das suas
contagens manteve-se estavel até a final do tempo de maturacdo (31 dias), com
contagens de 8,90 log ufc/g de queijo. Em relacdo ao lote 2 as contagens iniciais, do
leite de cabra cru, foram altas com valores de 8,25 log ufc/mL, no entanto, os seus
valores mantiveram-se estaveis até aos 10 dias de maturacao do queijo (8,92 log
ufc/mL). Aos 31 dias as bactérias psicrotroficas atingem o seu pico maximo, com
contagens de 9,13 log ufc/g de queijo, tendo diminuido a sua populacido ao final do
tempo de maturagio (7,85 log ufc/g). No lote 3, as contagens iniciais de bactérias
psicrotroficas no leite de cabra cru, também foram elevadas, com contagens de 7,48 log
ufc/mL, apresentando um perfil similar de evolu¢ao da populacgao ao verificado para o
lote 2, no entanto com um aumento gradual da populacdo ao longo do tempo de
maturacao. Apés um pico maximo aos 31 dias com contagens de 9,46 log ufc/g de
queijo, verificou-se um pequeno decréscimo nas contagens, tendo assumido valores de

8,17 log ufc/g de queijo, no final da maturacao.

Assim, foi observado que as contagens iniciais de bactérias psicrotroficas aerdbias
apresentaram valores elevados, as quais, se mantiveram altas durante a maturaciao do

queijo.

Como as bactérias psicrotroficas aerdbias sao conhecidas por crescerem a 5-7°C,
embora a sua temperatura 6tima de crescimento seja mais alta, elas dominam a flora do
leite, durante o seu armazenamento a frio (Ercolini et al., 2009; Hantsis-Zacharov and
Halpern, 2007; ISO 4833:1991). Por conseguinte, o numero destas bactérias,
aumentam durante o armazenamento do leite no frio, originando consequéncias na sua
qualidade (Ercolini et al., 2009). Estes fatores podem justificar as contagens elevadas

desta populacao no leite de cabra cru.

Como as bactérias psicrotroficas abrangem varios géneros, bactérias de Gram negativo
e de Gram positivo (Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007), a sua prevaléncia nos
queijos dos varios lotes durante a maturacdo pode existir pelo facto de certos

microrganismos conseguirem resistir as condi¢des adversas encontradas durante o
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processo de maturacao, como concentracdo de sal, diminuicdo do pH e interacao

competitiva com a microbiota presente (Gongalves et al., 2018).

As bactérias acido-lacticas estao naturalmente presentes na microbiota nativa do leite
cru, mas podem estar presentes nos ambiente envolventes dos animais e dos laticinios
(Alegria et al., 2009; Delavenne et al., 2012; Settanni and Moschetti, 2010). Estas
bactérias sdo denominadas como o grupo de microrganismos mais importante
presentes no leite e na maioria dos produtos lacteos, pelo facto de estas bactérias
produzirem varios compostos contribuindo de forma positiva para o queijo (inibicao de
microrganismos patogénicos ou deteriorantes, propriedades organoléticas, seguranca
do produto, entre outros) (Kongo and Malcata, 2016a; Picon et al., 2016; Quigley et al.,
2013; Widyastuti et al., 2014).

Da populacao das BAL, fazem parte os lactobacilos, que podem ser encontrados em
plantas, animais, silagem e em leite cru. Durante a maturagdo do queijo, estas bactérias
contribuem no desenvolvimento do sabor e da textura através dos varios compostos

produzidos (Quigley et al., 2013).

Nas contagens de lactobacilos determinadas no leite cru de cabra, os trés lotes
apresentaram contagens distintas. No lote 1, foram contabilizados 3,87 log ufc/mL,
sendo que a sua contagem aumentou acentuadamente nos primeiros 5 dias de
maturacdo para 8,32 log ufc/g de queijo. A partir desta fase de maturacao o valor das
contagens de lactobacilos mantiveram-se estiveis durante todo o processo de

maturacao, finalizando a maturacao com 8,36 log ufc/g de queijo.

Em relacdo aos lotes 2 e 3, no leite de cabra cru foram contabilizadas 6,37 ufc/mL e
5,44 log ufc/mL, respetivamente. No lote 2, as contagens de lactobacilos aumentaram
gradualmente ao longo da maturacdo, atingido o pico méaximo aos 31 dias de
maturacao, com contagens de 9,48 log ufc/g de queijo, por conseguinte, a partir dos 31
dias de maturacdo as contagens apresentaram uma pequena diminuicao tendo-se
verificado cotagens finais de 8,87 log ufc/g. No lote 3 as contagens de lactobacilos
também aumentaram gradualmente ao longo do tempo, no entanto, a partir dos 20
dias de maturagido foi verificado valores estaveis das contagens destas bactérias,

finalizando o processo de maturacao com valores de 9,05 log ufc/g de queijo.

Este comportamento observado é analogo ao demonstrado em outros queijos
fabricados com leite de cabra cru (Picon et al., 2016) variando no geral, as contagens e a

fase de maturacao onde estas assumiram os valores mais elevados.
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Comparando os resultados obtidos no leite de cabra cru, com outros trabalhos que
utilizaram o mesmo tipo de leite (Faccia et al., 2015; Picon et al., 2016) e leite de vaca
(Alegria et al., 2009), os autores apresentaram contagens inferiores aos determinados
nos lotes 2 e 3, apresentado contagens de 103 ufc/mL. No entanto, em outro trabalho as
contagens de lactobacilos, foram superiores relativamente as obtidas nos trés lotes,

com contagens entre 10° ufc/mL e 108 ufc/mL de leite de cabra cru (Pino et al., 2018).

Comparando os resultados obtidos nas amostras de queijos de leite de cabra cru, com
outros autores, as contagens de lactobacilos determinadas ao final do tempo de
maturacao nos lotes 1 e 2, foram similares as obtidas em, queijos mistos feitos com leite
cru de cabra e ovelha (Abriouel et al., 2008), queijos de leite de ovelha cru (Goncalves
et al., 2018) em queijos de leite de cabra cru (Picon et al., 2016; Pino et al., 2018) e em
queijos de leite de vaca cru (Alegria et al., 2009), com contagens de 108 ufc/g de queijo,

o que nao foi constatado no lote 3.

Por outro lado, os resultados obtidos em outros trabalhos as contagens dos lactobacilos,
foram inferiores aos verificados neste trabalho, apresentando contagens entre 10° ufc/g
e 107 ufc/g em queijos fabricados com leites pasteurizados de vaca ou de cabra (Marino

et al., 2003; Tabet et al., 2016).

O aumento verificado das contagens de lactobacilos ao longo do processo de maturacao
pode derivar da presenca de lactobacilos mesofilicos, designados como "BAL nao
iniciadoras", uma vez que sdo o inico grupo microbiano que cresce bem em ambientes
hostis no interior do queijo, com pH baixo, alto teor de sal, caréncia de carboidratos
fermentaveis, é anaerébio e pode conter bacteriocinas produzidas pelas bactérias

iniciadoras (Marino et al., 2003).

Outras populagdes que pertencem as BAL sao os lactococos que podem ser encontrados
em plantas, peixes e outros animais, assim como. podem estar naturalmente presentes
no leite cru e nos seus derivados (queijo). Durante a produc¢ao de queijo, a sua principal
funcao é a acidificacao através da producao de acido lactico (Quigley et al., 2013;

Tidona et al., 2018).

Na determinacgdo das contagens de lactococos nas amostras de leite de cabra cru, a
contagem destas bactérias foi superior relativamente a de lactobacilos, com valores de
4,55 ufc/mL, 7,76 ufc/mL e 6,69 log ufc/mL de lactococos, nos lotes 1, 2 e 3,
respetivamente. Apesar das diferencas iniciais verificadas, os lactococos apresentam
um comportamento semelhante em relacdo aos lactobacilos, ao longo do processo de

maturacdo. Foi possivel observar que os lactococos do lote 1 e 2, atingiram o seu pico
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maximo na mesma fase de maturacao dos lactobacilos, aos 10 dias no lote 1 e aos 31
dias no lote 2, apresentando contagens muito proximas as contabilizadas nas contagens
de lactobacilos, com valores de 8,96 ufc/g e de 9,52 log ufc/g, respetivamente. No
entanto, o lote 3 apresentou o pico maximo de lactococos mais cedo que os lactobacilos,
tendo ocorrido aos 20 dias de maturacdo, com contagens de 9,30 log ufc/g de queijo.
Apos o tempo de maturacao pretendido, as contagens finais de lactococos encontraram-
se na mesma ordem de grandeza relativamente as contagens de lactobacilos verificadas
nos lotes 1 e 3, tendo sido contabilizados contagens de 8,68 log ufc/g, 9,16 log ufc/g de
queijo, respetivamente. Contudo, no lote 3 as contagens de lactococos foram
ligeiramente superiores aos lactobacilos, com 9,08 log ufc/g de queijo, no final da

maturacao.

O comportamento demonstrado pela populacao de lactococos é idéntico ao observado
em outros queijos fabricados com leite de cabra cru (Picon et al., 2016) ou pasteurizado
(Tabet et al., 2016) e em queijos de vaca cru (Alegria et al., 2009) ou pasteurizado
(Marino et al., 2003) variando no geral, as contagens e a fase de maturaciao onde estas

assumiram os valores mais elevados.

Comparando os resultados obtidos nas amostras de leite de cabra cru, com outros
trabalhos que utilizaram leite de cabra cru (Picon et al., 2016) ou em leite de vaca cru
(Alegria et al.,, 2009), os autores determinaram contagens superiores, que as
observadas no lote 1, com valores de 105 ufc/mL. Nos resultados obtidos por Pino e seus
co-autores (2018), as amostras de leite de cabra cru analisadas, no geral, apresentaram

contagens entre 107 ufc/mL e 108 ufc/mL, superiores as observadas nos lotes 2 e 3.

Relativamente aos resultados obtidos nas amostras de queijos de leite de cabra cru,
comparando com trabalhos anteriores, as contagens finais de lactococos determinadas
nos lotes 2 e 3, foram superiores as obtidas em queijos de leite cru de cabra e ovelha
(Abriouel et al., 2008), em queijos de cabra cru (Picon et al., 2016; Pino et al., 2018),
em queijos de ovelha cru (Goncalves et al., 2018) ou em queijos de leite de vaca cru
(Alegria et al., 2009), uma vez que apresentaram contagens de lactococos de 108 ufc/g.
No entanto, a ordem de grandeza das contagens de lactococos obtida pelos autores nas

amostras de queijo foi igual a determinada no lote 1

As elevadas contagens de lactococos durante o fabrico de queijo, podera dever-se
devido a presenca de determinadas espécies de lactococos, como Lc. lactis subsp. lactis
e Lc. lactis subsp. cremoris, uma vez que, podem dominar a microflora do leite cru,

queijos e outros produtos lateos (sem tratamento térmico) (Quigley et al., 2013).
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Além dos lactobacilos e lactococos que pertencem as BAL, os enterococos também
fazem parte, e podem ser encontrados nos tratos gastrointestinais dos seres humanos e
animais, contudo a sua presenca em alimentos lacteos esta associada a ma higienizacao
durante o processamento e producao (Abriouel et al., 2008; Quigley et al., 2013). Por
conseguinte, os enterococos podem ser considerados organismos de culturas iniciais,
probioticos, deteriorantes ou patogénicos dependo da sua espécie (Gongalves et al.,

2018).

Acerca das contagens de enterococos nas amostras de leite de cabra cru, o lote 1
apresentou contagens inferiores aos restantes lotes, cerca de 2,99 log ufc/mL, enquanto
que nos lotes 2 e 3 as contagens foram de aproximadamente 5 log ufc/mL. No geral, a
contagem de enterococos aumentou de forma gradual ao longo do processo de
maturacao do queijo. No lote 1 foi verificado um aumento consideravel nos primeiros 5
dias de maturacao atingindo uma contagem de enterococos de 7,00 log ufc/g de queijo,
tendo atingido o pico maximo aos 20 dias, as quais permaneceram estaveis até aos 31
dias de maturacao (7,79 log ufc/g). Em relacdo aos lotes 2 e 3, as contagens de
enterococos atingiram o pico maximo aos 31 dias de maturacao, pelo que, no lote 2 as
populacbes de enterococos sofreram uma pequena diminuicdo, apresentando
contagens de 7,40 log ufc/g de queijo no final do processo de maturacdo, pelo
contrario, no lote 3 os valores das contagens de enterococos mantiveram-se contantes
(8,26 log ufc/g).

O comportamento dos enterococos é similar ao observado em outros queijos fabricados
com leite de cabra cru (Picon et al., 2016), como com leite de vaca cru (Alegria et al.,
2009) ou pasteurizado (Marino et al., 2003) variando no geral, as contagens e a fase de

maturacdo onde estas assumiam os valores mais elevados.

Comparando os resultados obtidos no leite de cabra cru, com outros trabalhos, com
leite cru proveniente de cabra (Picon et al., 2016) ou de vaca (Alegria et al., 2009),
apresentaram no geral, contagens iniciais de 103 ufc/mL de leite, por conseguinte,
foram inferiores aos valores das contagens obtidas no leite de cabra cru dos lotes 2 e 3.
Porém no trabalho desenvolvido por Faccia et al., (2015), que utilizou leite de cabra
cru, foram determinadas contagens inferiores a 102 ufc/mL, portanto, mais baixos que
os valores observados no leite de cabra cru dos trés lotes.

Relativamente as contagens de enterococos nas amostras de queijos de leite de cabra
cru obtidas neste trabalho, varios autores noutros trabalhos, em queijos produzidos
com leite de cabra cru (Picon et al., 2016), com leite de ovelha cru (Gongalves et al.,

2018), com leite cru de mistura (cabra e ovelha) (Abriouel et al., 2008) ou com leite de
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vaca cru (Alegria et al., 2009), determinaram contagens inferiores as verificadas nos
queijos dos varios lotes, os quais apresentaram no geral, contagens entre 105 ufc/g e 10°

ufc/g de queijo.

A presenca de um numero elevado de enterococos é proprio dos queijos de leite cru
tradicional, uma vez que, devido ao seu estado omnipresente, pode facilmente
contaminar o leite cru durante a sua recolha ou durante o seu processamento na
producdo de queijo, devido as mas praticas higiénicas de fabricacdo (Gongalves et al.,
2018; Marino et al., 2003). Além disso, a sua presenca também pode derivar em
consequéncia do contato direto entre a sala de ordenha e a area onde os animais
dormem (Pino et al., 2018). Por outro lado, podem perseverar pela resisténcia dos
enterococos a condicoes adversas, como, elevadas temperaturas, altas concentracoes de

sal e elevados niveis de acido (Zarate et al., 1997).

Devendo-se ao facto de estas bactérias nem sempre estarem diretamente associadas a
deterioracdo dos queijos, os enterococos contribuem para o desenvolvimento das
propriedades organoléticas tipicas dos queijos, através das suas atividades proteoliticas
e lipoliticas e alguns enterococos revelaram ter uma elevada capacidade de produzir
metabolitos, como bacteriocinas, que atuam contra patogénicos de origem alimentar

(Gongalves et al., 2018; Pino et al., 2018; Tabet et al., 2016; Zarate et al., 1997).

As Pseudomonas sao um género de bactérias psicrotréficas frequentemente presentes
no leite e nos ambientes dos lacticinios (Duarte et al.,, 2020). Desta forma, ao
pertencerem as bactérias psicrotréficas estas bactérias tém a capacidade de crescer
durante o armazenamento do leite contribuindo para a deterioracao do leite cru e dos
produtos lacteos (Dogan and Boor, 2003). Assim, para analisar a qualidade
microbiologica do leite, métodos convencionais sao usados para quantificar as suas

populacoes (Hantsis-Zacharov and Halpern, 2007).

De acordo com os resultados da tabela 10, é possivel constatar que, a populacdo de
Pseudomonas spp. dos lotes 2 e 3 apresentam um comportamento semelhante, o que
nao se observa para o lote 1. No lote 1, as contagens iniciais determinadas foram de
4,26 log ufc/mL de leite de cabra cru, sendo que aos 5 dias de maturacao foi verificado
um aumento acentuado da sua populacao nas amostras de queijo, para valores de 8,26
log ufc/g de Pseudomonas spp. Apds esta fase de maturacdo, as contagens de
Pseudomonas spp. nao apresentaram variacoes consideraveis durante o processo de
maturacdo, no entanto, as suas contagens permaneceram elevadas, obtendo contagens

finais de 8,46 log ufc/g de queijo.
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Relativamente aos lotes 2 e 3, foram contabilizadas Pseudomonas spp. nas amostras de
leite, cerca de 7,55 log ufc/mL e 5,43 log ufc/mL, respetivamente. Quanto ao lote 2, este
foi o que iniciou o processo de producdao de queijo com as maiores contagens de
Pseudomonas spp., no entanto, aos 5 dias de maturacao e a partir deste, foi verificado
uma diminuicdo constante de Pseudomonas spp. até ao ultimo dia de maturacdo, com
contagens finais de 4,43 log ufc/g. No que se refere ao lote 3, este apresentou um ligeiro
aumento nas contagens de Pseudomonas spp. até aos primeiros 5 dias de maturacao,
no entanto, a partir deste dia, a evolucao da populacao de Pseudomonas spp. decorreu
da mesma maneira ao verificado no lote 2, finalizando o processo de maturacao com

contagens de 4,32 log ufc/g.

Em resumo, as contagens de Pseudomonas spp. no leite de cabra cru foram elevadas
para todos os lotes no geral, porém no lote 2 e 3 foi observado uma diminuicao nas
contagens de Pseudomonas spp. ao longo do tempo de maturacao, a excecao do lote 1,
que manifestou um aumento das contagens durante todo o processo de fabrico do
queijo. De forma geral, a proximidade entre os valores obtidos para as contagens de
Pseudomonas spp. com as cargas obtidas nas contagens das bactérias mesofilicas e
psicrotroficas aponta para este género bacteriano como um dos principais

contaminantes do leite cru.

Em trabalhos anteriores, as contagens de Pseudomonas spp. em leite de cabra cru
foram inferiores aos valores obtidos neste trabalho, tendo apresentado contagens
iniciais de 103 ufc/mL (Faccia et al., 2015). Ainda, comparativamente as contagens de
Pseudomonas spp. nas amostras de queijos de leite de cabra cru, os autores observaram
contagens inferiores aos valores obtidos nos queijos dos varios lotes, tendo apresentado
contagens de 103 ufc/g de queijo. As reduzidas contagens conseguidas por este autor
podem dever-se a nova abordagem tecnoldgica utilizada no fabrico de queijo de leite de
cabra cru (acidificacao direta do leite com acido citrico juntamente com acidificacio da

coalhada pela fermentacao lactica com iniciadores selecionados).

Assim sendo, as contagens reduzidas de Pseudomonas spp. obtidas nos queijos dos
lotes 2 e 3 no final do tempo de maturacao, poderao ter derivado da presenca das BAL,
que através da producao de metabolitos, como acido organicos entre outras
substancias, possam eliminar microrganismos deteriorantes, como as Pseudomonas
spp. No entanto no lote 1, contagens reduzidas de Pseudomonas spp. no final do
tempo de maturagao nao foram verificadas. As contagens elevadas observadas durante
todo o processo de maturacdo poderao ter ocorrido, pelo facto de certas bactérias

conseguirem resistir as condi¢oes adversas encontradas durante o processo de
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maturacdo, como concentracao de sal, diminuicao do pH e interagdo competitiva com a

microbiota presente (Goncalves et al., 2018).

O sal ajuda a estabelecer o equilibrio da agua, resultando na reducao da atividade de
agua do produto, que por sua vez permite exercer o controlo sobre o crescimento
microbiano (Guinee, 2004). Como observado na figura 9, o queijo do lote 1 foi aquele
obteve teores de sal mais baixos, assim sendo, a baixa concentracdo de sal pode ter sido
o principal fator para a prevaléncia das contagens elevadas de Pseudomonas spp.

observadas ao longo da maturacao.

Segundo Duarte et al.,, (2020), os valores de referéncia para as contagens de
Pseudomonas spp. no leite e no queijo sao inferiores a 10° cfu/mL. Deste modo, o leite
de cabra cru, dos lotes 1 e 3 estavam abaixo do limite de referéncia, e por isso a
qualidade do leite pode ser considerada satisfatéria, o mesmo nao foi verificado para o
leite do lote 2 onde a contagem de Pseudomonas spp. ultrapassou os valores de

referéncia.

Esta descrito que as Pseudomonas spp. causam defeitos de sabor em leites processados,
geralmente quando a populacdo bacteriana atinge valores de 107 ufc/mL (Dogan and
Boor, 2003). Assim sendo, pode ter ocorrido uma afetacdo das propriedades

organoléticas dos queijos pela populacao de Pseudomonas.

De maneira, a controlar o crescimento Pseudomonas spp. e evitar a deterioracao do
leite cru durante o armazenamento e o seu transporte, devem ser estabelecidas
temperaturas e tempo armazenamento corretos (Meng et al,, 2018). Para além do
controlo no leite, também ¢é essencial controlar o crescimento das Pseudomonas spp.
durante o armazenamento do queijo de forma a prolongar a vida util do queijo, uma vez

que estes microrganismos afetam a sua qualidade (Faccia et al., 2015).

Populacoes de Enterobacteriaceae nos alimentos despertam interesses tecnologicos
(desenvolvimento de propriedades sensoriais), na qualidade higiénica (presenca destas
bactérias associada a contaminacao de origem fecal) e na satide (determinadas espécies
podem ser consideradas patogénicos humanos) (Goncalves et al., 2018; Tornadijo et

al., 2001).

O comportamento das enterobactérias nas amostras alimentares do lote 1
apresentaram diferencas relativamente aos lotes 2 e 3. No lote 1, a contagem inicial de
enterobactérias foi de 3,21 log ufc/mL de leite de cabra cru, tendo-se verificado um
aumento consideravel nos primeiros 5 dias de maturacao para cerca de 7,17 log ufc/g de

queijo, onde as contagens destas bactérias se mantiveram estaveis, pelo que,
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apresentaram um aumento no final do processo de maturacdo, observando-se

contagens de 8,70 log ufc/g de queijo.

Os lotes 2 e 3, apresentam um comportamento semelhante entre si, verificando-se uma
diminuicdo das suas contagens ao longo da maturacdo. O lote 2, obteve contagens de
enterobactérias no leite de cabra cru de 5,74 log ufc/mL, valor superior aos verificados
nos lotes 1 e 3. Aos 5 dias de maturacdo do mesmo, a populagdo de enterobactérias
sofreu uma ligeira diminuicao para 4,78 log ufc/g de queijo, as quais se mantiveram-se
estaveis, no entanto, aos 45 dias de maturacao foi verificado uma diminuicao das
contagens de enterobactérias para valores de 3,48 log ufc/g de queijo. Em relagio ao
lote 3, este iniciou a producao de queijo com contagens de enterobactérias de 3,96 log
ufc/mL de leite de cabra cru, tendo-se verificado um aumento consideravel nos
primeiros 5 dias de maturacao para cerca de 6,36 log ufc/g de queijo, onde os valores
das contagens se permaneceram constantes até aos 10 dias de maturacao. A partir desta
fase de maturacao foi observado um decréscimo da populacdo de enterobactérias até ao
final do processo de maturacdo do queijo, tendo sido contabilizadas 3,88 log ufc/g de

queijo.

Comparando os resultados das amostras de leite de cabra cru, com outros trabalhos,
com leite de cabra cru (Picon et al., 2016) ou com leite de vaca cru (Ercolini et al.,
2009; Tornadijo et al., 2001), apresentaram contagens iniciais entre 102 ufc/mL e 104
ufc/mL de leite, intervalo de valores inferiores as contagens obtidas no leite de cabra
cru do lote 2. Por conseguinte, os autores Alegria et al., (2009) e Pino et al., (2018), em
leite de vaca cru e em leite de cabra cru, respetivamente, nos seus trabalhos verificaram
que no geral, as contagens de enterobactérias assumiram valores de 105 ufc/mL de leite,
contagens similares as determinadas no lote 2. No entanto, contagens desta populacao
microbiana superiores a 104 ufc/mL de leite, podem ser considerados niveis elevados,
uma vez que o valor de referéncia para leite cru é entre 102 a 104 ufc/mL (Duarte et al.,

2020; Picon et al., 2016).

Relativamente as contagens de enterobactérias nas amostras de queijos de leite de
cabra cru obtidas neste trabalho, varios autores noutros trabalhos também em queijos
produzidos com leite de cabra cru (Kongo et al., 2009; Pino et al., 2018) determinaram
contagens entre 10! ufc/g e 104 ufc/g de queijo, intervalo de valores que incluem as
contagens de enterobactérias obtidas nos lotes 2 e 3. No entanto, em estudos anteriores
em queijos produzidos com leite de ovelha cru (Gongalves et al., 2018), com leite cru de
mistura (cabra e ovelha) (Abriouel et al., 2008) ou com leite de vaca cru (Alegria et al.,

2009), os autores determinaram contagens de enterobactérias entre 105 ufc/g e 107
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ufc/g de queijo, pelo que a unidade logaritmica do limite maximo deste intervalo de

valores esta proximo da unidade logaritmica verificada no lote 1.

O aumento das contagens de Enterobacteriaceae nos primeiros estagios de maturacao
do queijo, estd associado as condicoes favoraveis de crescimento (Tornadijo et al.,
2001). Nos lotes 2 e 3, foi notério que o tempo de maturacao influenciou a contagem
final de enterobactérias, apresentando contagens inferiores as obtidas inicialmente.
Esta diminuicao também foi relatada em queijos produzidos com leite de cabra cru (Jo
et al., 2018) e com leite de mistura (cabra e ovelha) (Freitas et al., 1995). Assim, fatores
como o aumento da concentracao de sal (proveniente do processo da salga), o declinio
da atividade da 4gua, os baixos valores de pH, producao de 4cido e de bacteriocinas,
resultantes do metabolismo das BAL, podem contribuir para a diminui¢do e/ou
inibicdo dessas bactérias durante a maturacdo, controlando assim as populagdes de
Enterobacteriaceae no queijo (Picon et al., 2016; Tornadjijo et al., 2001; Zarate et al.,
1997). Por conseguinte, é importante referir que a diminuicdo progressiva de
Enterobacteriaceae, nao é uma consequéncia de um tnico parametro fisico quimico,

mas sim, pela combinacao dos seus efeitos dos varios parametros.

Estes fatores mencionados, podem justificar assim a diminuicdo verificada das
populacgoes das enterobactérias ao longo da maturacdo do queijo nos lotes 2 e 3, ndo
sendo observado no lote 1. As contagens elevadas durante a maturacdo do queijo
observadas no lote 1 podem derivar das baixas concentragoes de sal verificadas neste
lote (Figura 9), concentragdes essas que poderao ser insuficientes para provocar a
diminuicao desta populacao microbiana. Lembrando que o sal exerce o controlo sobre o

crescimento microbiano (Guinee, 2004).

Além disso, o pH também podera ter contribuido para as contagens elevadas, uma vez
que, apesar do pH diminuir ao longo do processo, sao necessarios valores inferiores a

5,0 — 5,2 para atingir a inibicdo de Enterobacteriaceae (Tornadijo et al., 2001).

Deste modo, as contagens elevadas em amostras de leite e queijo, sdao indicativas de
uma possivel contaminacdo por mas praticas higiénicas na ordenha, no
armazenamento, no transporte, entre outros, e durante o fabrico do queijo (Abriouel et
al., 2008; Duarte et al., 2020; Gongalves et al., 2018; Picon et al., 2016; Tornadijo et
al., 2001; Zarate et al., 1997). Por conseguinte, o armazenamento do leite em
refrigeracao por longos periodos deve ser evitado, uma vez que, as temperaturas baixas
contribuem para a aumento da populacdo de Enterobacteriaceae psicrotroficas

(Tornadijo et al., 2001).
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Vérios géneros de Enterobacteriaceae sao encontrados em queijos fabricados com leite
cru, onde a presenca de enterobactérias ndao patogénicas é essencial para certas
atividades metabolicas, associadas a formacdo de gases e ao desenvolvimento de
propriedades sensoriais em alguns tipos de queijo (Abriouel et al., 2008; Gongalves et
al., 2018). Por outro lado, a sua presenca pode constituir um risco para a satide, uma
vez que, algumas espécies deste grupo microbiano sdo consideradas organismos
deteriorantes ou patogénicos humanos, como E. coli ou Salmonella spp. (Abriouel et

al., 2008; Goncalves et al., 2018).

Espécies de Staphylococcus, podem ser encontrados na pele e nas mucosas (animais e
de seres humanos), nos ambientes de ordenha e nas superficies de equipamentos
lacteos. Devido a sua omnipresenca, sdo considerados bons indicadores de boas
praticas higiénicas durante o processamento de alimentos (Andretta et al., 2019).
Dentro das espécies de Staphylococcus, existem estirpes de Staphylococcus coagulase-
negativa, que podem contribuir para o desenvolvimento do sabor de queijos de leite cru

(Yoon et al., 2016).

Neste trabalho, para a identificacdo/ isolamento de estafilococos, foi utilizado o meio
Baird—Parker agar, suplementado com gema de ovo com telurito. Este suplemento
permitiu diferenciar os estafilococos coagulase-positiva presuntivos, devido a reducao
do telurito, originando zonas claras translicidas em volta das colonias, resultantes da
ocorréncia de lipolise e/ou protedlise (ISO 4833:1991). Apdés a contagem de
estafilococos no leite de cabra cru, como nos queijos dos varios lotes, foi possivel
observar zonas claras translicidas em volta de algumas coldnias, por conseguinte, nas
placas aquando da contagem das colbonias de estafilococos, as colonias com essas
caracteristicas nao se encontravam dentro do intervalo de 30-300 colénias. Deste
modo, conclui-se para todos os lotes que o leite de cabra cru como o queijo produzido
por este apresentavam valores de Staphylococcus coagulase positiva inferiores a 3 log

ufc/mL ou g.

Relativamente as contagens de estafilococos, os trés lotes em estudo, apresentam um
comportamento semelhante, verificando-se um aumento mais consideravel nas suas
contagens entre o leite de cabra e os primeiros 5 dias de maturacao do queijo. Nas
amostras de leite de cabra cru, o lote 1 apresentou contagens inferiores aos restantes
lotes, cerca de 3,71 log ufc/mL, enquanto que nos lotes 2 e 3 as contagens foram de 5,22
log ufc/mL para ambos os lotes. Além disso, no lote 1 foi verificado nos primeiros 5 dias
de maturacao do queijo, um aumento acentuado das suas contagens, tendo sido

contabilizado 6,31 log ufc/g, pelo que, as contagens de estafilococos mantiveram-se
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estaveis durante o processo de maturacao, tendo sido verificado contagens finais de

6,80 log ufc/g de queijo.

Nos lotes 2 e 3, na contagem de estafilococos também foi observado um aumento aos 5
dias de maturacao, no entanto, de forma mais ligeira que o observado no lote 1. Por
conseguinte, o lote 3, foi o lote que apresentou as maiores contagens de estafilococos
nesta fase de maturacdo em relagao aos lotes 1 e 2, com contagens de 7,26 log ufc/g. Por
conseguinte, as contagens apresentaram valores estaveis durante o processo de
maturacao, na ordem dos 6 log ufc/g no lote 2 (unidade logaritmica equivalente ao lote
1) e dos 7 log ufc/g no lote 3. Contudo, no lote 2 aos 45 dias de maturacao foi verificado
um ligeiro aumento das contagens de estafilococos para valores de 7,70 log ufc/g de

queijo, valor préoximo ao observadas no lote 3.

Comparando os resultados das amostras de leite de cabra cru, com as mesmas
condicoes e o mesmo tipo de leite, foram reportadas contagens inferiores relativamente
as obtidas nos trés lotes, com valores de cerca de 102 ufc/mL (Pino et al., 2018). Por
conseguinte, noutros trabalhos, varios autores em leite de vaca cru (Alegria et al.,
2009) e em leite de cabra cru (Tabet et al., 2016), determinaram contagens entre 103
ufc/mL e 104 ufc/mL, intervalo de valores que inclui a contagem de estafilococos

observada no lote 1.

Por outro lado, em queijos produzidos com leite de cabra cru (Pino et al., 2018) e com
leite de ovelha cru (Gongcalves et al., 2018), os autores apresentaram no geral contagens

inferiores as obtidas neste trabalho, valores entre 102 ufc/g e 104 ufe/g de queijo.

De facto, a presenca de Staphylococcus spp. nos queijos é esperada por causa destas
bactérias poderem ser encontradas na pele e nas mucosas dos animais e dos seres
humanos, assim como, poderem estar presentes nos ambientes de ordenha e nas
superficies de equipamentos lacteos. Além disso, como a producao de queijos realiza-se
por manipulacao direta, o potencial de transferéncia de Staphylococcus spp. no queijo
aumenta, através dos utensilios, dos equipamentos e dos funcionarios (Andretta et al.,
2019). Por outro lado, a sua presenca durante a maturacdo dos queijos, é
provavelmente devido a resisténcia das condigoes intrinsecas do queijo, como o sal e a
desidratacao (Goncalves et al., 2018). Consequentemente, o pH, atividade da agua e

concentracoes de sal, podem favorecer o seu crescimento (Andretta et al., 2019).

Assim sendo, a resisténcia e o contributo das condicoes intrinsecas do queijo,
permitiram o crescimento/presenca de populacao de estafilococos durante a maturacao

dos queijos dos varios lotes em estudo.
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A composicao fuingica do leite cru pode ser influenciada por diversos fatores (estado
fisiologico dos animais, alimentacao dos animais, entre outros) (Quigley et al., 2013). A
contaminacdo de produtos lacteos, como queijos, é devido a presenca destes

organismos nos ambientes das fabricas de queijos (Torkar and Vengust, 2008).

A presenca de algumas leveduras nos produtos lacteos pode deteriora-los e originar
sabores desagradaveis, no entanto, a maioria das leveduras podem ser relevantes na
formacao de sabores (Freitas et al., 1995). A presenca de bolores nos produtos lacteos
pode também melhorar o sabor e aroma dos produtos, no entanto determinados
bolores podem produzir micotoxinas, prejudicais a satide do consumidor (Delavenne et

al., 2012; Quigley et al., 2013).

Neste trabalho, a contagem de leveduras e bolores foi realizada em conjunto, sendo por
isso, contabilizado o namero de coldnias totais existentes no meio YGCA. Assim sendo,
na contagem de leveduras e bolores nas amostras alimentares, foi possivel observar que
estes fungos estavam presentes, porém, eles apresentaram uma diminuicao da sua
populacdo durante o processo de a maturacdo do queijo. Contudo, nos lotes 1 e 3, a
contagem de leveduras e bolores apresentou um aumento de 3,69 log ufc/mL de leite
de cabra cru para 7,49 log ufc/g de queijo no lote 1, e de 4,92 log ufc/mL de leite de
cabra cru para 5,57 log ufc/g de queijo no lote 3, nos primeiros 5 dias de maturacao.
Por conseguinte no lote 1, durante a maturacao do queijo, as populacoes de leveduras e
bolores mantiveram os seus valores, na ordem de 10° ufc/g de queijo, tendo
apresentado uma diminui¢do acentuada aos 31 dias de maturacdo, obtendo-se uma
contagem final de leveduras e bolores de 3,41 log ufc/g de queijo. No entanto, no lote 3
foi verificado uma diminuicao constante de leveduras e bolores, até ao ultimo dia de

maturacdo, com contagens finais de 4,19 log ufc/g.

No lote 2, foram obtidas as maiores contagens de leveduras e bolores no leite de cabra
cru, em relacdo aos outros lotes, tendo sido contabilizadas cerca de 6,55 log ufc/mL.
Seguidamente e durante o processo de maturacao as populacoes de leveduras e bolores
diminuiram até ao final do tempo de maturacao, com contagens de 3,45 log ufc/g de

queijo.

Observando outros resultados de trabalhos anteriores em amostras de leite de cabra cru
a presenca de fungos surge na maioria das amostras analisadas, com valores no entre
103 ufc/mL e 105 ufc/mlL, intervalo de valores que inclui a contagem de leveduras e
bolores observada nos lotes 1 e 3 (Picon et al., 2016; Pino et al., 2018). Por conseguinte,

noutros trabalhos, varios autores em leite de cabra cru determinaram contagens
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inferiores as determinadas nos leites de cabra cru dos vérios lotes, com contagens entre

10 ufc/mL e 102 ufc/mL de leite (Faccia et al., 2015; Pino et al., 2018).

Comparando os resultados obtidos nas amostras de queijos de leite de cabra cru com
outros autores, alguns estudos apresentaram contagens finais semelhantes as
determinadas nos lotes 1 e 2 (cerca de 103 ufc/g) (Picon et al., 2016; Pino et al., 2018),
contudo, num estudo em amostras de queijo de leite de vaca cru (Alegria et al., 2009),
foram observadas contagens mais elevadas, na ordem das 10° ufc/g de queijo,

relativamente as determinadas nos queijos dos varios lotes.

Em relacao aos resultados obtidos da contagem de leveduras e bolores em queijos de
leite de cabra cru por Faccia et al., (2015), foram verificados melhores resultados, uma
vez que, as contagens finais foram mais baixas as verificadas em todos os queijos dos
varios lotes, apresentando contagens de 102 ufc/g de queijo, que podem estar
associadas a abordagem tecnoldgica utilizada. Assim, a variabilidade de valores das
contagens de leveduras e bolores encontrados pelos varios autores nos diversos tipos de
queijo, podem derivar do processo de fabrico, dos valores de pH e da atividade da agua,
tempo de maturacdo, entre outros. Para além disso, as elevadas populacoes de
leveduras e bolores podem surgir como consequéncia das mas condicoes higiénicas do
processamento, visto as leveduras e bolores, como organismos deteriorantes,
habitualmente entrarem no leite e no queijo como contaminantes presentes nos
equipamentos, ar, 4gua, ambiente dos lacticinios, entre outros (Torkar and Vengust,
2008). Desta forma, as contagens verificadas no leite de cabra cru, comparativamente
as contagens dos queijos com 5 dias de maturagdo, principalmente no lote 1 e 3,
aumentaram ligeiramente, o que provavelmente pode ser uma consequéncia da
contaminacio do ambiente envolvente no fabrico de queijos, por estes microrganismos

(Torkar and Vengust, 2008).

Por outro lado, a diminuicdo observada em todos os lotes nas contagens de leveduras e
bolores ao longo do processo de maturacdo, podera ter ocorrido pela desvantagem
competitiva das leveduras entre a crescente compactacdo da matriz dos queijos ao
longo da maturagdo, que reduz a difusdo de oxigénio molecular necessario para a
multiplicacdao das leveduras, embora a maioria das leveduras também possam crescer
com baixas taxas de oxigénio (Marino et al., 2003). No entanto, visto a contagem destas
populacdes fingicas ser o nimero de colénias totais de leveduras e bolores, a
diminuicdo verificada ao longo o processo de maturaciao, também pode ter sido

influenciada pela inibicao de bolores no queijo, através dos acidos gordos livres (Freitas

et al., 1995).
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Por conseguinte, a presenca destas populagdes microbianas em todos os queijos dos
varios lotes, pode derivar das caracteristicas fisiologicas e bioquimicas que as leveduras
possuem, uma vez que tém a capacidade de utilizar a lactose ou galactose, de crescerem
a baixas temperaturas e por tolerarem elevadas concentracoes de sal (Quigley et al.,
2013). Assim como, pela capacidade de proliferacio dos bolores nas paredes e

prateleiras da sala de maturacao e ainda pela sua propagacao nas superficies do queijo.

De modo a evitar a sua propagacao e controlar o crescimento de bolores, é importante a
limpeza rigorosa da sala de maturagao, assim como, a lavagem periodica das superficies

dos queijos é recomendada (Freitas et al., 1995; Marino et al., 2003).

Em sintese, devido a multiplicacdo de bactérias e a retencao de microrganismos na
coalhada apo6s a drenagem do soro de leite (Picon et al., 2016; Zarate et al., 1997) e
através das contagens dos microrganismos realizadas neste estudo, foi possivel
observar, que a maioria dos grupos aumentaram o nimero logaritmico das ufc/mL do
leite para os queijos com 5 dias de maturacdo. O aumento do nimero logaritmico
durante a maturacao, foi acompanhado pela diminuicao do pH, como consequéncia da
producao de acido lactico , produzido pelas bactérias lacticas presentes no queijo
(Figura 12). Estes acontecimentos estdo em concordancia com outros autores no fabrico
de queijos produzidos com leite de cabra cru (Zarate et al., 1997). Apesar do elevado
numero de bactérias de diferentes grupos microbianos, é possivel concluir que, as BAL
(principalmente lactococos e lactobacilos), tornaram-se dominantes durante o processo
de maturacao do queijo, uma vez que, apresentaram unidades logaritmicas superiores
aos restantes grupos. A dominancia destas bactérias, também foi concluida no estudo

realizado por Zarate et al. (1997).

A presenca das BAL no queijo, influenciam o seu processo de maturacao de diversas
maneiras, pela producao de acido lactico , pela diminuicao do potencial de oxidagao-
reducao, pela diminuicdo do pH e pela atividade proteolitica e lipolitica (Adams and

Moss, 2008; Marino et al., 2003; Zarate et al., 1997).

Desta forma, pode-se fazer uma associacao entre estas bactérias com os valores de pH
obtidos neste trabalho, uma vez que o pH tende a diminuir com o aumento dos

lactococos e dos lactobacilos (Figura 16).
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Figura 16: Relagio inversamente proporcional entre os valores de pH (linhas a tracejado) e as populacoes
lacticas (linhas a cheio), verificada ao longo do processo de maturacdo dos queijos dos varios lotes.
Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

Porém uma outra associacao pode ser feita entre as concentracoes de acido lactico, uma
vez que o aumento destas bactérias durante maturacao do queijo permite aumentar a
producao de acido lactico (Figura 17A). Assim, o aumento da concentragao de acido
lactico produzido pelas BAL, pode ter contribuido para a diminuicdo de grupos
microbianos no interior do queijo durante a maturaciao do queijo (Zarate et al., 1997).
Por outro lado, o aumento do 4acido acético também pode estar relacionado com o
aumento das contagens de BAL (Figura 17B) (Pereira et al.,, 2010), pelo que esta
dependente do tipo de fermentacdo que estas bactérias executam (homo ou

heterofermentativa) (Ayyash and Shah, 2010).
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Figura 17: Relagdo diretamente proporcional entre as concentracoes de acido lactico (A) e acético (B)
(linhas a tracejado) e as populacoes lacticas (linhas a cheio), verificada ao longo do processo de maturagao
dos queijos dos varios lotes. Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.
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Do mesmo modo, outra associacao pode ser feita entre as populacoes BAL e o aumento
da taxa de proteodlise. Assim sendo, o aumento de lactococos e lactobacilos, com
consequente aumento das suas enzimas proteoliticas, permitiram hidrolisar as
proteinas tendo como consequéncia o aumento da libertacido de grupos a-amino livres,
que por sua vez evidenciaram o aumento da taxa de protedlise (Figura 18). Assim, as
populacées microbianas e a taxa de proteotlise foram relacionadas, no geral, como
verificado no trabalho desenvolvido por Pereira et al., (2010). Por conseguinte, a taxa
de protedlise também pode ser afetada por enzimas proteoliticas de determinados
microrganismos dentro da populagio de enterococos, enterobactérias nao patogénicas,
leveduras e bolores, estafilococos coagulase-negativa, que podem contribuir para as
propriedades organoléticas do queijo, contudo existem outros, como as bactérias
psicrotroficas e as Pseudomonas spp. onde as suas enzimas proteoliticas atuam de

forma negativa no queijo.
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Figura 18: Relacdo diretamente proporcional entre a atividade proteoliticas (linhas a tracejado) e as
populacoes lacticas (linhas a cheio), verificada ao longo do processo de maturacao dos queijos dos varios
lotes. Resultados apresentados em valores médios + desvio padrao.

Assim, ao longo da maturacao dos queijos dos varios lotes existe um sinergismo entre
as populacoes lacticas e os valores de pH, concentracoes de acido lactico e a taxa de
protedlise, que por sua vez influenciam o processo de maturacao do queijo. A formacao
do acido lactico e a sua contribuicao na diminuicao do pH aumentam a seguranca do
produto e dessa forma o prazo de validade do mesmo (Adams and Moss, 2008; Marino
et al., 2003). Por sua vez o processo de proteolise, determina a formacao da textura e
do sabor do queijo (Bontinis et al., 2012; Galiou et al, 2013; Jo et al., 2018; Kongo et

al., 2009).

No entanto, a presenca das BAL representa cerca de 20 a 30% das contagens totais de

bactérias no leite cru, porém as condic¢oes de producao, a estacdo do ano, a criacdo e a
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origem animal do leite influenciam a diversidade e a sua abundancia (Delavenne et al.,

2012).

Relativamente ao namero de populacées indicadoras de higiene, estas apresentaram
valores elevados durante todo o processo de maturacdo do queijo, no entanto, esta
generalidade estd dependente do microrganismo. A abundancia destes
microrganismos, pode ser solucionada através da introducdo de medidas mais
rigorosas durante o processo de ordenha, transporte de leite e de fabrico (Abriouel et
al., 2008). Além disso, é importante destacar que, como é mostrado na tabela 10, ao
final do tempo de maturacdo, os microrganismos indesejaveis apresentam contagens
mais baixas relativamente as suas contagens iniciais, verificando-se algumas excecoes.
Estas ocorréncias, como ja discutido acima, poderao derivar da resisténcia dos

microrganismos as condicoes intrinsecas do queijo (Gongalves et al., 2018).

Assim ¢é essencial controlar o crescimento destes microrganismos durante o
armazenamento do queijo de forma a prolongar o prazo de validade e a seguranca do
produto alimentar, mas também considerando que estes organismos tém a capacidade

de alterar a qualidade do queijo (Faccia et al., 2015).

E de referir que, o pH e o teor de sal sdo os fatores fundamentais, que atuam como uma
pressao seletiva sobre a microbiota, favorecendo o crescimento de espécies microbianas

resistentes a essas condigoes (Irlinger et al., 2015).
4.3 Avaliacao sensorial

Neste trabalho era importante perceber quais os pontos fortes e fracos do queijo de
cabra cru e a sua aceitabilidade, pelos seus consumidores, assim, realizou-se um teste
relativamente a varios parametros sensoriais (aparéncia, odor, textura, sabor e teor de
sal), numa escala heddnica de 1 a 9 valores (1 - Nao gosto e 9- Gosto extremamente), e
um outro teste relativamente a sua intencao de compra, numa escala de 1 a 5 valores (1-

certamente nao compraria a 5- certamente compraria) (Anexo I).

A prova sensorial foi realizada quando o periodo de maturacdo minimo dos queijos de
leite de cabra cru foi considerado, ou seja, com 45 dias de maturacao, dos respetivos
lotes, exceto o lote 1 que maturou s6 até aos 31 dias. Os resultados da anéalise dos cinco
atributos sensoriais e da intencao de compra dos consumidores estao representados na

figura 19.

Dos atributos sensoriais, a avaliacdo da aparéncia foi realizada aos consumidores de

queijo de cabra cru. A partir dos resultados obtidos (Figura 19A) constata-se que a
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aparéncia do queijo do lote 3 foi a que mais agradou aos consumidores, pelo facto de 27
consumidores terem avaliado a aparéncia como “gosto muito” (8 valores). Nao
querendo isto dizer que os consumidores nao gostaram da aparéncia obtida nos queijos
do lote 1 e 2, pois nestes lotes também as maiores classificacoes ocorreram para 7 e 8

valores.

A aparéncia do queijo, pode ser relacionada com a cor que estes adquirirem ao final da
maturacdo, uma vez que a avaliacao da aparéncia ¢é influenciada pela sua cor, sendo a
cor um dos primeiros atributos sensoriais apercebidos pelos consumidores (Ariceaga et

al., 2019).

Relativamente ao odor dos queijos (Figura 19B) dos trés lotes, a maioria dos
consumidores avaliaram o odor dos queijos com uma classificagao de “gosto muito” (8
valores). No entanto, no lote 2 o nimero de consumidores que avaliaram o odor como
“gosto muito” foi igual aqueles que avaliaram o odor como “gosto moderadamente” (7
valores), assim sendo este lote manifestou 2 classificagbes maioritarias. Por

conseguinte, a avaliacdo do odor agradou a maioria dos consumidores.

Na avaliacdo da textura dos queijos (Figura 19C), a classificacdo mais atribuida pelos
consumidores foi a de 8 valores “gosto muito”, para todos os queijos dos varios lotes.
No entanto, no lote 1 mais consumidores gostaram da textura do queijo com essa
classificacio em comparacao com os outros lotes, tendo cerca de 25 consumidores

apreciado muito a textura do queijo.

A andlise sensorial da textura pode ser relacionada com as propriedades mecéanicas
obtidas na avaliacio da reologia do queijo, pelo facto destas propriedades se

relacionarem com as propriedades sensoriais (Plante and Brookfield, 2018).

As propriedades mecanicas avaliadas como a dureza e/ou dureza de penetracao e a
adesividade podem ser relacionados com as propriedades sensoriais, uma vez que em
termos sensoriais a avaliacdo da dureza, é caracterizada pela forca necessaria para
comprimir um alimento entre os molares durante a sua mastigacao e a adesividade é
caracterizada pela forca necessaria para eliminar as forcas atrativas entre os alimentos
e as superficies com os quais o alimento entra em contacto, como, lingua, dentes,

palato, entre outros (Cankurt, 2019; Plante and Brookfield, 2018; Zheng, et al., 2016).

Desta forma, pela avaliacao sensorial resultante da analise dos trés lotes, o queijo do
lote 1 foi o mais preferido pelos consumidores, isto permite concluir que os mesmos

preferem um queijo menos duro, mais suave e com pouca adesividade, como foi
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possivel observar pelas caracteristicas obtidas no final do tempo de maturacao (Figura

14).

Na avaliacao do sabor dos queijos dos trés lotes (Figura 19D), foi verificado que o sabor
recebeu pontuagoes satisfatorias pela maioria dos consumidores, atribuindo ao sabor 8
e 9 valores, no entanto a classificacao de “gosto muito” (8 valores) foi a mais atribuida
pelos consumidores. Assim, o sabor dos queijos avaliados no geral, foram muito
apreciados pelos consumidores, visto terem sido obtidas classificacoes similares entre

os lotes.

Por fim, o altimo atributo sensorial avaliado nos queijos dos varios lotes foi o teor de
sal (Figura 19E). Pelos resultados obtidos, constata-se que a percecao do teor de sal nos
queijos, que mais agradou os consumidores foi o queijo do lote 2, uma vez que foi o lote
que apresentou mais consumidores a classificarem o queijo como “gosto muito”, cerca
de 21 consumidores. Por conseguinte, no lote 1, a avaliacao da percecao do teor de sal
também foi satisfatoria, tendo sido classificada com 8 valores (gosto muito).
Contrariamente, no lote 3, a avaliacdo diferiu observando-se a classificacdo de 6 valores
como a mais atribuida pelos consumidores, demostrando assim um gosto ligeiro do
teor de sal do queijo pelos consumidores. Esta classificacao nao era esperada uma vez
que, este lote apresentou uma concentragao de sal semelhante ao lote 2 (Figura 9). Da
mesma forma, a classificacao atribuida ao queijo do lote 1 ndo era esperada uma vez
que o lote 1 e 2, em que ambos apresentaram as maiores classificacoes para 8 valores,
apresentaram concentracoes de sal muito diferentes, tendo o queijo do lote 1
apresentado menor concentracdo de sal no queijo (Figura 9). Estes resultados
contraditoérios, sdo resultantes provavelmente pelo painel de provadores, uma vez que
os estudantes, professores e funcionarios da Universidade da Beira Interior que
participaram nesta anilise, ndo foram sempre os mesmos, causando por isso,

diferencas na classificacao dos atributos sensoriais, essencialmente no teor de sal.

Relativamente aos resultados obtidos da analise sensorial dos queijos de cabra cru dos
diferentes lotes, os consumidores no geral, atribuiram aos queijos pontuacoes
satisfatorias, tendo sido assim as classificacbes mais atribuidas pela maioria dos
consumidores de 7 valores (gosto moderadamente) e 8 valores (gosto muito), para os
varios parametros analisados, a excecao do atributo do teor de sal, uma vez que no lote

3 os queijos foram mais classificados como “gosto ligeiramente” (6 pontos).

Desta forma, como a avaliacdo sensorial foi bastante satisfatéria para os diversos
parametros nos diferentes lotes, na anélise dos resultados sobre a intencdo de compra

de queijos de cabra cru pelos consumidores, demostrado na figura 19F, os
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consumidores manifestaram interesse pelo

compra, como seria de esperar.
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Figura 19: Avaliacdo dos queijos de cabra cru, dos trés lotes em estudo. Resultados apresentados de
acordo com as classificagdes atribuidas pelos consumidores, através de uma escala hedénica de 9 pontos
para avaliacdo sensorial e através de uma escala de 5 pontos para a avaliacdo da intengdo de compra, sendo
(A) Aparéncia, (B) Odor, (C) Textura, (D) Sabor, (E) Teor de sal e (F) Intencdo de compra.
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As propriedades sensoriais como a textura, o flavour (aroma + sabor) e o aroma do
queijo dependem diretamente da sua composic¢ao, relativamente a humidade, proteina,
gordura e conteido mineral, assim como, do pH da coalhada e das condicbes de
maturacao (temperatura, percentagem de humidade e extensdo da contaminacdo

microbiana do queijo, no interior e no exterior) (Macedo et al., 1993).

Por conseguinte, o flavour (aroma + sabor), a textura e a aparéncia, s3o os principais
atributos que mais influenciam na preferéncia de um alimento, pelo consumidor

(Bertuzzi et al., 2018; Jo et al., 2018).

O desenvolvimento do flavour no queijo, esta associado a qualidade do leite, as
operacoes de processamento e principalmente a atividade microbiana, que desencadeia
inimeras reacoes quimicas levando a formacao de compostos volateis importantes na
formacdo do aroma e sabor do queijo (Bertuzzi et al., 2018). Do ponto de vista do
consumidor, o flavour do queijo, é dos primeiros atributos sensoriais apercebidos,
assim como, é a caracteristica mais relevante que influéncia a sua aceitacdo e

preferéncia (Bozoudi et al., 2018; Picon et al., 2019).
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Capitulo 5 — Conclusao e perspetivas futuras

O leite de cabra cru, assim como os seus derivados, sdo importantes na nutricao
humana, especialmente para pessoas alérgicas ao leite de vaca e com distdrbios
gastrointestinais, e para além disso, os derivados deste leite, como o queijo, sdo muito
valorizados pelas suas caracteristicas organoléticas, pela sua melhor digestibilidade,
alcalinidade e pelos seus efeitos benéficos na satde. A producao de queijo com leite cru
¢ um processo complexo e dindmico, nao s6 pelas diversas reacoes que ocorrem
durante a maturacdo, mas também pela consisténcia das caracteristicas de qualidade e
pela seguranca do queijo. Desta forma toda a sua dindmica torna-se um interesse de
estudo. Considerando a qualidade do queijo fabricado a partir de leite cru, o trabalho
desenvolvido teve como proposito caracterizar o perfil fisico-quimico e monitorizar a
populacdo microbiolégica durante o processo de producdo e de maturacao de queijo de

leite de cabra cru, em trés lotes distintos.

De forma a avaliar a evolucao do perfil fisico-quimico durante o processo de producao e
de maturacgdo, varios parametros foram analisados. A analise do pH nos trés lotes,
demonstrou que o pH diminui desde a primeira medicao (leite cru) até ao final da
maturacao dos queijos, causando uma ligeira acidificacdo dos queijos. Na avaliacdo do
teor de humidade ndo foi possivel estabelecer uma relacdo entre a perda de peso

verificada ao longo do tempo.

Na avaliacdo do teor de sal, pode-se concluir que o tempo de maturacao interferiu com
a difusao de sal no queijo, contudo as diferencas encontradas entre os lotes podem ter

derivado da distribuicao ndo homogénea do sal no queijo.

Na monitorizacdo da taxa de proteodlise, foi verificado em todos os lotes, que
potencialmente tera ocorrido sinergismo entre as enzimas coagulantes e as enzimas
bacterianas que contribuiram para o aumento da mesma. Para além disso, a ocorréncia

de proteolise é fundamental na formacao da textura dos queijos.

Na analise dos acidos organicos no leite e no queijo, o acido citrico (apenas
quantificado no leite), acido lactico e acido acético foram quantificados. Esta analise,
pode ser correlacionada com a diminuicdo do pH, causada principalmente pelas
concentracoes de acido lactico presente nas amostras. Desta forma, a cooperacao

existente pode contribuir na qualidade e seguranca dos queijos.

Relativamente a avaliacio da reologia do leite de cabra cru, foi observado em todos os
lotes, que a viscosidade do mesmo exibiu um comportamento nao newtoniano, de

natureza pseudopléstica, derivando da possivel reducdo da resisténcia do fluido da
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matriz do leite ao seu fluxo e/ou composicao do leite. Na analise da textura dos queijos
foi possivel verificar que no final do processo de maturacao, os queijos apresentaram-se
menos duros e mais adesivos, por consequéncia da alteracdo da matriz proteica,
resultante do processo proteolitico. Contudo no lote 3, os resultados obtidos na
avaliacdo da dureza e suavidade nao foram coerentes, suspeitando-se ter existido um
fator externo que possa ter interferido nas medicoes. Estas caracteristicas adquiridas

pelos queijos terdo resultado principalmente da atividade proteolitica.

Na avaliacao da cor dos queijos, conclui-se que o tempo de maturacao afetou a cor dos
mesmos, revelando uma coloracao mais amarelada na parte externa relativamente a

parte interna, contudo menos luminosa.

Na analise microbiologica foi demonstrado que a dinamica microbiana dos trés lotes,
apresentou algumas diferencas, sendo o resultado expectavel uma vez que a microflora
do leite cru ndo é padronizada. As contagens obtidas nos queijos maturados de leite de
cabra cru dos trés lotes foram muito similares, exceto para as contagens de
Pseudomonas spp. e de enterobactérias obtidas no lote 1. Foi evidenciado ainda que, as
contagens elevadas observadas de bactérias psicrotroficas aerdbias, enterococos,
estafilococos verificadas nos trés lotes, assim como de Pseudomonas spp. e de
enterobactérias (verificadas apenas no lote 1) poderdo estar associadas as condicoes
higiénicas e possivel resisténcia das bactérias as condicoes adversas encontradas
durante a maturacdo dos queijos, porém, estas evidéncias poderao ser corrigidas pelo
melhoramento de praticas de higiene. Contudo, as contagens elevadas de BAL
(principalmente de lactococos e lactobacilos) verificadas durante o processo de
maturacdo permitiu concluir que estas bactérias se tornaram dominantes tendo a sua
presenca contribuido no processo de maturacao dos queijos. No geral, verificou-se uma
influéncia da microflora nativa do leite de cabra cru, e da sua evolucao ao longo da
maturacao nas caracteristicas fisico-quimicas do queijo. Também foi possivel observar
uma relacao entre diferentes parametros fisico-quimicos. Assim, foi demonstrada a
complexidade das reacoes que ocorrem e a forma como estas sao influenciadas pelas

condicoes de processamento e de maturacao.

Por fim, o dltimo objetivo proposto foi a avaliacao sensorial em queijos maturados de
leite de cabra cru, tendo os resultados dos varios parametros sensoriais sido
satisfatorios. Desta forma, e como seria de esperar a aceitabilidade dos queijos dos trés

lotes foi muito boa, tendo sido manifestado interesse pelos consumidores.

Com este trabalho foi concluido que as reacdes bioquimicas, microbiologicas que

ocorrem durante o processo de maturacao, assim como, as condicoes de producao e
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maturacdo interferem no perfil dos parametros fisico-quimicos e microbiolégicos.
Apesar de terem sido encontradas semelhancas entre lotes de produto analisado, foi
possivel observar variacoes em todos os parametros analisados. Assim, com este
trabalho salientou-se a importancia da padronizacao do leite cru e dos processos de
producao de forma a conseguir manter as propriedades fisico-quimicas e organoléticas

que sejam mais apreciadas pelos consumidores.

De forma a obter um maior conhecimento acerca do queijo produzido por leite de cabra
cru, seria também importante em trabalhos futuros analisar outros parametros fisico-
quimicos e microbiologicos, como por exemplo: analisar o teor de gordura; quantificar
a taxa de lipdlise; determinar os compostos volateis existentes nas amostras; descrever
de forma mais completa a microflora do queijo, identificando as espécies microbianas

mais predominantes por métodos moleculares.
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Anexo 1

Inquérito realizado aos estudantes, professores e funcionarios da Universidade da Beira
Interior

Analise sensorial - Queijo de Cabra (Lote 1,2,3)

Sexo: M _ F_ Idade: Data:

Prove a amostra de queijo de cabra e classifique de acordo com a seguinte orientacao
para cada parametro:

1- Nao gosto 6- Gosto ligeiramente
2- Nao gosto muito 7- Gosto moderadamente
3- Nao gosto moderadamente 8- Gosto muito
4- Nao gosto um pouco 9- Gosto extremamente
5- Nem gosto, nem desgosto
e Aparéncia
1 2 3 4 5 6 7 8 9
| I I I | | I I | |
e Odor
1 2 3 4 5 6 7 8 9
| I I I | | I I I |
o Textura
1 2 3 4 5 6 7 8 9
I | I I I I I I I |
e Sabor
1 2 3 4 5 6 7 8 9
| I I I | I I I I |
e Teor de sal
1 2 3 4 5 6 7 8 9

e Comprava o produto

1 2 3 4 5 1- Certamente ndao compraria
| | I I | | 2- Provavelmente nio compraria
3- Talvez comprasse, talvez nao
comprasse
4- Provavelmente compraria
5- Certamente compraria

Obrigado pela sua disponibilidade!
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