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Resumo

Dia apds dia é possivel observar uma tendéncia mundial para consumir alimentos
considerados saudaveis acrescidos de conservantes ou ingredientes naturais ou ambos.
Normalmente, o fazem em produtos que os consumidores ja estdo familiarizados, como
é o caso do queijo.

Para agregar valor nutricional ao queijo é comum a adi¢cdo de plantas. As plantas
haléfitas sdo tolerantes ao sal e possuem muitos compostos bioativos. Neste trabalho
fez-se o processamento e caracteriza¢do dos queijos frescos de cabra adicionados das
plantas haldfitas Helichrysum picardii e Crithmum maritimum. Caracterizagdo esta,
baseada em parametros microbiolégicos e fisico-quimicos, como a determinag¢do da
atividade antioxidante.

Relativamente ao momento da adi¢cdao das plantas, os resultados obtidos mostram que
no tocante a cor a adi¢do das plantas, apds a coagulacdo, parece manter o queijo menos
amarelado. O teor de gordura foi superior no queijo com adigao da planta C. maritimum
antes da coagulacdo (17-19%) face ao queijo com adicdo apds (15,8-16%). Nos queijos
com adicdo de biomassa de H. picardii, o percentual de extrato seco (29,93%) foi
superior as restantes condi¢Ges, independentemente da planta e da forma em que seja
adicionada. Para aw, 0 menor valor atingido foi com H. picardii, com adi¢ao de biomassa
apo6s coagulagdo (0,913). O pH foi mais baixo quando a adi¢cdo de ambas as plantas
ocorreu apos a coagulacdo (variou entre 6,47-6,57), comparado a adicdo antes da
coagulacdo (variou entre 6,85-6,97). O teor de proteina foi superior (30,96%) quando C.
maritimum sob a forma de biomassa foi adicionada apds a coagulacdo,
comparativamente a quando foi adicionada antes da coagulagdo (24,20%).
Relativamente a atividade antioxidante, ndo foram encontrados resultados significativos
gue indicassem que C. maritimum agregasse este valor aos queijos, qualquer que fosse
a forma de adicdo da planta (biomassa ou extrato), ou o momento dessa adicdo.

No que tange aos parametros microbioldgicos, foram avaliados Escherichia coli,
Staphylococcus coagulase positiva, Listeria monocytogenes, Microrganismos a 30 °C,
Bolores e Leveduras. Verificou-se que a adicdo das plantas nos queijos levou a um
aumento do numero de coldnias dos microrganismos a 30 °C e dos fungos, o que se
deve, provavelmente, a qualidade microbiolégica das plantas. Todos os queijos
analisados estavam dentro dos parametros exigidos pela legislacdao no que respeita aos
trés primeiros patdgenos listados.

Palavras-chave: queijo fresco, cabra, haléfitas, parametros microbiolégicos, parametros
fisico quimicos, atividade antioxidante.



Abstract

Daily, it is possible to observe a worldwide trend to consume food considered healthy
with added natural preservatives, ingredients or both. Usually, this practice is made with
products that consumers are already familiar with, like cheese.

To add nutritional value to cheese, it is usual the addition of plants. Halophyte plants
are salt tolerant and have a large number of bioactive compounds. In this work, the
processing and characterization of fresh goat cheese added with the halophyte plants
Helichrysum picardii and Crithmum maritimum was done. This characterization was
based on microbiological and physicochemical parameters, like the determination of
antioxidant activity.

Regarding the time of addition of plants, the results obtained show that, in terms of
color, the addition of plants after coagulation seems to keep the cheese less yellow. The
fat content was higher in cheese with addition of the plant C. maritimum before
coagulation (17-19%) compared to cheese with addition after coagulation (15.8-16%).
In cheeses with the addition of H. picardii biomass, the percentage of dry extract
(29.93%) was higher than the other conditions, regardless of the plant and the way in
which it was added. For ayw, the lowest value reached was with H. picardii with addition
of biomass after coagulation (0.913). The pH was lower when the addition of both plants
occurred after coagulation (ranged between 6.47-6.57) compared to addition before
coagulation (ranged between 6.85-6.97). The protein content was higher (30.96%) when
C. maritimum biomass was added after coagulation compared to when it was added
before coagulation (24.20%). Regarding the antioxidant activity, no indication was found
that C. maritimum added this value to cheeses, regardless of the form of addition of the
plant (biomass or extract), or the time of addition.

In relation to the microbiological parameters, Escherichia coli, Staphylococcus coagulase
positive, Listeria monocytogenes, Microorganisms at 30 °C, Moulds and Yeasts were
evaluated. The addition of plants in cheese leads to an increase in the colony counts of
microorganisms at 30 °C and fungi, which is, probably, due to the microbiological quality
of the plants. All the analysed cheeses were within the parameters required by
legislation, regarding to the first three pathogens listed.

Keywords: fresh cheese, goat, halophytes, microbiological parameters, physical
chemical parameters, antioxidant activity.
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1. Introducgdo

Atualmente, existe uma tendéncia global para o crescimento do consumo de produtos
alimentares considerados saudaveis, usando aditivos naturais, seja como conservante,
como ingredientes funcionais ou ambos. Os produtores de alimentos podem produzi-
los com valor acrescentado, mas usando aqueles com os quais os consumidores ja estdo
familiarizados, como é o caso do queijo (Mukdsi et al., 2013; Marchiani et al., 2016).

O queijo de cabra é valorizado pelo seu valor nutricional, facil digestibilidade e baixas
propriedades alergénicas (Mukdsi et al., 2013; Caleja et al., 2015) e até mesmo, pelo seu
valor terapéutico na nutricdo humana (Mukdsi et al., 2013; Diaz-Castro et al., 2012).

Por outro lado, algumas espécies de plantas haldéfitas tém vindo a ser muito procuradas
pela industria alimentar, devido as suas propriedades organoléticas e nutricionais,
apresentando um elevado valor comercial. Algumas apresentam propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias, antidiabéticas e neuro protetivas (Barreira et al.,
2017). A utilizacdo de extratos de plantas como conservantes, tem-se revelado
ingredientes inovadores, com caracteristicas de qualidade interessantes em termos de
nutrigdo humana (Dupas et al., 2020).

O presente trabalho foi realizado no ambito da elaboragdo de uma Disserta¢do para
obten¢dao do Grau de Mestre em Tecnologia dos Alimentos, ministrado no Instituto
Superior de Engenharia da Universidade do Algarve. Enquadra-se num projeto de
investigacao financiado pela FCT (projeto GreenValue), coordenado pela Doutora Luisa
Custddio, investigadora do CCMAR, que visa utilizar plantas haldéfitas no processamento
de alimentos.



2. Objetivos

2.1.

2.2.

Objetivos gerais

Obter queijo fresco de cabra enriquecido com plantas haldfitas
selecionadas, cuja presencga possa contribuir para a conservagdo e/ou
melhoria de algumas propriedades funcionais, mantendo uma boa
aparéncia.

Objetivos especificos

Testar métodos de processamento utilizando 2 haléfitas adicionadas sob
a forma de biomassa e extrato e em diferentes momentos do processo;
Avaliar as altera¢Oes de pH, aw, cor, extrato seco, gordura, proteinas e
atividade antioxidante em diferentes tempos de armazenamento e para
as duas plantas, adicionadas em diferentes formas e momentos;

Avaliar a qualidade microbioldgica dos queijos produzidos ao longo do
tempo de armazenamento.



3. Organizagdo da dissertacdo

O corpo do presente trabalho encontra-se estruturado em 9 capitulos. O capitulo 1
refere-se a introducdo. No capitulo 2, se encontram os objetivos gerais e especificos do
trabalho. No capitulo 3, estd descrita a organizacdo do mesmo. Relativamente ao
capitulo 4, fez-se o enquadramento técnico-cientifico, por meio de uma revisdo de
literatura, onde se abordam questdes ligadas ao queijo e as andlises pertinentes ao
tema. No capitulo 5, sdo apresentadas as etapas da fase experimental, através das
metodologias usadas. O capitulo 6 tem por objetivo apresentar os principais resultados
obtidos e fazer a discussdo desses resultados. No capitulo 7, sdo apresentadas as
principais conclusdes, no capitulo 8 sdo apresentadas as perspetivas futuras e no
capitulo 9 estdo apresentadas as referéncias bibliograficas que foram utilizadas. Por fim,
apresentam-se 0s anexos.



4. Revisao bibliografica

4.1. A cabra

4.1.1. Origem e historia
A origem da cabra domesticada remonta por volta 9.000 a.C., e a mesma é considerada
a primeira espécie ruminante da pecudria. Ganha destaque por ser um animal de
extrema utilidade, uma vez que devido a criacdo das cabras, os humanos podem viver
em dareas que antes seriam consideradas zonas despovoadas (Zeder e Hesse, 2000;
Hatziminaoglou e Boyazoglu, 2004; Hinson, 2015).

Para além da sua utilidade em termos de povoacao de dreas, os caprinos tiveram e tém
uma fungdo especifica para os homens, nomeadamente produzir alimentos (leite e
carne) e fornecer abrigo e protecao (couro) (Vieira, 2015).

Fonseca, em seu trabalho “Avaliacdo da Raca Serpentina nos seus Sistemas de
Producdo” (2015), alega que os caprinos sdo animais mais adaptdveis em zonas
marginais, de baixa fertilidade de solos. Segundo o autor, isso ocorre devido as
caracteristicas diferenciadoras que possuem, sendo elas: capacidade de pastar de forma
seletiva, ingerindo as partes mais nutritivas das plantas; pastoreio préoximo do chao,
devido ao tamanho reduzido da boca e mobilidade ampliada dos labios, que atuam
como pequenos beliscdes nos alimentos; consumo de vegetagdo lenhosa; a destreza
acrobatica que possuem, sendo inclusive, possivel trepar em arvores e colocarem-se em
posicdo bipedal; baixa ingestao hidrica, devido ao seu baixo peso em comparacdo, por
exemplo, a bovinos e capacidade de produzir reservas adiposas, as quais atuam como
fonte energética em situacdes de escassez.

No decorrer dos séculos, a cabra tem sido considerada como um animal demasiado
independente e destruidor. Estas ideias nada mais sdo do que esteredtipos que
fundamentam caracteristicas e comportamentos deste animal. Ironicamente, sdao estas
caracteristicas que a tornam um animal tdo apreciado pelos ciprinicultores (Loforte,
2017).

4.1.2. Criacao de cabras em Portugal
Para os paises mediterranicos, a producao de caprinos é uma questdao econdmica,
ambiental e sociolégica de muita importancia. A analise dos sistemas de producao de
pequenos ruminantes torna-se dificil, devido a elevada variedade de espécies utilizadas,
as producdes de leite, carne ou leite e carnes e a intensidade da terra usada (Rancourt
et al., 2005).



Em Portugal, oficialmente reconhecidas, existem 6 racas caprinas nativas: Bravia,
Serrana (Transmontano, Jarmelista, Serra e Ribatejano), Preta de Montesinho,
Charnequeira (Beiroa e Alentejana), Serpentina e Algarvia (Carolino et al., 2017).

A maior parte dos sistemas de producdo caprina utiliza superficies agricolas de baixa
producdo, recorrendo a recursos agrossilvopastoris, os quais dificilmente seriam
aproveitaveis por outras espécies.

As ragas caprinas portuguesas sdo influenciadas pelas de origens étnicas que
antecedem a fundagdo da nacionalidade; por um comércio de caprinos que acontecia
principalmente com a Espanha; por cruzamentos com ragas diferentes que aconteciam
sucessivamente; pelas condi¢des do relevo e alimentacdo, além da evolucdo dos
sistemas de producgao (Duque, 1988).

O rebanho mundial de caprinos atinge um namero superior a 1 bilhdo de cabecas, sendo
a Asia o continente que mais se destaca. Portugal apresenta um efetivo de 368 mil
cabecas de caprinos, encontrando-se 15 mil no Algarve (INE, 2020a).

Em 2015, o efetivo caprino (constituido por 78,6% por cabras) estava espalhado por
todo o pais: Alentejo (25,9%), Beira Interior (17,1%), Tras-os-Montes e o Ribatejo e
Oeste (cada uma com 12,8%), Entre Douro e Minho (12,3%) e, ainda, Beira Litoral
(12,1%). Semelhante aos ovinos, o efetivo caprino vem diminuindo desde 2005. Entre
0s anos 2006-2013, a quebra foi de cerca de 77 000 animais. Esta diminui¢ao deve-se
especialmente as exploragdes de pequenas dimensdes por conta da idade avangada dos
proprietarios e, também, pela falta de formacdo e de meios (GPP, 2015 e Sobral et al.,
2014).

Globalmente, a producao leiteira em 2018 atingiu o nimero de 1978 milhdes de litros,
o que significou um aumento de 1,0% em relacdo ao ano anterior. No contexto caprino,
o volume de leite (27,1 milh&es de litros) aumentou em 8,8% (maior produtividade dos
animais leiteiros). Quando se fala em producdo de queijo de cabra, os numeros tiveram
um aumento de 29,7%, equivalendo a um total de 3,8 mil toneladas, o que significou
uma reversao de tendéncia de diminuicdo que se tinha vindo a verificar (INE, 2018).

Nacionalmente, a producdo de leite de cabra no ano de 2020 foi de aproximadamente
25434 mil litros (INE, 2020b). Relativamente a producdo anual de queijo de cabra, em
Portugal, foi de 3611 toneladas no ano de 2020 (INE, 2020c).

4.1.3. Criagao de cabras no Algarve - Desempenho produtivo
Na regido do Algarve, a raca autdctone (cabra Algarvia) tem grande relevancia na
producdo de leite, uma vez que é bem-adaptada as condi¢Ges dificeis da zona. Até 2015,
pode-se verificar uma diminuicdo do efetivo pecuario. Em 2013, a cabra algarvia contava



com um efetivo de 3.997 animais, uma reducdo de cerca de 20% quando comparado a
2000, onde o efetivo era de cerca de 5.000 animais (IESE, 2015).

Em 2020, de acordo com a Sociedade Portuguesa de Recursos Genéticos Animais
(SPREGA), o efetivo da cabra algarvia é de 2813 cabegas. As quais produzem cerca de
166 litros de leite por lactacdo.

Mesmo possuindo um valor de mercado considerado alto e da procura da cabra algarvia,
a dificuldade em competir com outras fontes de rendimento e a grande dureza do
trabalho, tem influenciado diretamente numa marginalidade crescente da atividade
pastoril com base na pequena exploracdo familiar (IESE, 2015).

4.1.4. Leite de cabra
O leite de cabra define-se como sendo o produto resultante da ordenha completa e
ininterrupta realizada em condi¢es de higiene, a partir de animais da espécie caprina
que se encontrem sadios, bem alimentados e descansados (Magalhaes, 2005).

Considerado um alimento ideal para o consumo humano, o leite de cabra apresenta alta
digestibilidade, sendo uma excelente opc¢do para pessoas alérgicas a proteina do leite
de vaca. Esta maior digestibilidade do leite caprino deve-se ao alto percentual de dcidos
graxos de cadeia curta e média, o que facilita a digestibilidade e favorece o esvaziamento
gastrico, e isto traz o beneficio de diminuir o surgimento de refluxo gastro esofagico
(Silva et al., 2007; Haenlein, 2004).

Tanto em parametros biolégicos quanto nutricionais, o leite de cabra supera o de vaca,
devido ndo somente, como ja referido anteriormente, a sua maior digestibilidade, mas,
também, por suas caracteristicas dietéticas, sendo por essas razdes altamente
recomendado para criangas, adultos e idosos que sejam sensiveis a proteina do leite de
vaca (Chandan et al., 1992; Haenlein, 2004; Park et al., 2007).

4.1.4.1. Caracteristicas fisico quimicas
A alimentacdo, a espécie ou fase de lactacdo do animal afeta diretamente a composicao
do leite. Basicamente, o leite é constituido por agua (87%), lipidos (em geral,
triglicerideos), hidratos de carbono (sobretudo a lactose), proteinas (principalmente
caseinas), vitaminas e minerais (Roque, 2014).

As diferencas entre o leite de cabra e o de vaca ocorrem maioritariamente na
composicdo e estrutura da gordura e da proteina (Park et al., 2007).

Relativamente ao teor de gordura, a diferenca genética representa valores entre 2,0% a
8,0% de gordura para o leite de cabra (Haenlein, 2004).



Muitos animais sdo criados para produzir leite para o consumo humano. Na Tabela 4.1.,
pode-se verificar as principais diferencas na composicdo centesimal entre os leites de
origem bovina, caprina e ovina.

O teor médio de gordura do leite de cabra recolhido em Portugal continental no ano de
2020 foi de 4,28% (INE, 2020d).

Tabela 4.1. Comparac¢do da composicdo centesimal dos leites bovino, caprino e ovino (Fonte:
Guerra et al., 2008).

Caracteristicas Leite Bovino Leite Caprino Leite Ovino
EST! (%) 12,59 +0,69 12,71 0,81 17,87 2,07
Gordura (%) 3,57 £0,92 3,89 +0,68 5,88 £2,49
Proteina (%) 3,27 £0,3 3,23 £0,38 4,38 0,53
Lactose (%) 5,18 +0,15 4,20 10,22 4,85 +0,15
Acidez em AL? (%) 0,18 +0,02 0,18 +0,02 0,15 0,006
Densidade (g/cm3) 1033,74 +0,79 1030,2 +0,00 -
Cinzas (%) 0,53 +0,08 0,69 +0,03 0,85 10,04

IExtrato Seco Total;2 Acido Lactico

Os parametros indicadores de qualidade do leite de cabra asseguram, para além da
qgualidade, a identidade e a constancia do produto o qual tem como destino o mercado
consumidor e, também, permite a identificacdo de falhas que podem ocorrer nos
processos de produ¢do, armazenamento e transporte do leite (Magalhaes, 2005).

4.1.4.2. Caracteristicas microbioldgicas
A capacidade de sobrevivéncia e/ou multiplicacdo de microrganismos em um alimento
pode ser afetada por varios fatores. Os que se relacionam com as caracteristicas do
préprio alimento (fatores intrinsecos) sdo as de maior destaque, a saber: pH, acidez,
atividade de dgua (aw), presenca de nutrientes, etc. (Azeredo, 2012).

Todas as etapas do processamento (ordenha, armazenamento, transporte,
beneficiamento e comercializacdo) devem ser consideradas, uma vez que o leite é um
excelente meio de cultura para o desenvolvimento bacteriano (Magalhdes, 2005).

Entre os parametros legalmente definidos e controlados, as contagens de
microrganismos a 30 °C e de células somdticas (CCS) sdo as de uso mais universal,
utilizados como indicadores técnicos e critérios de aceitabilidade e de pagamento do
leite ao produtor (Pires et al., 2015).

Em Portugal, o nimero de bactérias deve ser inferior a 10> ufc/ml no momento da
entrega na fabrica. Relativamente a temperatura, durante a exploracao, o leite tem de
ser recolhido a temperaturas que sejam menores que 6 °C, e quando for entregue na
fabrica, a temperatura ndo deve ultrapassar os 10 °C (Ribeiro, 2008).



4.1.4.3. Caracteristicas organoléticas
Compreendem as caracteristicas organoléticas do leite: cor, odor, sabor e aspeto geral.

O leite de cabra deve ser um liquido branco, puro, de odor e sabor suave e agradavel.
Ndo possuindo nenhum cheiro especifico ou desagradavel. Quando possui tais
caracteristicas, significa que foi recolhido em mas condi¢Ges de higiene (Vieira, 1986).

A cor branca deve-se a inexisténcia de B — caroteno, uma vez que o mesmo é convertido
na sua totalidade em vitamina A, tornando-o mais branco do que o leite de vaca (Park
et al., 2006).

A composicdao do leite, coagulagdo, corte e condicdes de maturagdo refletem-se
diretamente nas caracteristicas organoléticas do queijo (Kongo e Malcata, 2016).

4.1.4.4. Caracteristicas Nutricionais
O leite caprino é considerado um dos alimentos mais completos para seres humanos,
uma vez que em sua composi¢cdo encontram-se todos os componentes necessarios para
o consumo humano: proteinas, lipidios, aglcares, sais minerais, vitaminas, enzimas e
agua (Paz et al., 2007).

Praticamente todas as vitaminas conhecidas sdao constituintes do leite, e o de cabra,
guando comparado ao de vaca, possui maior teor de vitamina A, apresenta uma
concentracdo cinco vezes menor de acido félico e vitamina B12 (Haenlein, 2004; Park et
al., 2007).

E, por isso, é considerado bastante importante na nutricao de criancas e idosos, devido
a esta alta digestibilidade, sendo seu uso indicado para pessoas alérgicas ao leite de
vaca. E considerado uma excelente fonte de calcio, fésforo e magnésio biodigestiveis,
pois possui maiores quantidades desses minerais na forma soluvel (Silva et al., 2007;
Slacanac et al., 2010).

Os alimentos funcionais sdao os alimentos ou ingredientes que, além de fornecerem
nutricdo basica, possuem constituintes benéficos, sendo utilizados nas dietas de modo
convencional, uma vez que demonstram efeitos benéficos no tocante as fungdes
corporais, auxiliando na prevencao do diabetes, hipertensao, cancer, osteoporose e
cardiopatias (Danner et al., 2006).

4.2. Plantas Halofitas
As plantas haléfitas, ou seja, plantas tolerantes ao sal, crescem em uma ampla variedade
de habitats salinos (regiGes costeiras, pantanos salgados, desertos interiores, salinas e
estepes). O interesse por essas espécies tem crescido principalmente pelo seu alto teor

de compostos bioativos como, por exemplo, dcidos graxos polinsaturados,
8



carotenoides, vitaminas, esterdis, Oleos essenciais (terpenos), polissacarideos,
glicosideos e compostos fendlicos, os quais exibem atividades antioxidantes,
antimicrobianas, anti-inflamatérias e antitumorais e, portanto, atuam na prevencao de
varias doencas e processos de envelhecimento, podendo considerar-se ingredientes
funcionais. A literatura botanica diz que um grande numero de plantas medicinais
haldfitas sdo muito utilizadas nas zonas rurais, onde a medicina popular tradicional tem
um papel significante na cura de pequenos males (Ksouri, et al., 2011).

4.2.1 Helichrysum picardii

Conhecidas como “eternas”, as plantas Helichrysum (Asteraceae) tém usos medicinais
relatados desde os primeiros séculos, apresentando propriedades referidas como
diuréticas, além de serem usadas para tratar disturbios urinarios, queimaduras, picadas
venenosas ou hérnias (Viegas et al., 2014).

Helichrysum italicum subsp. picardii € uma haldfita que é encontrada na regido do
Mediterraneo, cresce em encostas rochosas ensolaradas, em fendas de rocha e em
torno de dreas arenosas. Podendo atingir cerca 60 cm de altura, seus caules sdo de
madeira na base, e as folhas sdo arranjadas alternadamente. A floragdo ocorre no inicio
do verdo, altura em que as plantas formam inflorescéncias amarelas especificas (Tutin
etal., 1976).

As suas infusOes e decocgdes apresentam alto e diversificado conteddo polifendlico,
com potencial antioxidante, moderado potencial antidiabético e baixa toxicidade em
modelos in vitro. Estas plantas possuem um elevado potencial comercial no que
concerne a exploracdo enquanto bebidas funcionais (Pereira, 2017).

Figura 4.1. H. picardii — LUISA CUSTODIO®

4.2.2 Crithmum maritimum

Conhecido como funcho do mar, o Crithmum maritimum L. (Apiaceae) é uma planta
haléfita facultativa que cresce em falésias maritimas e, por vezes, na areia. E bastante
distribuido ao longo das areas costeiras do Mar Mediterraneo e do Oceano Atlantico, e
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¢ utilizado tanto como um ingrediente alimentar, como na medicina popular, ha muito
tempo (Coiffard, 1991).

Suas folhas suculentas e ramos jovens sdao usados como condimentos através de
conservas feitas em vinagres. Suas sementes contém uma composicao de acidos graxos
similar ao azeite de oliva, o que as torna comestiveis e muito apreciadas. Esta planta
apresenta diversos interesses econdmicos, pois possui um alto teor em flavondides,
carotendides, vitamina C e substancias com propriedades medicinais e antimicrobianas
(Ben Amor et al, 2005).

Pereira et al. (2017), em sua pesquisa sobre atividade antioxidante e composicdo
fendlica e mineral em infusGes e decocg¢des feitas a partir folhas e flores de C.
maritimum, concluiu que a mesma possui um alto potencial antioxidante, bem como um
perfil mineral e fendlico interessante. Podem, também, ser consideradas bebidas
atodxicas. Dessa forma, chegaram a conclusdo que os chas de ervas de folhas e flores de
funcho do mar sdo um excelente recurso para a industria alimenticia.

Figura 4.2. C. maritimum - LUISA CUSTODIO®

4.3. Queijo
O queijo é um dos derivados de leite mais comuns, o qual é produzido a partir de leite
cru ou pasteurizado de vaca, ou outras espécies como ovelhas e cabras (Mahieddine et
al., 2017).

4.3.1. Origem, histdria e evolucao
A teoria mais aceita acerca do surgimento do queijo é que ocorreu no crescente fértil
entre os rios Tigres e Eufrates, no Iraque, ha 8.000 anos, durante a chamada revolucao
agricola, que aconteceu com a domesticacao de plantas e animais (Paula et al., 2013).

De acordo com Fox et al. (2004), durante o periodo da domesticacdo de cabras e
ovelhas, os pastores observaram, acidentalmente, que quando o leite se tornava acido
ocorria uma separacdo em massa e soro, o resultado dessa massa moldada e mais seca
era um alimento nutritivo e de facil obtencdo. Essa coalhada acida possuia uma
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estabilidade de armazenamento que aumentava significativamente quando desidratada
e salgada.

Existe ainda outra teoria, que diz que antes da utilizacgdo das ceramicas
(aproximadamente 5.000 anos a.C.), era comum estocar o leite em bolsas feitas de peles
ou estdbmagos de animais, desse modo o leite entraria em contato com enzimas
coagulantes do tecido animal aonde aconteceria o processo de coagulacdo (Fox et al.,
2004).

A 23 de Janeiro de 2019 foi publicado o Aviso (extrato) n.2 3895/2019, segundo o qual
o género alimenticio "Queijo fresco tradicional", produzido de acordo com a norma
portuguesa NP 1921:1985 "Queijo fresco tradicional: Definicdo, caracteristicas,
classificacdo e marcagdo”, foi reconhecido como "alimento com caracteristicas
tradicionais" e/ou "obtido com métodos de producgéo tradicional", ao abrigo do disposto
no artigo 2.2 do Despacho Normativo n.2 9/2015, de 11 de junho.

Este despacho normativo reconhece como “alimentos com caracteristicas tradicionais”

ou obtidos com “métodos de producdo tradicional” aqueles que tenham utilizacdo no
mercado nacional comprovada por um periodo que permita a transmissdo entre

geracao de, pelo menos, 30 anos.

Quanto a origem do queijo de cabra no Algarve, a histéria remonta ha muitos séculos
atrds, quando as cabras existentes nas terras serranas se destacavam por serem dos
poucos animais capazes de se adaptarem a pouca disponibilidade dos recursos. Neste
cenario, o queijo tem uma relacdo intima com a populacao local, uma vez, que era uma
maneira de se conservar o leite. Uma curiosidade é o fato de o inicio da producao de
gueijo se dar em janeiro, ja que durante o Natal ocorriam as vendas dos cabritos, vendas
essas que eram de extrema importancia para o rendimento familiar, por isso sé passado
essa época é que o leite estaria disponivel para a producao do queijo (Direcdo Geral de
Desenvolvimento Rural, 2001).

4.3.2. Definicao e composi¢ao

Por definicdo, o queijo € um concentrado lacteo constituido de proteinas, lipidios,
carboidratos, sais minerais, calcio, fdsforo e vitaminas, entre elas A e B. Considerado um
dos alimentos mais nutritivos que se conhece, possui aproximadamente 48% de
gordura, cerca de 23-25 % de proteina o que significa que, 210 g de queijo equivalem a
300 g de carne em termos de proteina. Durante a coagulacdo, o papel dos minerais esta
relacionado com a textura do queijo. O lactossoro é o liquido residual, a maior parte
dele é eliminado durante o processo de fabricacdo e aproveitado como matéria-prima
na producdo de iogurtes, ricota e outros produtos (Perry, 2004).
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O queijo fresco devera ser obrigatoriamente fabricado com leite pasteurizado, qualquer
gue seja a fémea produtora do leite utilizado no seu fabrico. Considera-se

qgueijo o produto fresco ou curado, de consisténcia varidvel, obtido por
coagulacdo e dessoramento do leite ou do leite total ou parcialmente desnatado,
mesmo que reconstituido, e também da nata, do leitelho, bem como da mistura

de alguns ou de todos estes produtos, incluindo o soro (NP-1598, 1983:1).

Ainda segundo a NP-1598 de 1983, o queijo pode ser classificado como queijo sem
adicdo de géneros alimenticios diferentes do queijo ou com adicdo de géneros
alimenticios diferentes do queijo (como é caso das plantas haldfitas). Relativamente a
sua consisténcia, a classificacdo feita em fun¢do da percentagem de humidade dita que
o queijo fresco é um queijo de pasta mole, por conter mais de 67% de humidade, quando
isento de matéria gorda. Quanto a matéria gorda (a classificacdo feita em funcdo da
percentagem de matéria gorda no extrato seco), o queijo fresco pode caracterizar-se
como pouco gordo, por conter percentagens de gordura entre 10 e 25%.

Os queijos frescos de cabra que sdao altamente consumidos, possuem uma fabricagao
simples, sdo comercializados rapidamente e apresentam, em comparagdo a outros
queijos, baixo custo (Sangatelli, 2007). Costumam apresentar uma forma cilindrica baixa
e ndo possuem crosta. Para além disso, apresentam um aroma e paladar suaves e
bastantes inconfundiveis (Drago, 2019).

4.3.3. Tecnologia de fabrico
De acordo com uma Portaria emitida pelo governo de Portugal, entretanto revogada por
regulamentacdo, mas ainda ndo substituida por outra, para além do leite podem ser
utilizados para o processo de fabrico de queijo
um coagulante adequado ao fabrico de queijo, entendendo-se como tal o coalho
animal ou qualquer outra enzima coagulante, ndao prejudicial a saude do
consumidor, com ajuda dos quais, por si s8, ou em mistura, se pode fabricar o
queijo; [...] sal comum, purificado ou refinados [...] especiarias, aromatizantes

naturais ou seus equivalentes de sintese e outros condimentos vegetais, desde

gue confiram caracteres organolépticos proprios (Portaria 73, 1990:436).

A coagulacdo, acidificacdo, dessoramento do grao (sinérese), encinchamento e salga sdo
as principais etapas do processo de fabrico do queijo. As intervencdes realizadas nessas
etapas tém uma influéncia direta na qualidade final do produto (Paula et al., 2013).
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Basicamente, a producdo de coalhada de queijo € um processo de concentragdo, onde,
por aproximadamente 10 vezes, a gordura e a caseina do leite sdo concentradas,
enguanto as proteinas do soro, a lactose e os sélidos solliveis sdo removidas com o soro.
Os queijos coagulados por agdao de 4acido e calor sdo, em geral, consumidos frescos.
Neste periodo de tempo, ocorrem mudangas microbiolégicas, quimicas e fisicas que
influenciam no sabor, aroma e textura do queijo em questdo (Fox et al., 2015).

A etapa de pasteurizacdo é fundamental no fabrico do queijo fresco. Os bindmios que
devem ser aplicados na pasteurizagdao podem ser de uma temperatura elevada durante
um periodo curto de tempo (pelo menos 72 °C durante 15 segundos) ou uma
temperatura baixa durante um longo periodo de tempo (pelo menos 63 °C durante 30
minutos), ou ainda, por outra combinac¢do com efeito equivalente (Regulamento (CE) n2
1662/2006).

Ainda de acordo com Fox et al. (2015), o processo de salga ocorre em todos os queijos,
podendo ser feito de varias formas, entre elas pela mistura no leite, na coalhada seca,
esfregando o sal na superficie do queijo prensado ou pela imersdo em salmoura. Sdo
varias as funcdes do sal no queijo, destacando-se a influéncia que possui na atividade da
agua dos queijos, tendo um efeito importante no crescimento e sobrevivéncia de
microrganismos. Por influenciar na atividade enzimatica, afeta diretamente a maturacao
do queijo; promove o dessoramento do grao (sinérese); influencia no sabor do queijo e
contribui para o consumo recomendado de sal na dieta.

A coagulagdo enzimatica do leite envolve a modificagcdo das micelas de caseina, através
de uma limitada protedlise realizada por protéases selecionadas, chamadas de coalho,
apos isso se dd uma agregacdo induzida por calcio das micelas alteradas pelo coalho.
Este processo é seguido pela separacdo da coalhada do soro, a qual é colocada em
cinchos, para que ocorra o escorrimento do soro residual e forme-se uma massa que é
submetida ao seu préprio peso. Quando se deseja obter um queijo de menor umidade,
elas sdo pressionadas (Fox et al., 2015).

De acordo com o Regulamento (CE) n2 853/2004, imediatamente apds a ordenha, o leite
deve ser mantido em local limpo, concebido e equipado de modo a evitar qualquer
contaminacgdo. Deve ser arrefecido imediatamente, ndo excedendo os 8 °C, no caso de
a recolha ser feita diariamente, ou ndo excedendo os 6 °C, caso a recolha ndo seja feita
diariamente. Durante o transporte, deve ser mantida a cadeia de frio e, a chegada ao
estabelecimento de destino, a temperatura do leite ndo deve ser superior a 10 °C. Apds
a rececdo, o leite deve ser rapidamente arrefecido a uma temperatura ndo superior a
6 °C e mantido a essa temperatura até ser transformado.
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4.3.4. Controlo de qualidade
De acordo com a Direcdo Regional da Agricultura do Algarve, o controlo deve ser
efetuado em dois niveis,

o primeiro pelos servicos oficiais o qual deve ser realizad0 1 vez ao ano, no
minimo, e deve verificar se a aplicagdo da regulamentacdo do rebanho,
instalaces, condi¢cdes de fabrico e comercializacdo estdo conforme com a
legislagdao em vigor, recolhendo-se nesta visita amostras de leite e queijo para
analise; e por ultimo pelo proprio produtor, através de um checklist de
autocontrolo, a qual verifica a qualidade higiénico-sanitaria do queijo,
prevenindo acidentes durante o processo de fabrico. Normalmente, ocorrem
analises laboratoriais, que se aplicam em 2 niveis, para avaliar a qualidade: fisico-
quimica - pretende conhecer o valor nutricional, se houve adulteragao do
produto e o estado de frescura do mesmo através do uso de equipamentos
laboratoriais; Microbioldgica - indica-nos se o produto oferece niveis aceitaveis
de higiene e nos garante se nao ha possibilidade de transmissdao de doengas

através do seu consumo (DRAALG, 2005:39).

4.3.4.1. Controlo fisico-quimico
O queijo é bastante suscetivel a sofrer altera¢des de cunho bioquimico e microbiolégico,
pelo fato de apresentar um alto teor de humidade, valor de pH, e por ser altamente
manipulado durante o processo de fabrico, o que pode gerar alteracdes na qualidade,
rendimento e tempo de conservacao util do mesmo (Perry, 2004).

Rendimento queijeiro

Segundo Paolo et al. (2008), a definicdo de rendimento queijeiro nada mais é do que a
quantidade de queijo (kg), que se obtém a partir de 100 kg de leite. Assim sendo, quanto
maior for o percentual de sélidos do leite recuperados, maior sera a quantidade de
gueijo, o que significa dizer que maior sera o rendimento e, portanto, a rentabilidade
financeira do processo.

Quanto maior o valor de extrato seco total, melhor serd o rendimento durante a
transformacdo tecnolégica para obtencdo do queijo (Faria, 2016).
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Cor

A cor é um atributo visual, sem existéncia material, que causa um estimulo fisico captado
pela visdo e codificado no cérebro, produzindo uma sensacdo em quem observa
(Pedrosa, 2003). A cor pode variar em trés dimensdées: tonalidade (intervalo da longitude
de uma onda); brilho (luminosidade, o que faz a cor parecer mais clara); e saturacdo (a
pureza da cor). Deve ser sempre utilizada a mesma fonte de luz e método de iluminagao,
para que as condi¢Ges sejam padronizadas (Carrilha e Guiné, 2010).

O sistema La b ou sistema CIELab é o mais usado para medicdo de cor, e apresenta trés
coordenadas retangulares: L diz se a cor é mais clara (100) ou mais escura (0), variando
do branco ao preto; o atributo de tonalidade cromatica a define a cor vermelha para
valores positivos e a cor verde para valores negativos, e o b define a cor amarela para
valores positivos e a cor azul para valores negativos (Carrilha e Guiné, 2010; Barros
2014). A saturagao é correspondente ao raio do circulo de tonalidade que vai do cinza
do eixo de luminosidade, até a cor pura do espectro, que fica na parte extrema do
circulo. E dessa forma que se expressa a varidvel C, que é importante para caracterizar
a cor e um atributo quantitativo que vai de 0 a 60 (Autran e Gongalez, 2006).

As cores possuem a capacidade de estimular sensacées, determinar comportamentos e
provocar reacdes corporais e psicolégicas (Crepaldi, 2006), pelo que constituem um
critério importante usado para avaliar a qualidade do queijo, uma vez que é considerada
pelo consumidor nas suas decisdes de compra (Dias et al., 2012; Carrilha e Guiné (2010);
Cobucci, 2010; Santo et al., 2013; Kubo et al., 2013). Quando a cor do produto nao vai
ao encontro daquilo que é esperado pelo consumidor, quer seja pela diferenca de
tonalidade ou pela intensidade, vai constituir um fator de resisténcia (Ferreira et al.,
2000).

A cor do queijo resulta da penetra¢do da luz nas camadas superficiais e da sua captura
pelos globulos de gordura e pelas bolsas de soro (Lemay et al., 1994; Paulson, McMahon
e Oberg, 1998). A homogeneizacdo aumenta o numero de glébulos de gordura,
aumentando os centros de captacdo e assim aumentando a luminosidade (Everett e
Auty, 2008). Este aumento de luminosidade pode contribuir para aumentar a percecao
da cor branca (Fife, McMahon e Oberg, 1996). A tendéncia para o verde é caracteristica
dos queijos com baixo teor de gordura, onde o reduzido tamanho dos glébulos de
gordura permite que a cor do soro seja revelada (Fife, McMahon e Oberg, 1996).

A cor amarelada dos produtos lacteos tem origem, principalmente, em pigmentos
lipossoluveis, os carotenoides, provenientes da dieta animal. No caso das cabras, o leite
€ mais pobre nestes elementos, o que torna o queijo mais claro que o de vaca, fator que
é, muitas vezes, determinante da maior aceitabilidade por parte de certos consumidores
(Park, et al., 2006; Fox e McSweeney, 1998; Fox et al., 2000; Fuquay et al., 2011).
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Ao longo do tempo de vida do queijo, a exposicao a luz induz a degradacdo de lipidos,
proteinas e vitaminas, causando a mudancga de cor, o que prejudica a qualidade dos
produtos e a sua comercializacdo (Nollet e Toldra, 2010).

Potencial de Hidrogénio (pH)

Introduzido pelo bioquimico Soren Sorensen, em 1909, o termo potencial
hidrogenidnico ou potencial de hidrogénio (pH), € uma medida fisico-quimica que indica
se uma solugdo é acida, neutra ou alcalina (Magri, 2015).

Para a caracterizacao de queijos, considera-se o pH de alta importancia pois o mesmo
tem influéncia em aspetos como: textura, atividade microbiana e maturacao, uma vez
gue as reac¢des quimicas catalisadas por enzimas do coalho e da microbiota dependem
diretamente do pH (Sousa et al., 2014).

Atividade da agua (aw)

Atividade da agua (aw) é a relacdo entre a pressdo de vapor de dgua exercida pela d4gua
em um sistema alimentar (P) e a da dgua pura (Po) na mesma temperatura: aw=P/Po.

Juntamente com a temperatura e o pH, a atividade da dgua é um dos principais
parametros de avaliacdo das alteragdes quimicas, bioquimicas e microbioldgicas que
ocorrem nos alimentos, uma vez que uma ay elevada favorece o desenvolvimento da
maioria dos microrganismos. Em queijos, a importancia da atividade da dgua se dd pela
sua grande influéncia nos processos de conservacdao e maturacao, pois a mesma afeta
diretamente a atividade enzimdatica, a sobrevivéncia e o crescimento de
microrganismos, fatores que afetam diretamente a estabilidade e seguranca alimentar,
assim como o sabor e a textura do queijo (Fox et al., 2015).

Extrato seco

A designacdo Extrato Seco é aplicada para o residuo material que permanece no
recipiente depois da evaporagdo de uma amostra de agua e a posterior secagem
completa a uma temperatura definida, por norma, 101+1 °C (NP 3544:1987).

Tanto para o leite quanto para os seus derivados, o extrato seco é uma fracdo de
importancia na sua qualidade e no seu perfil nutricional. A indUstria de laticinios
apresenta parametros bem definidos relativamente ao teor de extrato seco. Sdo varios
os métodos de analises fisico-quimicas para leite e derivados estabelecidos como
oficiais, redigidos por érgaos como a AOAC (Corréa, 2016).
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Gordura

A gordura é de suma importancia relativamente a geracao do aroma, sabor e textura
dos queijos. Quando em excesso, a mesma proporciona uma coagulacdo mais lenta,
maior periodo de maturacdo, maior rendimento e menor resisténcia a ambientes
adversos. Em contrapartida, quando possui pouca gordura, obtém-se um queijo com
pasta dura e periodo de maturagdo lento. Além de ajudar na cor, na consisténcia e no
sabor final do queijo, promove uma melhor reten¢do da humidade, diminuindo assim as
perdas por desidratacdo durante a cura, armazenamento e comercializacdo. O valor
energético na dieta alimentar é de fundamental importancia, uma vez que possui
aspetos negativos ou positivos que influenciam diretamente a satde dos consumidores.
O teor de gordura do leite sofre variagdes que estao relacionadas a dieta do animal, as
quais refletem no teor de sélidos totais (Pinho e Ferreira, 2006; Fernandes 2013; Faria,
2016; Gomes e Souza, 2012).

Proteinas

Relativamente ao teor proteico do leite de cabra, sabe-se que o mesmo é bastante
similar ao leite de vaca, apresentando apenas diferencas minimas. A caseina organiza-
se em forma de micelas (menores que as micelas do leite de vaca) e apresenta baixos
niveis de caseina alfa-S1 (principal agente causador de alergia ao leite de vaca). O teor
de proteina sofre pouca influéncia no que tange a dieta do animal, pois cerca de 55% da
variabilidade na composicdo do leite é de origem genética (Gomes e Souza, 2012).

Uma das razdes do bom impacto nutricional dos queijos é resultado da sua elevada
concentracdo de proteinas. A presenca de aminodcidos essenciais nas proteinas dos
gueijos concede-lhes um alto valor biolégico e uma alta digestibilidade. A caseina é a
proteina mais presente no queijo, entre elas, a a — caseina, B — caseina, kK — caseina entre
outras (Pinho e Ferreira, 2006).

Atividade Antioxidante

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia, seja ela sintética ou natural,
gue ao ser adicionada a produtos, previne ou retarda a deterioracdao pela agdo do
oxigénio do ar (Halliwell et al., 1995).

O estresse oxidativo e os radicais livres constituem uma preocupacao no que se refere
a homeostasia do organismo, uma vez que quando o processo ndo é devidamente
regulado, pode contribuir para o surgimento de varias doencas crénicas e degenerativas.
Sendo entdo capazes de estabilizar ou mesmo desativar radicais livres, evitando e
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reduzindo danos celulares, o que contribui diretamente para a manutencao da saude
(Valko et al., 2006; Rodrigues et al., 2020).

Dia apds dia, tem sido observada uma tendéncia cada vez maior em consumir produtos
antioxidantes ou anti-inflamatdrios, que sejam provenientes de alimentos naturais ou
componentes bioativos dietéticos para fins relacionados a saude. As plantas haléfitas
sao adaptadas aos mais variados estresses abidticos, entre eles, a alta salinidade, a in-
tensidade UV e a seca. Parte disso se deve a sintese e acimulo de moléculas primarias
e secundarias bioativas, que possuem um importante valor nutritivo e propriedades bi-
oldgicas relevantes, como por exemplo, atividade antioxidante e antiparasitica. Plantas
como H. Italicum subsp. picardii t€m um alto potencial comercial a ser explorado, nao
s6 na medicina tradicional, mas também como bebidas funcionais a base de plantas na
categoria alimentos sauddveis (Oliveira et al., 2021; Lu e Yen, 2014; Pereira, 2017).

Relativamente a C. maritimum, Siracusa et al. (2011) referem atividade antioxidante
significativa nas infusdes da planta, verificando-se uma boa capacidade de neutralizacao
de radicais livres quando comparada com antioxidantes comerciais.

4.3.4.2. Controlo microbiolégico

Na industria de alimentos, a contaminagao microbiolédgica representa ndo sé um grande
risco para a saude do consumidor, como também pode gerar prejuizos econémicos
significativos. Dada a matéria-prima que é utilizada e o alto teor de umidade nos locais
de producdo, os lacticinios sdo suscetiveis a esse tipo de contaminacgdo. Por isso, é de
extrema importancia a implantacdo de programas de boas praticas de fabricacdo e do
controle permanente dos processos e seus pontos criticos (Sistema HACCP) (Perry,
2004).

Sendo pasteurizado ou cru, o leite com boa qualidade microbiolégica é essencial para a
preparacao de bons queijos.

Nos queijos existem tanto microrganismos desejaveis quanto indesejaveis. Os primeiros
contribuem para as caracteristicas organoléticas, de conservacao e higiénico-sanitarias
do queijo. Por norma, quando hda presenca de microrganismos patogénicos eles sdo
resultado de contaminag¢des causadas por uma higiene inadequada (Veiga, 2012).

Como estabelecido no Regulamento 2073/2005, posteriormente alterado pelo
Regulamento 1441/2007, os critérios microbiolégicos aplicados aos géneros
alimenticios dao orientacdes quanto a aceitabilidade dos géneros alimenticios, bem
como dos seus processos do fabrico, pelo que fazem parte da aplicacdao de medidas de
controlo de higiene e do préprio sistema HACCP.
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N3o se tratando, no caso deste trabalho, de verificar se os lotes de queijos produzidos
estavam em condi¢des de ser comercializados, o plano de amostragem indicado nos
“critérios microbioldgicos aplicaveis a géneros alimenticios” (Regulamento 1441/2007)
nao foi cumprido, mas os microrganismos indicados para controlo foram analisados.

Assim sendo, foram avaliados os “critérios de higiene do processo, que indicam se o
processo de producdo funciona de modo aceitdvel, estabelecendo um valor de
contaminacdo indicativo, acima do qual se tornam necessdrias medidas corretivas para
preservar a higiene do processo” (Regulamento 2073/2005) (Tabela 4.2).

Foram, ainda, avaliados os “critérios de seguranca dos géneros alimenticios, que
definem a aceitabilidade de um produto” (Regulamento 2073/2005). Neste caso,
“alimentos prontos para o consumo suscetiveis de permitir o crescimento de Listeria
monocytogenes, exceto os destinados a latentes e a fins medicinais especificos”
(Regulamento 1441/2007) (Tabela 4.3).

Para além daqueles que sdo critérios legais estabelecidos para os estabelecimentos
comerciais, decidiu-se fazer uma analise mais genérica da carga microbiana,
enumerando os microrganismos a 30 °C e os bolores e leveduras.

Escherichia coli

Ha muitos anos, os grupos de coliformes a 35 °C e a 45 °C colonizadores do trato
intestinal de animais de sangue quente sdo aplicados como indicadores de qualidade
higiénica. Mesmo existindo contestacdes com relagdo aos microrganismos mais
representativos da qualidade sanitdria de um produto alimenticio, os coliformes e em
particular, Escherichia coli tém ganhado mais atencao (Almeida e Franco, 2003).

Coliforme é um termo geral utilizado para bactérias Gram-negativas, anaerdbias,
facultativas, que apresentam forma de bastonetes. Este grupo possui espécies dos
géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter e Citrobacter. E. coli do grupo
Enterobacteriaceae é uma bactéria Gram-negativa, que ndo possui enddsporos,
anaerdbia facultativa, que entre as bactérias coliformes, é considerada a espécie que
mais eficazmente indica contaminacdo fecal e a possivel presenca de patdgenos
entéricos (Forsythe, 2002).
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Tabela 4.2. Critérios de Higiene do Processo - Leite e produtos ldcteos (Regulamento 1441/2007)

Plano de . Método de o .
. ) . . Limites i Fase em que o critério se Medidas em casa de
Categoria de Alimentos Microrganismos Amostragem Analise de . . . .
N aplica resultados insatisfatérios
Referéncia
n C m M
2.2.2. Queijo fabricado Durante o processo de
co.m leite ou sor(? de - 100 1 000 SO 16649-1 fabrico, no rrnomento'em Melhoria da higieneNna
leite que tenha sido E. coli (%) 5 gue se prevé que o nimero  producdo e da sele¢do de
. ufc/g ufc/g ou?2 . . L .
submetido a de E. coli seja mais elevado matérias- -primas
tratamento térmico )
2.2.5. C}ueljo de pasta Melhoria da higiene na
mole nao curado ~
.. producdo. Se se detetarem
(queijo fresco) Estafilococos valores >105 ufc/g, o lote
fabricado com leite ou 100 100  EN/ISO 6888- _ . ; &
. coagulase 5 Fim do processo de fabrico de queijo deve ser testado
soro de leite que tenha . ufc/g ufc/g lou?2 -
positivos para detegdo de

sido submetido a
tratamento térmico
mais elevado (°)

enterotoxinas
estafilocdcicas

Notas: (1) A E. coli é aqui utilizada como indicador do nivel de higiene. (2) Nos queijos ndo suscetiveis de permitir o crescimento de E. coli, o nimero de E. coli é habitualmente
mais elevado no inicio do periodo de cura. Nos queijos suscetiveis de permitir o crescimento de E. coli, esse nimero é habitualmente mais elevado no final do periodo de
cura. (3) Excluindo os queijos em relagdo aos quais o fabricante puder demonstrar, a contento das autoridades competentes, que o produto ndo apresenta qualquer risco de
enterotoxinas estafilocdcicas.
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Tabela 4.3. Critérios de sequranca dos géneros alimenticios (Requlamento 1441/2007).

Plano de o Método de Andlise de Fase em que o critério se
. . . . Limites a .
Categoria de Alimentos Microrganismos Amostragem Referéncia aplica
n C m M
1.2. Alimentos prontos para Antes de o alimento deixar
consumo suscetiveis de permitir o Listeria de estar sob o controlo
crescimento de L. monocytogenes, 5 0 Auséncia em 25 g EN/ISO 11290-1 imediato do operador da
) monocytogenes
exceto os destinados a lactentes e (1) empresa do sector

a fins medicinais especificos

alimentar que o produziu

Nota: (1) Este critério é aplicavel aos produtos antes de deixarem de estar sob o controlo imediato do operador da empresa do sector alimentar que os produz, se este ndo
puder demonstrar, a contento da autoridade competente, que o produto nio excedera o limite de 100 ufc/g até ao termo do periodo de conservagao util.
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E. coli é uma espécie que inclui bactérias que habitam nos intestinos dos mamiferos. A
ingestdo de alimentos ou liquidos com certos tipos de E. coli pode levar a doencas
gastrointestinais leves ou graves. Alguns tipos de E. coli patogénicos podem ser fatais
(FDA, 2019).

Pacientes, geralmente, tém um inicio abrupto de diarreia que ndo contém sangue, pus
ou muco, sendo, por norma, leve a moderada em gravidade. Alguns pacientes podem
ter perda severa de fluido, além de febre de baixa, ndusea e dor abdominal que também
podem estar presentes. A desidratacao pode se tornar grave ou fatal em recém-nascidos
e criangas. A contaminagao ocorre principalmente pela rota fecal-oral e é mais comum
em paises em desenvolvimento, que carecem de instalacdes adequadas de saneamento
e tratamento de dgua potavel. O modo de transmissdo mais importante é a agua potavel
contaminada e mal tratada. Por isso, é importante um controlo higiénico sanitdrio no
momento de manipular alimentos (Tabela 4.2) (PHAC, 2011).

Relativamente a deterioracdo de queijos, as bactérias do grupo coliforme (entre as quais
E. coli) sdo consideradas como principais agentes causadores de contaminacao levando
a fermenta¢des anormais e o que leva a opar precocemente as embalagens dos
produtos (Almeida e Franco, 2003).

Staphylococcus coagulase positiva

Entre as mais variadas espécies do género Staphylococcus, a mais relevante na
microbiologia de alimentos é Staphylococcus aureus. S3o anaerdbios facultativos,
fermentam carboidratos e causam protedlise (Amorim, 2013).

Segundo Forsythe (2002), S. aureus é uma bactéria esférica (coco), Gram-positiva, que
causa uma variedade de doencas, incluindo pustulas e furdnculos. Com relagdo as
doencas de origem alimentar, esta principalmente relacionada com a produc¢do de
termoenterotoxinas (estaveis ao calor), causadoras de vomitos.

Por ser considerada uma bactéria com alta versatilidade nutricional e com capacidade
de crescer em diferentes condigdes ambientais, S. aureus é capaz de desenvolver-se com
facilidade em varios alimentos (Santana et al., 2010).

S. aureus apresenta distribuicdo mundial, onde uma parcela da populagao é portadora
da bactéria e assintomatica. Nestas circunstancias, os portadores humanos, mesmo em
condicbes normais de salde, continuam a ser um perigo durante a manipulacdo de
alimentos, uma vez que podem contamina-los durante as diferentes fases de
preparacao, através das maos e secrecdes oro-nasais. Razdes pela qual é muito
importante fazer o seu controlo (tabela 4.2) (Sandi, 2004).
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O leite cru pode ser contaminado através do préprio animal, pelas mdos do ordenhador,
pelos equipamentos de ordenha e o proprio ambiente da sala de ordenha. A presenca
de S. aureus no leite cru é um grande problema de saude publica, pois a mesma possui
um alto risco de transmissdo para o consumidor, ja que as mesmas sdo resistentes tanto
ao tratamento térmico quanto as enzimas proteoliticas (Lucheis, 2012).

Listeria monocytogenes

Esta bactéria causa uma doenca chamada listeriose. E amplamente encontrada no
ambiente, além de contaminar a maioria dos alimentos e pode crescer a temperaturas
de refrigeracdo o que torna um desafio o seu controle na cadeia de produgdo de
alimentos (IDF, 2013).

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, ndao formadora de enddsporos.
Se movimenta através de flagelos e multiplica-se em temperaturas entre 0 e 42 °C, ou
seja, L. monocytogenes pode multiplicar-se, ainda que lentamente, sob temperaturas de
refrigeracdo. Os surtos de listeriose sdao bastante raros, estando associados a um certo
numero de alimentos (incluindo queijo), que podem propiciar a multiplicacdo de L.
monocytogenes e podem ser consumidos sem tratamento posterior (Forsythe, 2002).

De acordo com os regulamentos e politicas do Codex Alimentarius em alimentos prontos
para consumo que suportam o seu crescimento, faz-se necessario sua auséncia em cinco
amostras de 25 g, a ndo ser que o fabricante possa comprovar que os nimeros nao
ultrapassam a 100 ufc/g durante todo o prazo de validade declarado do produto (Tabela
4.3) (Regulamento 1441/2007).

Tanto o leite como os seus derivados podem ser contaminados com L. monocytogenes
nas varias etapas da cadeia alimentar, podendo ter sua origem nas fezes dos animais de
ordenha, no ambiente geral do fabrico de alimentos ou mesmo por infecdo do Ubere
(Pintado et al., 2009).

Microrganismos a 30 °C

Os microrganismos totais a 30 °C s3ao dos indicadores de qualidade dos alimentos mais
genéricos e abrangentes, indicando a adequac¢do da temperatura e o controlo do
saneamento do processamento, transporte e armazenamento (Herrera, 2001).

Desenvolvem-se numa vasta gama de temperaturas intermédias, tendo o seu
crescimento 6timo entre os 30 °C e os 45 °C. As temperaturas minimas situam-se entre
0s 5 °Ce 0s 15 °C e as maximas entre os 35 e os 47 °C (FDA, 2009).

A contagem dos microrganismos mesoéfilos pode ser utilizada para avaliar a qualidade

higiénica, para determinar a aceitabilidade organoléptica, para verificar a aplicacao de
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boas praticas de fabrico e, ainda, como indicador de seguranca. Fornece informacao
sobre matérias-primas, condicdes de processamento, de armazenamento e de
manipulacdo dos alimentos (Downes e Ito, 2001).

Para controlar a multiplicagdo deste género de microrganismo, a refrigeracao do leite
deve ter uma temperatura inferior ou igual a 4 °C (Santana et al., 2010).

Bolores e leveduras

Os fungos, conhecidos também como bolores e leveduras, sdo organismos eucariotos
heterotrdéficos, que possuem parede celular rigida e podendo ser uni ou multicelulares.
Em condicdes favoraveis, os esporos germinam e produzem hifas que podem invadir
sementes, graos e outros substratos (Borges, 2013).

Algumas espécies de fungos sdo utilizadas na producdo de penicilina, queijos, e etc. No
entanto, ha espécies que sdo responsaveis pela deterioracdo de materiais, e também
causam algumas doengas em seres vivos (Adams et al., 2016).

As leveduras se diferenciam dos bolores por serem unicelulares, apresentando-se sob
as formas esférica, ovoide e elipsdide (Adams et al.,2016).

Os leites fermentados e iogurtes sdo, comumente, deteriorados pela a¢do de leveduras.
O que favorece o seu aparecimento em queijos é o baixo pH e o perfil nutricional,
caracteristicas estas que aumentam as chances de multiplicacdo de leveduras
deteriorantes. Quando embalados em vacuo ou em atmosferas modificadas, as
embalagens podem inchar devido a grande quantidade de CO; produzida por leveduras
(Ledenbach e Marshall, 2009).

4.3.5. Tempo de conservagao util
Segundo o Codex Alimentarius, o tempo de conservacao Util de um produto alimentar
designa o intervalo de tempo no qual o alimento preserva a sua inocuidade e idoneidade
microbioldgicas, desde que seja armazenado a temperatura indicada no rdétulo
(FAO/OMS, 2009).

Os fatores que podem influenciar diretamente no tempo de conservacdo util de um
alimento sdo atividade da agua, pH e carga microbiana inicial do produto, condi¢des
inadequadas de armazenamento e manuseio e material de embalagem inadequado para
o produto. Parametros quimicos e microbiolégicos, propriedades organoléticas ou
avaliagdes sensoriais dos alimentos sdo utilizadas para estudar o tempo de conservagao
util de um produto alimentar (Amritkar, 2016).
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Com relacdo a data de validade na industria, utilizam-se duas expressoes: “consumir de
preferéncia até”, data apds a qual o produto pode permanecer seguro, entretanto ja
ndo se pode garantir a qualidade 6tima do mesmo, e “consumir até”, periodo apds o
qual o género alimenticio ja pode comprometer a saude do consumidor. No caso do
queijo fresco, o termo a aplicar é “consumir até” devido a sua perecibilidade por
degrada¢ao microbioldgica (Braz, 2017).

O queijo é considerado um produto pertencente ao grupo de produtos lacteos com
maior diversidade, uma vez que apresenta uma série de formatos, texturas, sabores e
aromas, 0s quais resultam de protocolos de fabricacgdo e maturagao especificos. As
condicGes ambientais ao longo do manuseio e armazenamento e as suas complexas
composicées sdo responsaveis pelo desenvolvimento flngico e bacteriano
descontrolado e extenso em sua superficie. Todas essas situacdes diminuem a sua
qualidade e causam riscos aos consumidores, gerando um impacto no tempo de
conservacao util do queijo (de Oliveira, 2007).

Existem formas de se aumentar o tempo de conservacgao util de um produto alimentar.
De acordo com o regulamento n21333/2008, os aditivos autorizados para os queijos que
podem ajudar para o controlo de alteragdes sdo sorbatos, nisina, acido acético, acido
citrico e fosfatos. Vale ainda ressaltar que existem outras maneiras de contribuir para o
aumento o tempo de conservacgdo Util de um género alimenticio, como, por exemplo,
tratamentos térmicos, atmosfera modificada, o tipo de embalagem, adicdo de ervas
aromaticas, aplicacdo de estirpes microbianas que produzem bacteriocinas ou mesmo a
adicdo direta de bacteriocinas, entre outras opgdes. Estas possibilidades podem variar
quanto a atuacdo, ao modo de aplicacao, a sua eficacia, ao custo, entre outros fatores,
e tém peculiaridades que podem limitar a sua aplicacido em funcdo do género
alimenticio (Braz, 2017).
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5. Metodologia

5.1. Colheita de material vegetal e processamento da biomassa
A biomassa foi fornecida pelo laboratério XtremeBio do Centro de Ciéncias do Mar do
Algarve (CCMAR), da Universidade do Algarve. A biomassa fresca das espécies C.
maritimum e H. picardii foi colhida de plantas adultas nas praias do Garrao e do Ancao
(Algarve), respetivamente, em outubro de 2020. As plantas foram congeladas e
desidratadas em um liofilizador, durante 3 dias. A biomassa seca foi depois reduzida a
po e guardada em tubos Falcon, ao abrigo da luz e a temperatura ambiente.

5.2. Preparacao das infusdes (extrato)
Para a preparacgao das infusdes, 1 g de biomassa seca foi adicionada a 200 ml de agua
destilada, em ebulicdo, durante 5 minutos. A infusdo foi depois filtrada e liofilizada
(Pereira et al., 2017).

5.3. Determinacao da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante das infusdes foi feita através do método de
ABTS (2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-acidosulfénico)) (Wang et al., 2008). Para tal,
uma solucdo estoque do radical catidonico ABTS (7,4 mM) foi gerada a partir da reacdo
de ABTS (7,4 mM) com persulfato de potassio (2,6 mM), durante 16 horas no escuro e a
4°C. A solucdo de ABTS obtida foi depois diluida com etanol para obtencdo de uma
absorvancia de 0,7 a 734 nm (Biotek Synergy 4). Para o ensaio, as amostras de extrato
(10 pl em concentracgdes entre 0 e 10 mg/mL) foram misturados com 190 ul de ABTS em
microplacas de 96 pocos, e apds 6 minutos de incubacdo a absorbancia foi medida a 734
nm (Biotek Sinergia 4). Os resultados foram expressos como atividade antioxidante (%)
em relacdo a um controle contendo etanol, e como EC50, ou seja, a concentracdo de
antioxidante necessdria para neutralizar 50% dos radicais de ABTS. Como controlo
positivo foi utilizado o BHT (1 mg ml-1).

5.4. Aquisicao do leite
O leite foi adquirido na Queijaria Martins, Portela da Nave, Salir (Algarve).

5.5. Processamento do queijo
Nos dias de producdo do queijo de cabra, foi feita a desinfecdo dos equipamentos e
utensilios utilizados usando uma solugao de alcool etilico hidratado 70 INPM, para evitar
contaminacdo cruzada. Luvas, mascaras e toucas descartaveis foram usados com a

26



mesma intengao. Foram utilizados dois métodos de processamento do queijo: biomassa
e extrato adicionado antes e apds a coagulagao.

5.5.1. Planta (biomassa e extrato) adicionadas apds coagulagao
Procedeu-se ao aquecimento do leite até 75 °C durante 1 minuto, seguindo-se um
periodo de arrefecimento até a temperatura de 35 °C. Atingida esta temperatura,
procedeu-se a adicao do sal (12 g por litro) e, finalmente, do coagulante (Coalho Britex
Lig) na forma liquida (30 gotas por litro).

Deixou-se o leite coagular em banho-maria, a uma temperatura de 35 °C, durante 30
minutos. Depois deste periodo, fez-se o primeiro corte da coalhada.

O corte da coalhada realizou-se de forma manual, sendo o primeiro corte realizado em
linhas cruzadas (Figura 5.1). Apds o primeiro corte, a coalhada permaneceu em repouso
durante 30 minutos, ao fim dos quais se efetuou o segundo corte em formato de 8
(Figura 5.2). Apds o segundo corte, a coalhada permaneceu cerca de 30 minutos em
repouso, permitindo a formacdo de uma camada de soro livre a superficie (Figura 5.3).
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Figura 5.2. Segundo corte em forma de oitos. ® ANA CARVALHO

Figura 5.3. Massa da coalhada, 30 minutos apds o segundo corte (camada de soro a superficie) ® ANA
CARVALHO

No final deste periodo procedeu-se ao enchimento manual de cinchos perfurados
(encinchamento da coalhada). Os queijos seguiram, entdo, dentro dos cinchos, para
armazenamento refrigerado. O processo de fabrico descrito, estd representado na
figura 5.4. Quer a biomassa, quer o extrato, foram adicionados durante o processo de
encinchamento.
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Figura 5.4. Diagrama de blocos da produg¢do do queijo fresco (Fonte: elaboragdo propria).

Para determinar a quantidade de biomassa de H. picardii a utilizar é necessario
determinar o rendimento de cocgdo (razao entre massa do extrato obtida e a biomassa
utilizada). Sabe-se que, por cada 2000 mg de biomassa, se obteve 200 mg de extrato,
logo o rendimento de cocgao é 10%. Com este resultado e o valor conhecido do ECso
2,20 -azino-bis-(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) (0,22 mg/ml), obtém-se
uma concentracdo de biomassa de 2200 mg/L de leite. Logo, se um litro de leite produz
250 g de queijo, obtém-se uma concentracdo de 0,880 g por 100 g de queijo. Em testes
preliminares (tabela 6.2), concluiu-se que a partir de 0,5151 g por 100 g de queijo este
ja apresenta um sabor amargo, pelo que se reduziu para metade o valor obtido. Usaram-
se 0,440 g de biomassa por 100 g de queijo, o que estava dentro da gama de valores que
apresentam um sabor agradavel.

O extrato de H. picardii usado tem um ECso de 220 mg/L. De acordo com Caleja et al.
(2015) para determinar a quantidade do extrato, o valor ECso € multiplicado por trés,
obtendo-se 660 mg/L para 250 g de queijo (1 L leite). Neste trabalho produziram-se
queijos de 100 g, utilizando-se, portanto, 0,264 g/queijo.

Para determinar a quantidade de biomassa de C. maritimum a utilizar, determinou-se o
rendimento de coc¢do (35%) e 0 ECso ABTS (0,16 mg/mL), obtendo-se uma concentragido
de 457 mg/L. De acordo com Caleja (2015), este valor deve ser multiplicado por trés,
obtendo-se assim, 1371 mg/L de biomassa para produzir 250 g, ou seja, 0,548 g para
100 g de queijo, que foi a quantidade de queijo produzida por amostra para este
trabalho.
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Para determinar a quantidade de extrato de C. maritimum utilizado, multiplicou-se o
ECso por trés, obtendo-se o valor de 480 mg/L para 250 g de queijo, o que significa que
para 100 g a quantidade usada foi 0,192 g.

5.5.2. Planta (biomassa e extrato) adicionadas antes da coagulagao
Neste método, a planta (biomassa ou extrato) foi adicionada apds o arrefecimento do
leite e antes da adicdo do coagulante. Seguiu-se, entdo, o processo de producado descrito
no ponto 5.5.1. e apresentado no diagrama de blocos da figura 5.5. A quantidade de
extrato/biomassa foi a mesma descrita no ponto 5.5.1.

LEITE = | AQUECIMENTO 75°C1°
i
SAL © MISTURA
o
ARREFECIMENTO 45 °C
i
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ADICAC DO COALHO

COALHO = 30 gotas
O

coaGu LAL;ED 45°C 30°
O
CORTE

O

DESSORAMENTOD e 50RO
O

CINCHO = EMCICHAMENTO o SORO
1)
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Figura 5.5. Diagrama de blocos da produgdo do queijo fresco (Fonte: elaboragdo propria).

5.6. Lotes produzidos

No decorrer deste trabalho foram produzidos 8 lotes com diferentes condicbes (Tabela
5.1.).
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Tabela 5.1. Lotes produzidas

Lote Planta Adicionada Biomassa/Extrato Método de
Produgao

1 - - Sem adicdo
2 H. picardii Biomassa Adicdo apds
coagulacao
3 H. picardii Biomassa/Extrato Adicdo apds
coagulacao
4 H. picardii Biomassa/Extrato Adicdo apds
coagulacao
5 C. maritimum Biomassa/Extrato Adicdo apds
coagulacao

6 C. maritimum Biomassa/Extrato Adicdo antes da
coagulacao

7 (B; C; E) H. picardii Biomassa/Extrato Adicdo antes da
coagulacado

8 (B; C; E) C. maritimum Biomassa/Extrato Adicdo antes da
coagulacado

Considerou-se que cada lote é constituido pelos queijos produzidos sob as mesmas
condicBes. No caso em que a adicdo das plantas foi feita antes da coagulacdo, cada lote
deu origem a 3 sub-lotes (C - controlo, B - com adi¢do de biomassa e E - com adicdo de
extrato). Apesar desta terminologia (sub-lote) ndo ser utilizada na escrita da dissertacao,
fica bem patente pelas inimeras referéncias a “controlo”, biomassa” e “extrato”. O lote
1 serviu essencialmente para treinar a tecnologia de fabrico do queijo e o lote 2 serviu
para testes preliminares para a determinacdo da concentracdo de biomassa de H.
picardii. Relativamente ao lote 3, ndo sdo apresentados quaisquer resultados, por terem
ocorridos varios incidentes durante a realizacdo das diferentes analises.

5.7. Controlo Fisico-quimico

5.7.1. Rendimento queijeiro
De acordo com Raimundo et al. (2015), o calculo utilizado para se determinar o
rendimento queijeiro pode ser feito a partir da quantidade de leite em litros (L) utilizada
e da quantidade de queijo obtida em quilogramas (kg), e se expressa em funcdo da
unidade de massa de produto que foi obtida. Assim a determinagao do rendimento do
queijo foi realizada tendo como base a seguinte a férmula:

Nn=100 X mqo/m¢
Em que n—rendimento do processo (%); mg—massa de queijo (kg); mi—massa de leite (L)

A totalidade dos queijos finalizados foram pesados, bem como a massa de queijo que
sobrou de cada lote. Finalizadas as pesagens, calculou-se o rendimento.
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5.7.2.Cor
A determinagao e avaliagdo da cor de forma instrumental foi realizada usando o sistema
de coordenadas CIEL definido pela Commission Internationale de L’Eclairage — CIE 1976.
Foi usado um colorimetro PSE-CSM 10 (Instruments LDA, UK), utilizando o iluminante
D65.

No espaco colorimétrico, definido por L, a, b, a coordenada L (luminosidade)
corresponde a relagdo entre a luz refletida e absorvida, o que faz com que se defina
como o produto entre a cor preta (O - totalidade da luz absorvida) e branca (100 -
totalidade da luz refletida) (Granato e Masson, 2010); a varia entre -60 (verde) e +60
(vermelho) e a componente b varia entre -60 (azul) e +60 (amarelo) (Buffa et al., 2001).
Mediu-se, ainda, a cromaticidade ou saturacdo (C), que indica a intensidade ou pureza
do tom, independente de quao clara ou escura é a cor. Quanto maior é o seu valor, mais
intensa é a cor, parecendo luminosa ou concentrada, enquanto valores baixos
(acromatico) indicam a cor acinzentada, fraca ou diluida (Granato e Masson, 2010).

Foram realizadas 21 medicGes em cada amostra, com o aparelho previamente calibrado,
usando diferentes partes do queijo. Dependendo do ensaio, foram feitas leituras nos
dias 0, 7 e 14 ou nos dias 0, 4 e 8. Os queijos foram mantidos em armazenamento
refrigeradoa 5 °C.

5.7.3. pH, atividade de agua (aw), Extrato Seco, Gordura e Proteina
O pH foi medido pelo método direto utilizando o potencidmetro (Crison, Instruments,
S.A., Espanha). Foram realizadas 9 medicGes por tempo de amostragem, usando 3
gueijos diferentes.

A atividade de agua (aw) foi determinada num medidor de aw (Rotronic Hydrolab —
Rotronic AG, Bassersdorf, Switizland), termicamente estdvel a 25 °C. Foi colocada uma
amostra do queijo numa célula de poliestireno, que se introduziu na esta¢cdao de medida
por 25 minutos. As medicdes foram realizadas em triplicatas.

A andlise gravimétrica foi utilizada para obtencdo do teor de extrato Seco total, fazendo-
se uso de uma estufa convencional. Foram colocadas 3 g de amostra de queijo em uma
placa de Petri, previamente seca e tarada. Apds homogeneizacdo, a amostra foi colocada
em estufa a 100 °C por 24 h. Em seguida, as placas foram transferidas para exsicadores
para resfriamento e seguiu-se a pesagem. A analise foi realizada em triplicata (NP 3544-
1987).

Para a determinacdo do teor de gordura total, foi usado o método de Gerber,
modificado por Egan et al. (1981). Foram homogeneizadas amostras de 3 g e pesadas
diretamente em butirémetro de Van Gulik, especial para queijo. Em seguida,
acrescentou-se 10 mL da solugdo de acido sulfurico, cerca de 6 ml de agua ou até cobrir
a amostra, e 1 mL de alcool isoamilico. Completou-se o volume do butirémetro com
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agua quente e transferiu-se o butirémetro para banho-maria a 65 °C, agitando-o até que
se dissolva toda a amostra. Uma vez dissolvida, centrifugou-se por 5 minutos a 1100 rpm
e fez-se a leitura de gordura diretamente na escala do butirdmetro. Todos os ensaios
foram realizados em triplicata.

Para a analise da proteina total, as amostras dos queijos foram previamente liofilizadas
durante trés dias, e a seguir, reduzidas a pd. Este pd, devidamente pesado (1-2 mg), foi
analisado através do CHN Elemental Analyzer (Vario EL Ill), o qual é capaz de medir o
azoto total. O teor de proteina bruta é, entdo, determinado através da multiplicacdo do
teor de azoto total encontrado pelo fator de conversdo 6,38 (Goncalves e Graca, 1985).
Foram realizadas 3 medi¢cBes em cada amostra para os tempos t=0 e t=4 dos lotes 5 e 8.

5.7.4. Atividade Antioxidante

Para a avaliacdo da atividade antioxidante dos queijos, foi feita uma extracdo das
amostras liofilizadas, de acordo com Abderrezak (2018). Para tal, 5 g das amostras secas
foram extraidas com 20 ml de etanol, durante a noite, com agitacdo. Os extratos foram
filtrados (Whatman n? 4), centrifugados por 10 minutos, a 4000 rpm e o sobrenadante
recolhido e evaporado num evaporador rotativo a 40 °C sob vacuo. A atividade
antioxidante foi determinada através do método de ABTS, anteriormente descrito na
sec¢do 5.3, nos extratos em concentracdes entre 0 e 200 mg/mL.

5.8. Controlo microbioldgico
Por razbes de higiene e seguranca alimentar, fizeram-se as analises indicadas no
Regulamento 1441/2007 para queijo fresco (E. coli, Staphylococcus coagulase positiva e
L. monocytogenes).

Existem relatos que atestam alguma atividade antimicrobiana na adi¢ao de algumas
plantas ao queijo (Bukvicki et al., 2018). Neste estudo, fizeram-se varias analises
microbioldgicas (microrganismos a 30 °C e bolores e leveduras) para verificar se ocorre
alguma extensdo do tempo de conservacdo util nos queijos com adicdo de plantas,
relativamente ao queijo sem adicdo de plantas (controlo).

5.8.1. Escherichia coli (ISO 16649:2001)
Para contagem da E. coli, foi utilizada a técnica descrita na ISO 16649-2:2001.
Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method for the enumeration
of 8-glucuronidase-positive Escherichia coli - Part 2: Colonycount technique at 44 °C using
5-bromo-4-chloro-3-indolyl 8-D-glucuronide.

No ensaio com o lote 4, fez-se amostragem no inicio (t=0), no meio (t=7) e no fim (t=14)
do periodo em estudo. Nos restantes ensaios fizeram-se amostragens no inicio (t=0), no
meio (t=4) e no fim (t=8).
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5.8.2. Staphylococcus coagulase positiva (1ISO 6888:2003)
A deteccdo de S. aureus foi efetuada em Meio Baird Parker seguindo a técnica da I1SO
6888-1:1999/AMD 1:2003 Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal
method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus aureus
and other species) — Part 1: Technique using Baird-Parker agar medium — Amendment
1: Inclusion of precision data. Genéve, Suica: International Organization for
Standardization.

No ensaio com o lote 4, fez-se amostragem no inicio (t=0), no meio (t=7) e no fim (t=14)
do periodo em estudo. Nos restantes ensaios fizeram-se amostragens no inicio (t=0), no
meio (t=4) e no fim (t=8).

5.8.3. Listeria monocytogenes (1SO 11290:2017)
Foi usada a ISO 11290-1:2017 Horizontal method for the detection and enumeration of
Listeria monocytogenes Part 1: Detection Method.

No ensaio lote 4, fez-se amostragem no inicio (t=0), no meio (t=7) e no fim (t=14) do
periodo em estudo. Nos restantes ensaios fizeram-se amostragens no inicio (t=0), no
meio (t=4) e no fim (t=8 dias).

5.8.4. Microorganismos a 30 °C (I1SO 4833:2013)
A norma 4833: 2013 Part 1 “Microbiology of food and animal feeding stuffs- Horizontal
method for the enumeration of microorganisms - Colony-count techniqueat 30 °C” foi
utilizada para enumeracdo de microrganismos a 30 °C.

No ensaio lote 4, fez-se amostragem no inicio (t=0), no meio (t=7) e no fim (t=14) do
periodo em estudo. Nos restantes ensaios fizeram-se amostragens no inicio (t=0), no
meio (t=4) e no fim (t=8 dias).

5.8.5. Bolores e leveduras (1SO 21527:2008)
Para enumeracao dos fungos, foi utilizada a ISO 21527-1:2008 Microbiology of food and
animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of yeasts and moulds —
Part 1: Colony count technique in products with water activity greater than 0,95

No ensaio lote 4, fez-se amostragem no inicio (t=0), no meio (t=7) e no fim (t=14) do
periodo em estudo. Nos restantes ensaios fizeram-se amostragens no inicio (t=0), no
meio (t=4) e no fim (t=8 dias).
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5.9. Plano experimental e anadlise de dados
Para cada ensaio, foram adquiridos 12 litros de leite, que permitiram o fabrico dos 27
queijos, 9 queijos para cada condi¢do (adicdo de biomassa, adicdo de extrato, sem
qualquer adi¢do), sendo analisados 3 queijos em cada tempo (3 tempos).

As analises estatisticas descritivas, graficas e inferenciais foram executadas com o
software SPSS (v. 27 SPSS Inc, Chicago, IL). Apresentam-se, oportunamente, como
exemplo, alguns dos outputs da estatistica descritiva e inferencial em anexo.

Para avaliar se o tempo em conservacdao afetou significativamente as varidveis
dependentes cor (L, a, b, e C), pH, aw, extrato seco e gordura, recorreu-se a andlise de
variancia (ANOVA) a um fator, seguida do teste de compara¢bes multiplas post-hoc HSD
de Tukey. Consideraram-se estatisticamente significativos os efeitos cujo p-value foi
inferior a 0,05.

Para avaliar se o tempo em conservacdao afetou significativamente a varidvel
dependente proteina, usou-se o Teste T de Student para amostras independentes.

O pressuposto da distribuicio Normal destas varidveis dependentes, foi avaliada pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk. Considerou-se que as variaveis
apresentaram uma distribuicdo Normal quando o p-value foi superior a 0,05.

O pressuposto de homogeneidade de variancia (homocedasticidade) destas varidveis
dependentes foi avaliado com o teste de Levene. Considerou-se que as variaveis
apresentavam variancias homogéneas quando o p-value foi superior a 0,05. Nos casos
em que se verificou heterocedasticidade, fez-se o teste complementar de Welch,
recomendado por Lix et al. (1996).

A atividade antioxidante foi calculada como percentagem de reduc¢do (captacdo) do
radical, em relacdo ao controlo negativo (solvente das amostras), de acordo com as
féormulas:

DOr=DOa‘DOcc
% RSA:(DOcn‘DOr)/DOcn XlOO

Em que: % RSA - % Atividade Redutora do Radical; DO, — Absorvancia real; DO, -Absorvancia
da amostra; DO -Absorvancia do controlo da cor; DO« — Absorvancia do controlo

negativo.

Os valores de EC50 foram calculados no GraphPad Prism® versdo 6.0c.
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5.9.1. H. picardii — Adicao de extrato e biomassa apos a
coagulagao (Lote 4)

Nos poucos casos em que se verificou (por exemplo, queijos produzidos sem adi¢do de
plantas (controlo), para o tempo t=7 da variavel dependente L, onde p=0,010 (Anexo A,
Tabela A2), queijos produzidos com adicdo de biomassa para o tempo t=14 da varidvel
dependente L, onde p=0,010 e valores de aw para os tempos t=0 (controlo) e t=7
(extrato), cujos p<0,001), os desvios a normalidade sdo pequenos, e uma vez que a
ANOVA é robusta a violagdes suaves deste pressuposto (Maroco, 2010), ndo se
procedeu a qualquer transformacdo matematica corretiva.

Por outro lado, apenas nos casos do pH nos queijos controlo e com adicdo de extrato e
do extrato seco, no caso dos queijos com adi¢ao de biomassa, houve necessidade de
utilizar a correcdo de Welch para a ANOVA (por ex. no Anexo B, Tabela B5), como
recomendado por Lix et al. (1996). Nas restantes situagdes, como no exemplo do Anexo
A, Tabela A4, quando nao se verificou homogeneidade das variancias, a razao entre a
menor e a maior variancia é inferior a 1:4 e a dimensao dos grupos é superior a 5 em
todos os casos, o teste paramétrico ANOVA continua a ser robusto (Maroco, 2010), pelo
que foi utilizado.

5.9.2. H. picardii — Adigao de extrato e biomassa antes da
coagulagao (Lote 7)

Nos casos em que se verificou (por exemplo queijos controlo para o tempo t=0 das
varidveis dependentes b e C, onde p<0,001, queijos produzidos com adi¢cdo de biomassa
para o tempo t=4 da varidvel dependente b e C, onde p=0,028 e p=0,022, queijos
produzidos com extrato para os tempos t=0 e t=4 da varidvel dependente L, onde
p=0,0430 e p=0,017, valores de pH para o tempo t=0 (controlo), onde p<0,001, valores
de aw para os tempos t=0 e t=4 (biomassa), cujos p<0,001, valores de extrato seco para
o tempo t=0 (extrato), onde p<0,001, e valores de gordura para o tempo t=0 (biomassa),
onde p<0,001), os desvios a normalidade sdao pequenos, e uma vez que a ANOVA é
robusta a violagbes suaves deste pressuposto (Maroco, 2010), ndo se procedeu a
qgualquer transformag¢dao matematica corretiva.

Por outro lado, apenas nos casos dos valores da variavel dependente pH para todos os
gueijos, aw para os queijos controlo, extrato seco para os queijos controlo e com adicado
de extrato, houve necessidade de utilizar a corre¢ao de Welch para a ANOVA como
recomendado por Lix et al. (1996). Nas restantes situacdes, quando nao se verificou
homogeneidade das varidncias, a razdo entre a menor e a maior variancia é inferior a
1:4 e a dimensdo dos grupos é superior a 5 em todos os casos, o teste paramétrico
ANOVA continua a ser robusto (Maroco, 2010), pelo que foi utilizado.
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5.9.3. C. maritimum — Adigao de extrato e biomassa apods a
coagulagao (Lote 5)

Nos casos em que se verificou (por exemplo queijos controlo, para os tempos t=0 e t=4
das varidveis dependentes L e a , cujos p=0,001, queijos produzidos com adicdo de
biomassa para o tempo t=0 da varidvel dependente L, onde p=0,023, valores de pH para
o tempo t=0 (controlo, biomassa), onde p=0,040 e p=0,037, para o tempo t=4 (extrato),
onde p<0,001, valores de extrato seco para o tempo t=0 (extrato), onde p<0,001,
valores de gordura para todos os tempos (controlo e extrato), onde p<0,001 e valores
de proteina para o tempo t=4 (controlo), onde p<0,001), os desvios a normalidade sdo
pequenos, e uma vez que a ANOVA é robusta a violagdes suaves deste pressuposto
(Maroco, 2010), ndo se procedeu a qualquer transformacdo matematica corretiva.

Apenas nos casos dos valores das varidveis dependentes L e C para os queijos com adicao
de extrato, pH para os queijos controlo, extrato seco para todos os queijos, gordura
para os queijos com adicdo de biomassa e proteina para os queijos com adi¢cdo de
biomassa e extrato houve necessidade de utilizar a correcao de Welch para a ANOVA
como recomendado por Lix et al. (1996). Nas restantes situa¢des, quando ndo se
verificou homogeneidade das variancias, a razdo entre a menor e a maior variancia é
inferior a 1:4 e a dimensdo dos grupos é superior a 5 em todos os casos, o teste
paramétrico ANOVA continua a ser robusto (Maroco, 2010), pelo que foi utilizado.

5.9.4. C. maritimum - Adi¢do de extrato e biomassa antes da

coagulagdo - teste preliminar (lote 6)

A variavel dependente L ndo tem distribuicdo Normal para nenhum dos tratamentos
(controlo, biomassa, extrato), a varidvel a apenas se distribui de maneira Normal para a
amostra com adicdo de biomassa. As variaveis b e C apresentam distribuicio Normal
para as amostras com adi¢ao de biomassa e para as amostras controlo. Com rela¢do ao
pH, ndo foi verificada uma distribuicdo Normal para nenhum dos tratamentos. Contudo,
os desvios a normalidade sdo pequenos, e uma vez que a ANOVA é robusta a violagdes
suaves deste pressuposto (Maroco, 2010), ndo se procedeu a qualquer transformacao
matematica corretiva.

Nenhuma das varidveis dependentes estudadas apresentou homogeneidade de
variancias, de acordo com o teste de Levene (p-value < 0,05), mas uma vez que a razao
entre as menores e as maiores variancia de cada caso é inferior a 1:4 e a dimensao dos
grupos é sempre superior a 5, o teste paramétrico ANOVA continua a ser robusto, pelo
que foi utilizado.

5.9.5. C. maritimum — Adicao de extrato e biomassa antes da
coagulagao (Lote 8)
Nos casos em que se verificou (por exemplo queijos produzidos com adi¢do de biomassa
para o tempo t=0 das varidveis dependentes b e C, onde p=0,008 e p=0,020, queijos
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produzidos com extrato para os tempos t=0 e t=8 da variavel dependente L, onde
p=0,003 e p=0,039, valores de pH para o tempo t=0 (biomassa), onde p=0,008, valores
de aw para o tempo t=0 (controlo), onde p<0,001, valores de extrato seco para o tempo
t=8 (controlo), onde p<0,001 e valores de gordura para os tempos t=0 e t=4 (controlo)
onde p<0,001), os desvios a normalidade sdo pequenos, e uma vez que a ANOVA é
robusta a violagdes suaves deste pressuposto (Maroco, 2010), ndo se procedeu a
qualquer transformagdo matematica corretiva.

Por outro lado, apenas nos casos dos valores da variavel dependente a para os queijos
controlo e com adicdo de extrato, para os valores das varidveis dependentes a e b para
0s queijos com adicdao de biomassa, pH para os queijos controlo e com adi¢ao de
extrato, extrato seco para os queijos controlo e com adigdo de extrato, aw, gordura e
proteina para todos os queijos, houve necessidade de utilizar a corre¢do de Welch para
a ANOVA como recomendado por Lix et al. (1996). Nas restantes situa¢des, quando ndo
se a verificou homogeneidade das variancias, a razdo entre a menor e a maior variancia
é inferior a 1:4 e a dimensdo dos grupos é superior a 5 em todos os casos, o teste
paramétrico ANOVA continua a ser robusto (Maroco, 2010), pelo que foi utilizado.

5.9.6. Efeito dos métodos de fabrico nos parametros quimicos (pH,

aw, Extrato Seco, Gordura e Proteina)

A diferenca entre a adicdo de biomassa antes (Grupo 1) e depois da coagulacdo (Grupo
2) foi avaliada com o teste T de Student para amostras independentes. Os pressupostos
deste método estatistico, nomeadamente as normalidades das distribuicbes e a
homogeneidade de variancias nos dois grupos foram avaliados, respetivamente, com os
testes de Kolmogorov-Simimov e de Levene. Consideraram-se como estatisticamente
significativas as diferencas entre as médias cujo p-value do teste foi inferior ou igual a
0,05.

No teste onde se utilizou H. picardii, os valores de aw nos casos da adicdo de biomassa
antes e apds da coagulagao (KS(3)erupo1=0,750, p<0,001), e KS(3)srupo2=0,754, p=0,009) e
os valores de Extrato Seco no caso da adigdo de extrato antes da coagulacao nao
apresentaram distribuicdo Normal. No teste onde se utilizou C. maritimum, apenas o
valor de Extrato Seco no caso de adicdo da biomassa apdés da coagulacdo
(KS(3)6rupo2=0,750; p<0,001) ndo apresenta distribuicido Normal. Verificou-se, no
entanto, que os desvios a normalidade sdo pequenos, e uma vez que a ANOVA é robusta
a violacGes suaves deste pressuposto (Maroco, 2010), ndo se procedeu a qualquer
transformagdo matematica corretiva.

Para H. picardii, no caso dos referidos valores de aw, também, ndo se verifica
homogeneidade de variancias (F(4)=15,48, p=0,017), assim como para C. maritimum,
para os valores de proteina (F(4)=0,182; p=0,009). Contudo, uma vez que a razado entre
as menores e as maiores variancias de cada caso é inferior a 1:4 e a dimensao dos grupos
€ sempre superior a 5, o teste paramétrico ANOVA continua a ser robusto, pelo que foi
utilizado.
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6. Resultados e discussao

6.1. Rendimento Queijeiro
De acordo com dados da Dire¢do Geral de Veterindria, o rendimento queijeiro esperado
para queijo de cabra fresco é de cerca de 22%, ou seja, para produzir 1 kg de queijo sdo
utlizados, por norma, 4,5 L de leite. O queijo obtido neste projeto atingiu rendimentos
entre 21-31,1% (Tabela 6.1).

Tabela 6.1 Rendimento obtido em cada uma das producgées (B — biomassa adicionada antes da
coagulagdo; C — controlo — sem adicdo de planta; E — extrato adicionado antes da coagulagdo).

Lote Volume (L) Rendimento
Lote 1 2 25%
Lote 2 2 25%
Lote 4 12 26%
Lote 5 12 29%
Lote 7 (B; C; E) 12 24,1%/21%/25,5%
Lote 8 ( B; C; E) 12 31,1%/28,2%/29,7%
6.2. Helichrysum picardii - Teste de Concentragao 6tima de
Biomassa

Na tabela 6.2 constam os valores das concentracdes experimentais de biomassa, para
perceber a quantidade maxima da mesma poderia ser adicionada sem que as
caracteristicas organoléticas fossem prejudicadas, conferindo caracteristicas
desagradaveis ao paladar. Determinou-se, assim, que a gama aceitavel de concentracao
estaria abaixo de 0,5151 g de biomassa/100 g de queijo.

Tabela 6.2 Teste de Concentracdo de biomassa — H. picardii adicionado apds a coagulacdo (lote
2).

Concentragao Observagoes
(g biomassa/100g queijo)
0,3876 Textura normal, sabor caracteristico com ligeirissimo
amargor no final de prova
0,5151 Textura normal, sabor caracteristico com ligeiro
amargor no final de prova
0,7741 Textura “arenosa”, sabor adstringente
6.3. Helichrysum picardii — Adicao de extrato e biomassa apos a
coagulagao (lote 4)
6.3.1. Cor

No caso dos queijos controlo (tabela 6.3), verificou-se que o tempo teve um efeito
estatisticamente significativo sobre L, b e C, (ANOVA, F(2,42)=1255,003; p<0,001)
(Anexo A, Tabela A5.); F(2, 45)=25,974; p<0,001) e F(2,45)=30,088; p<0,001),
respectivamente.
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A luminosidade (L) diminuiu ligeiramente ao longo do tempo, com especial relevancia
para a primeira semana (Tukey HSD, p<0,001; Anexo A, Tabela A6). As variaveis b e C
aumentaram ao longo do tempo, apresentando diferencas significativas (Tukey HSD,
p<0,001) em todos os tempos, o que indica um ligeiro aumento do tom amarelo ao longo
do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da intensidade da cor (Cromaticidade)
com a mesma tendéncia.

Caleja et al. (2016), em seu trabalho com produtos lacteos, também obtiveram
resultados semelhantes para L, onde os valores do mesmo foram diminuindo ao longo
do tempo de armazenamento.

No que respeita a varidvel a, é possivel afirmar que o tempo ndo teve um efeito
estatisticamente significativo (ANOVA, F(2,45)=2,910; p=0,065).

Nos queijos produzidos com adicdo de biomassa (tabela 6.3), verificou-se que o tempo
teve um efeito estatisticamente significativo sobre L e a (ANOVA, F(2,57)=48,219;
p<0,001) e (ANOVA, F(2,57)=27,095; p<0,001), respetivamente.

A luminosidade (L) diminuiu ao longo do tempo. Existem diferencas estatisticamente
significativas (Tukey HSD, p<0,001) para este fator na primeira semana. Relativamente
a varidvel a, verificou-se um aumento do seu valor na amostra enriquecida com
biomassa, indicando que com o tempo o queijo foi atingindo tons menos esverdeados.
As diferencas estatisticamente significativas (Tukey HSD, p<0,001) para este fator foram
verificadas entre o t=0 e os restantes dois tempos, o que indicou que a variagdo deste
parametro ocorreu essencialmente durante a primeira semana, muito provavelmente
devido a oxidagdo da biomassa.

Nos queijos preparados com o pé de camomila, no trabalho de Caleja et al. (2016),
também foi possivel observar uma diminuicdo dos valores de L, enquanto que
apresentaram valores de a ligeiramente mais elevados.

Relativamente a varidvel b, o tempo pareceu ter sobre ela um efeito estatisticamente
significativo (ANOVA, F(2,54)=3,350; p=0,043), mas que nao foi confirmado pelo teste
Tukey HSD que apresentou todos os p>0,071 entre os diferentes tempos.

No que respeita a varidvel C, verificou-se que o tempo ndo teve um efeito
estatisticamente significativo (ANOVA, F(2,60)=2,811; p=0,068) sobre ela, o que pode
confirmar que a intensidade do tom ndo variou ao longo do tempo.

No caso dos queijos produzidos com adicdo de extrato (tabela 6.3), verificou-se que o
tempo teve um efeito estatisticamente significativo sobre L, b e C, (ANOVA,
F(2,60)=156,209; p<0,001); F(2, 60)=70,172; p<0,001) e F(2,60)=70,545; p<0,001),
respectivamente.
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Tabela 6.3 Avaliagdo de Cor. Teste com H. picardii adicionado apds a coagulagdo (Lote 4) (Tempo de dura¢do: 14 dias)

Tratam Biomassa Extrato Controlo
ento! t=0 t=7 t=14 t=0 t=7 t=14 t=0 t=7 t=14
L 78,03+1,57* 74,22+1,28° 75,21+0,86° 77,91+0,71* 75,47+0,77° 73,43+0,96° 80,19+0,35*°  76,46%0,11° 76,41+0,19°
a -0,41+0,09° -0,19+0,10° -0,21#0,13*° -0,124#0,15* -0,22#0,09°  -0,20+0,23? -0,34+0,02° -0,34+0,03° -0,37+0,07°
b 4,68+0,27° 5,050,467 5,05+0,69° 7,20+0,61° 5,24+0,76¢ 9,03+1,51° 3,93+0,13°¢ 4,25+0,04° 4,50+0,36°
C 4,79+0,38° 5,05+0,522 5,25+0,90° 7,20+0,61° 5,24+0,76¢ 9,03+1,50° 3,94+0,13°¢ 4,27+0,04° 4,50+0,33°

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou “Controlo”, apresentam diferencgas estatisticamente significativas (Teste

HSD de Tukey, p<0,05).

L: luminosidade; a: componente verde-vermelho; b: componente azul-amarelo; C: cromaticidade.
Tratamento: Biomassa — adi¢c3o de planta sob a forma de biomassa; extrato — adi¢do de planta sob a forma de extrato; controlo — sem adi¢3o de planta
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A luminosidade (L) diminuiu ligeiramente ao longo do tempo, apresentando diferencas
significativas (Tukey HSD, p<0,001) entre todos os tempos. As variaveis b e C
apresentaram uma tendéncia de aumento ao longo do tempo, tendo registado uma
ligeira diminuicdo na primeira semana, mas apresentando diferencas significativas
(Tukey HSD, p<0,001) em todos os tempos, o que indica um ligeiro aumento do tom
amarelo ao longo do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da intensidade da
cor (Cromaticidade).

Buffa et al. (2001) em seu trabalho com queijos produzidos a partir de leite de cabra cru,
pasteurizado e ultrapasteurizado também verificou que o valor L diminuiu e o valor de
b aumentou ao longo do tempo.

No que respeita a variavel a, é possivel afirmar que o tempo ndo teve um efeito
estatisticamente significativo (ANOVA, F(2,60)=2,144; p=0,126).

Na figura 6.1, é possivel observar a evolucdo do aspeto das amostras ao longo do estudo
(14 dias).

Figura 6.1 H. picardii — adigdo de extrato e biomassa apds a coagulagdo (lote 4). (C0O) Controlo, t=0; (C7)
Controlo, t=7 dias; (C14) Controlo, t=14 dias; (BO) Biomassa, t=0; (B7) Biomassa, t=7 dias; (B14)
Biomassa, t=14 dias; (EQ) Extrato, t=0; (E7) Extrato, t=7 dias; (E14) Extrato, t=14 dias.® ANA CARVALHO

6.3.2. pH, aw, extrato seco, gordura
No caso dos queijos controlo e com adicao de biomassa, verificou-se que o tempo teve
um efeito estatisticamente significativo sobre o pH (ANOVA Welch, F(2,24)=11,605;
p<0,001 (Anexo B, Tabela B5) e ANOVA; F(2, 18)=25,823; p<0,001, respetivamente),
enguanto que com adicdo de extrato (ANOVA Welch; F(2, 24)=4,244; p=0,072) ndo se
verificou qualquer efeito (tabela 6.4).
42



Dias (2020) relatou valores iniciais de pH (t=0) semelhante ao deste trabalho, obtendo
valores na ordem de 6,61 + 0,02. Presente et al. (2016) relata em seu trabalho, tanto
para os queijos com dleo essencial como para o controlo um valor médio de 6,910,1.

Relativamente ao aw (tabela 6.4), o tempo teve um efeito estatisticamente significativo
para os queijos controlo (ANOVA, F(2,6)=72,333; p<0,001), e com adicao de biomassa
(ANOVA, F(2,6)=36,571; p<0,001), e para os queijos com adicdo de extrato (ANOVA,
F(2,6)=12,216; p=0,008). Dias (2020) obteve valores iniciais semelhantes, na ordem de
0,988.

O extrato seco (tabela 6.4) variou de forma estatisticamente significativa para os queijos
controlo (ANOVA, F(2,6)=188,351; p<0,001) e com adicdo de extrato (ANOVA,
F(2,6)=58,980; p<0,001), apresentando um menor efeito para os queijos com adi¢do de
biomassa (ANOVA Welch, F(2,6)=12,653; p=0,056, corroborado por Tukey HSD; p=0,076
e p=0,804 para as primeira e segunda semana, respetivamente).

O tempo apresentou um efeito estatisticamente significativo sobre a gordura (tabela
6.4) para os queijos controlo (ANOVA, F(2,6)=46,647; p<0,001) e com adicdo de
biomassa (ANOVA, F(2,6)=25,083; p=0,001), aumentando ao longo do tempo. No caso
da adicdo de extrato (ANOVA, F(2,6)=0,813; p=0,487) ndo se verificou qualquer efeito,
apresentando valores de gordura préximos dos 18% ao longo de todo o periodo em
analise.

Tabela 6.4 Resultados das andlises quimicas (pH, aw, extrato seco e gordura) — Teste com H.
picardii adicionado apds a coagulagdo (Lote 4) (Tempo de duragéo: 14 dias).

Parametro Tratamento t=0 t=7 t=14

pH Biomassa 6,5310,02 6,43+0,03° 6,50+0,03%
Extrato 6,570,012 6,570,012 6,550,022
Controlo 6,49+0,01° 6,57+0,02° 6,48+0,07°

aw Biomassa 0,981+0,00° 0,965+0,00° 0,965+0,00°
Extrato 0,962+0,01° 0,976+0,00° 0,954+0,00°
Controlo 0,984+0,00° 0,973+0,00° 0,969+0,00°

Extrato seco (%) Biomassa 35,0+0,21° 38,2+1,69*° 38,9+1,732
Extrato 34,6+0,64¢ 40,0+1,70° 45,84+1,19¢
Controlo 31,7+0,75¢ 37,2+0,15° 39,340,407

Gordura (%) Biomassa 15,3+0,58°¢ 17,2+0,00° 18,7+0,29°
Extrato 17,5+0,50? 18,0+1,00? 18,2+0,29?
Controlo 14,7+0,58°¢ 18,2+0,29° 20,0+1,00?

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou

“Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste HSD de Tukey, p<0,05).

6.3.3. E. coli

Relativamente a enumeragdo para E. coli, todas as amostras apresentaram contagens
inferiores a 10 ufc/g, o que indica que, relativamente a este parametro, o queijo estava
préprio para o consumo em todos os tempos analisados. O maximo admissivel seria 100
ufc/g (Regulamento 1441/2007). Resultados diferentes destes foram encontrados por
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Santos (2015), onde cerca de 53 % das amostras dos queijos frescos de leite cabra
analisados apresentaram valores superiores aos permitidos pela legislacao.

6.3.4. Staphylococcus coagulase positiva
Relativamente a pesquisa para Staphylococcus coagulase positiva, todas as amostras
apresentaram contagens inferiores a 10 ufc/g, o que significa que estdo conformes com
a legislacdo em vigor, que indica valores <10 ufc/g (Regulamento 1441/2007). Os
resultados obtidos diferem dos encontrados por Garcia et al. (2016), onde todas as
amostras de queijo fresco artesanal analisadas apresentaram valores acima do padrao
estabelecido pela legislagdao para Staphylococcus spp.

6.3.5. Listeria monocytogenes
Apesar dos resultados de E. coli e Staphylococcus coagulase positiva se apresentarem
inferiores aos limites legais, o queijo ja& apresentava algumas coldnias de
microrganismos visiveis apds 14 dias de armazenamento, pelo que ndo se fez a analise
de L. monocytogenes.

6.3.6. Microrganismos a 30 °C
Os resultados apresentados na tabela 6.5 parecem indicar que a adi¢ao de plantas nao
teve efeito no prolongamento do tempo de conservagao util dos queijos em estudo,
uma vez que os 3 tipos de queijo apresentam valores semelhantes. No caso da adicao
do extrato, aos 7 dias o queijo apresenta menos um valor logaritmico que o controlo e
0 que teve adicdo da biomassa, mas esse efeito esvaiu-se no tempo até atingir os 14
dias. No que diz respeito aos microrganismos a 30 °C, os resultados obtidos nas analises
microbioldgicas dos queijos frescos de leite de cabra em estudo feito por Santos (2015),
alcangaram valores também significativos.

No final do ensaio, todos os queijos apresentaram coldnias visiveis na sua superficie
(Figura 6.1 (C14; B14; E14)), pelo que se decidiu reduzir o periodo de armazenamento
dos queijos nos restantes ensaios para uma semana.

Tabela 6.5 Pesquisa para microrganismos a 30 °C. Teste com H. picardii adicionado apds a
coagulagdo (Lote 4) (Tempo de duragdo: 14 dias)

Tempo Biomassa (log ufc/g)  Extrato (log ufc/g) Controlo (log ufc/g)
t=0 (1) 4,00£0,00 (1)
t=7 7,5510,03 6,18+0,11 7,35+0,01
t=14 8,85+0,16 8,45+0,16 8,75+0,23

(1) N&o determinado.
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6.3.7. Bolores e Leveduras

A adicdo de H. picardii sob a forma de biomassa (Tabela 6.6) parece ter tido efeito
negativo, influenciando o desenvolvimento de bolores. Talvez a biomassa estivesse
contaminada com alguns bolores que se desenvolvem no ambiente muito propicio que
é o queijo.

Relativamente as leveduras, ndo parece existir grande alteracdo pela adicdo da planta,
quer sob a forma de biomassa, quer sob a forma de extrato.

Cardinali (2016) observou que nos queijos de ovelha produzidos com adi¢dao do extrato
das folhas de Carlina acanthifolia All. Subsp. Acanthifolia, a incidéncia dos fungos foi
superior em comparagao aos queijos controlo, o que pode indicar que as préprias folhas
poderiam previamente ter alguma presenca de fungos.

Tabela 6.6 Pesquisa para Fungos. Teste com H. picardii adicionado apds a coagulagdo (Lote 4)
(Tempo de duragdo: 14 dias)

Tempo Biomassa Extrato Controlo
(log ufc/g) (log ufc/g) (log ufc/g)
t=0 2,54+0,32 <1 <1
Leveduras t=7 5,60+0,07 4,17+0,23 4,53+0,35
t=14 6,96+0,30 (1) 5,39+0,35
t=0 2,31+0,24 <1 <1
Bolores t=7 3,1240,16 <1 <1
t=14 5,00+0,00 (1) <1

(1) N&o determinado.

6.4. Helichrysum picardii — Adigao de extrato e biomassa antes
da coagulagao (Lote 7)

6.4.1. Cor
No caso dos queijos controlo (tabela 6.7), verificou-se que o tempo teve um efeito
estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA, F(2,60)=63,634; p<0,001);
(ANOVA, F(2,60)=43,916; p<0,001); (ANOVA, F(2,57)=13,908; p<0,001) e (ANOVA,
F(2,60)=13,359; p<0,001), respectivamente.

Nos queijos produzidos com adicdo de biomassa (tabela 6.7), verificou-se que o tempo
teve um efeito estatisticamente significativo sobre as varidveis L e a (ANOVA,
F(2,60)=6,685; p=0,002) e (ANOVA, F(2,60)=8,779; p<0,001), respetivamente.

Como no estudo feito por Caleja et al. (2016), onde a luminosidade (L) diminuiu ao longo
do tempo, mesmo nas amostras preparadas com pé de camomila, no presente trabalho
a mesma também diminuiu ligeiramente ao longo do tempo. Relativamente a varidvel
a, verificou-se um aumento do seu valor na amostra enriquecida com biomassa,
indicando que com o tempo o queijo foi atingindo tons menos esverdeados.
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Tabela 6.7 Avalia¢do de Cor. Teste com H. picardii adicionado antes da coagulagéo (Lote 7) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tratam Biomassa Extrato Controlo
ento! t=0 t=4 t=8 t=0 t=4 t=8 t=0 t=4 t=8
L 73,91+2,74* 72,83+1,71** 71,68+1,15° 79,11+1,27* 76,15+0,32°  73,6%0,79° 80,96%0,99° 79,10+0,62° 77,97+0,95°¢
a -0,73+0,17°  -0,56+0,14* -0,56%0,14*> -0,49+0,17° -0,59+0,06° -0,97+0,23* -0,31+0,08* -0,66+0,06° -0,38+0,2°
b 7,62+0,60° 7,35+0,85? 7,160,242 8,08+0,31°¢ 8,53+0,16°  9,84+0,0,45*  3,88+0,09° 3,73+0,13° 3,98+0,19°
C 7,500,712 7,30+0,86° 7,13+0,28° 8,14+0,29¢ 8,52+0,14° 9,7810,26° 3,89+0,09° 3,79+0,13 4,01+0,17°

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou “Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste

HSD de Tukey, p<0,05).
L: luminosidade; a: componente verde-vermelho; b: componente azul-amarelo; C: cromaticidade.

Tratamento: Biomassa — adic3o de planta sob a forma de biomassa; extrato — adi¢do de planta sob a forma de extrato; controlo — sem adi¢3o de planta

46



Relativamente a varidvel b, é possivel afirmar que o tempo ndo teve sobre ela um efeito
estatisticamente significativo (ANOVA, F(2,51)=2,528; p=0,090), embora a cor amarela
pareca ter-se intensificado um pouco ao longo do tempo.

No que respeita a varidvel C, verificou-se que o tempo ndo teve um efeito
estatisticamente significativo (ANOVA Welch, F(2,57)=1,654; p=0,087) sobre ela.

No caso dos queijos produzidos com adi¢cdo de extrato (tabela 6.7), verificou-se que o
tempo teve um efeito estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA,
F(2,51)=393,887; p<0,001); (ANOVA, F(2,60)=49,663; p<0,001); (ANOVA,
F(2,60)=159,748; p<0,001) e (ANOVA, F(2,54)=244,868; p<0,001), respectivamente.

A variavel L diminuiu ligeiramente ao longo do tempo, enquanto que as variaveis b e C
apresentaram uma tendéncia de aumento ao longo do tempo, o que indica um ligeiro
aumento do tom amarelo ao longo do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da
intensidade da cor (Cromaticidade). Ginzinger et al. (1999) relataram que o indice de
amarelamento em queijos Bergkase, uma medida da cor do queijo altamente
correlacionada a variavel b, aumentou a medida que o queijo envelhecia.

Ao longo de 8 dias de estudo, as amostras sofreram algumas alteracdes no que diz
respeito o seu aspeto, alteragdes estas que podem ser observadas na Figura 6.2.

Figura 6.2 H. picardii — adi¢do de extrato e biomassa antes coagulagdo (lote 7). (CO) Controlo, t=0; (C4) Controlo, t=4
dias; (C8) Controlo, t=8 dias; (BO) Biomassa, t=0; (B4) Biomassa, t=4 dias; (B8) Biomassa, t=8 dias; (EQ) Extrato, t=0;
(E4) Extrato, t=4 dias; (E8) Extrato, t=8 dias. ® ANA CARVALHO
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6.4.2. pH, aw, extrato seco e gordura
Em todos os queijos, verificou-se que o tempo teve um efeito estatisticamente
significativo sobre o pH de todos os queijos (ANOVA Welch; F(2,24)=6349,077;
p<0,001(controlo), ANOVA Welch; F(2,24)=3720,762; p<0.001 (extrato) e ANOVA Welch
F(2,24)=2942,207; p<0,001 (biomassa)) (tabela 6.8). Os valores encontrados foram
similares ao valor médio para pH (6,55+0,02), no trabalho de Potes et al. (2005).

Relativamente ao aw (tabela 6.8), verificou-se que o tempo teve um efeito
estatisticamente significativo para os queijos controlo e biomassa (ANOVA Welch,
F(2,6)=10,957; p=0,006 e ANOVA, F(2,6)=126,437; p<0,001, respetivamente). Nos
queijos com adicdo de extrato, ndo se verificou qualquer efeito (ANOVA; F(2,6)=1,827;
p=0,240).

Os queijos frescos de leite de cabra avaliados por Santos (2015) obtiveram um valor
médio para aw de 0,847, valor esse inferior aos resultados obtidos neste trabalho para
todos os tempos e todas as amostras.

Em todos os queijos para extrato seco (tabela 6.8), foram verificadas diferencas
significativas (ANOVA Welch F(2,6)=174,788; p<0,001 (controlo); ANOVA
F(2,6)=125,869; p<0,001 (biomassa) e ANOVA Welch F(2,6)=204,989; p<0,001 (extrato))
ao longo do tempo. Este era um resultado esperado, uma vez que, ao decorrer do
tempo, a humidade diminui aumentando o teor dos sélidos totais.

A gordura (tabela 6.8) também apresentou um efeito estatisticamente significativo para
os queijos controlo (ANOVA, F(2,6)=135,250; p<0,001), com adicdo de biomassa
(ANOVA, F(2,6)=69,020; p=0,001), e extrato (ANOVA, F(2,6)=28,583; p=0,001).

Tabela 6.8 Resultados das andlises quimicas (pH, aw, extrato seco e gordura). Teste com H.
picardii adicionado antes da coagulagdo (Lote 7) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Parametros Tratamento t=0 t=4 t=8
pH Biomassa 6,93+0,01° 6,22+0,01¢ 6,36+0,03°
Extrato 6,97+0,01° 6,23+0,02¢ 6,44+0,02°
Controlo 6,92+0,00° 6,25+0,01¢ 6,46+0,02°
aw Biomassa 0,979+0,00° 0,973+0,00° 0,962+0,01°¢
Extrato 0,972+0,00° 0,973+0,03? 0,966+0,00°
Controlo 0,981+0,00° 0,961+0,01° 0,957+0,00°
Extrato Seco (%) Biomassa 29,941,59¢ 40,4+0,95° 47,2+1,40°
Extrato 34,3+1,73¢ 39,5+0,40° 51,2+0,38°
Controlo 31,0+0,12¢ 36,1+0,40° 40,1+0,95°
Gordura (%) Biomassa 15,3+0,60° 16,5+0,70° 21,040,007
Extrato 17,3+0,80° 17,1+0,40° 20,3+0,60°
Controlo 15,5+0,50° 14,8+0,30° 19,0+0,00°

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou
“Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste HSD de Tukey, p<0,05).
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6.4.3. E. coli
Relativamente a enumeracdo para E. coli, todas as amostras apresentaram contagens
inferiores a 10 ufc/g, o que indica que, relativamente a este parametro, o queijo estava
proprio para o consumo em todos os tempos analisados. O maximo admissivel seriam
100 ufc/g (Regulamento 1441/2007). Guterres (2013) também obteve resultados
considerados satisfatérios para a sua pesquisa, em amostras de queijo com adi¢do de
orégaos.

6.4.4. Staphylococcus coagulase positiva
Relativamente a pesquisa para Staphylococcus coagulase positiva, todas as amostras
apresentaram contagens inferiores a 10 ufc/g, o que significa que estdo conformes com
a legislacdo em vigor, que indica valores <10 ufc/g (Regulamento 1441/2007). Em seu
trabalho, Presente (2016) verificou que nenhum dos queijos produzidos apresentaram
crescimento de Staphylococcus.

6.4.5. Listeria monocytogenes
Nenhuma das amostras testou positivo para L. monocytogenes ou qualquer outro
microrganismo do género Listeria, tal como Dias (2020), que em seu trabalho também
nao encontrou qualquer evidéncia de L. monocytogenes nas amostras de queijo fresco
de cabra.

6.4.6. Microrganismos a 30 °C
Os resultados apresentados na tabela 6.9 parecem indicar que a adi¢cdo de plantas teve
efeito negativo no prolongamento do tempo de conservacdo util dos queijos em estudo,
uma vez que os dois tipos de queijo com adi¢cdo de plantas tiveram resultados superiores
(cerca de 2 valores logaritmicos) em relagdo ao controlo. No caso da adi¢do do extrato,
aos 4 e 8 dias o queijo apresenta mais um valor logaritmico que o que teve adicdo da
biomassa e mais dois valores logaritmicos que o controlo.

Sangatelli (2007), em um estudo o tempo de conservacdo util de queijo Minas,
verificaram que a contagem de meséfilos totais teve um aumento constante a cada
periodo de amostragem. O mesmo padrao pode ser verificado neste trabalho.

Tabela 6.9 Pesquisa para Microrganismos a 30 °C. Teste com H. picardii adicionado antes da
coagulagdo (Lote 7) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tempo Biomassa (log ufc/g)  Extrato (log ufc/g) Controlo (log ufc/g)
t=0 3,70+0,00 3,4310,31 3,30£0,39
t=4 6,9110,13 7,41+0,03 5,11+0,09
t=8 8,53+0,13 9,10+0,05 6,48+0,10
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6.4.7. Bolores e Leveduras

A adigdo de H. picardii parece ter tido efeito sobre o desenvolvimento de bolores
quando adicionado sob a forma de biomassa para o tempo 8 (tabela 6.10).
Relativamente as leveduras, ndo parece existir grande alteragdo pela adi¢cdao da planta,
quer sob a forma de biomassa, quer sob a forma de extrato. Buriti (2005) também ndo
encontrou resultados significativos em seu trabalho sobre o desenvolvimento de queijo
fresco cremoso simbiético, apenas verificando alguma presenca a partir do 149 dia de
estudo.

Relativamente a incidéncia de mais bolores do que leveduras, em seu trabalho com
queijos produzidos a partir do cardo, Penas (2018) observou um efeito similar onde
verifica-se que foram os bolores que contribuiram mais para os niveis de fungos
registados.

Tabela 6.10 Pesquisa para Fungos. Teste com H. picardii adicionado antes da coagulagdo (Lote 7)
(Tempo de duragdo: 8 dias).

Tempo Biomassa Extrato Controlo
(log ufc/g) (log ufc/g) (log ufc/g)
t=0 <1 <1 <1
Leveduras t=4 <1 <1 <1
=8 4,1510,00 4,51+0,25 2,89+0,17
t=0 <1 <1 <1
Bolores t=4 <1 <1 <1
=8 3,06+0,10 <1 <1
6.5. Crithmum maritimum - Adicao de extrato e biomassa apds a
coagulagao (lote 5)
6.5.1. Cor

No caso dos queijos controlo (tabela 6.11), verificou-se que o tempo teve um efeito
estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA, F(2,57)=261,606; p<0,001);
(ANOVA, F(2,60)=46,715; p<0,001), (ANOVA, F(2,54)=120,051; p<0,001) e (ANOVA,
F(2,54)=123,072; p<0,002), respectivamente.

Assim como no trabalho de Carocho et al. (2015), o valor mais alto para L estd atribuido
ao queijo controlo no primeiro dia. Depois disso, os mesmos diminuiram ao longo do
tempo. No caso deste trabalho verifica-se um ligeiro aumento do tom amarelo ao longo
do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da intensidade da cor (Cromaticidade)
com a mesma tendéncia.

No trabalho de Queiroga et al. (2013), valores mais altos para a variavel a (p<0,05) foram
encontrados nos queijos produzidos com leite de cabra, os quais sdo atribuidos
principalmente aos seus perfis de dcidos graxos.
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Tabela 6.11 Avaliagéo de Cor. Teste com C. maritimum adicionado apds a coagulagéo (Lote 5) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tratam Biomassa Extrato Controlo
ento! t=0 t=4 t=8 t=0 t=4 t=8 t=0 t=4 t=8
L 72,76 +2,80° 74,87 +1,09° 70,37 +3,42° 80,08 +0,82° 77,31%0,47° 76,50 +0,55° 81,33+0,93% 77,69+0,33° 77,22 +0,44°
a -1,80 +0,51°* -0,52 +0,19° -0,37 +0,46° -0,51+0,24° -0,26+0,06° -0,11+0,12° -0,45+0,18° -0,23 +0,04° -0,12 +0,07?
b 10,41+1,11° 6,03 £1,04° 8,33 +2,52° 4,41+0,16° 4,69+0,81° 4,96 +0,41° 3,82+0,14° 4,01 +0,06° 4,38 +0,12°
o 12,054#2,67°  6,79+1,51°  9,9443,40°  4,45+0,17°  4,69+0,24° 4,85+0,30° 3,85+0,13°  4,02+0,05° 4,38+0,12°

HSD de Tukey, p<0,05).

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou “Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste

L: luminosidade; a: componente verde-vermelho; b: componente azul-amarelo; C: cromaticidade.

Tratamento: Biomassa — adicdo de planta sob a forma de biomassa; extrato — adi¢do de planta sob a forma de extrato; controlo — sem adi¢do de planta
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Nos queijos produzidos com adi¢do de biomassa (tabela 6.11), verificou-se que o tempo
teve um efeito estatisticamente significativo sobre as varidveis L, a, b e C, (ANOVA,
F(2,51)=12,953; p<0,001), (ANOVA, F(2,51)=66,688; p<0,001), (ANOVA, F(2,42)=24,950;
p<0,001) e (ANOVA, F(2,60)=21,059; p<0,001), respectivamente.

Relativamente a variavel a, verificou-se um aumento do seu valor na amostra
enriquecida com biomassa entre os tempos t=0 e t=4, esta variac¢do foi confirmada com
o teste post-hoc HSD de Tukey (p=0,001). A variagdo deste parametro ocorreu, muito
provavelmente, devido a oxidagdo da biomassa. A cor amarela (b) diminuiu
essencialmente nos primeiros 4 dias, voltando a intensificar no periodo seguinte.

No caso dos queijos produzidos com adi¢dao de extrato (tabela 6.11), verificou-se que o
tempo teve um efeito estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA Welch,
F(2,57)=192,237; p<0,001); (ANOVA, F(2,54)=31,190; p<0,001), (ANOVA,
F(2,48)=12,953; p<0,001) e (ANOVA Welch, F(2,42)=10,384; p<0,001).

As variaveis b e C apresentaram uma tendéncia de aumento quando se comparou o
gueijo do primeiro dia e do ultimo dia, o que indica um ligeiro aumento do tom amarelo
ao longo do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da intensidade da cor
(Cromaticidade).

O lote 5, ao longo dos 8 dias em que foi realizado o ensaio, apresentou alteracdes fisicas
pouco visiveis (Figura 6.3).

(ca) (B4) : (E4)

Figura 6.3 C. maritimum — adigdo de extrato e biomassa apds a coagulagdo (lote 5). (CO) Controlo, t=0;
(C4) Controlo, t=4 dias; (C8) Controlo, t=8 dias; (B0O) Biomassa, t=0; (B4) Biomassa, t=4 dias; (B8)
Biomassa, t=8 dias; (EQ) Extrato, t=0; (E4) Extrato, t=4 dias; (E8) Extrato, t=8 dias. ® ANA CARVALHO
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6.5.2. pH, aw, Extrato Seco, Gordura e Proteina.
Em todos os queijos, verificou-se que o tempo teve um efeito estatisticamente
significativo sobre o pH (ANOVA Welch; F(2,24)=5513,855; p<0,001 (controlo)),
(ANOVA; F(2,24)=402,161; p<0,001 (biomassa)) e (ANOVA; F(2,24)=22,115; p<0,001
(extrato)) (tabela 6.12).

Relativamente ao aw (tabela 6.12), ndo apresentou diferencas significativas ao longo do
tempo para o queijo com adicdao de extrato (ANOVA, F(2,6)=0,986, p=0,046), ao
contrdrio dos demais queijos que foram variando de forma estatisticamente significativa
(ANOVA, F(2,6)=43,731; p<0,001 (controlo)) e (ANOVA, F(2,6)=8,000; p=0,020
(biomassa)).

Em todos os queijos para extrato seco (tabela 6.12), foram verificadas diferencas
estatisticamente significativas ao longo do tempo (ANOVA, Welch F(2,6)=25,688;
p=0,006 (controlo), ANOVA, Welch F(2,6)=278,178; p<0,001 (biomassa) e (ANOVA,
Welch F(2,6)=10,652; p=0,003 (extrato)).

A gordura (tabela 6.12) apresentou um efeito estatisticamente significativo para os
queijos com adicdo de biomassa (ANOVA, Welch F(2,6)=30,371; p=0,004) e extrato
(ANOVA, F(2,6)=64,500; p<0,001). Para os queijos controlo (ANOVA F(2,6)=5,143,
p=0,05), ndo se verificou qualquer efeito. P6de-se observar que, ao longo do tempo, o
percentual de gordura aumentou para todas as amostras, e este fendbmeno também
pode ser observado no trabalho de Caleja et al. (2016).

Para proteina (tabela 6.12), verificou-se que o tempo ndo teve um efeito significativo
em nenhum dos tipos de queijo (teste t, p=0,099 (controlo), p=0,604 (biomassa) e
p=0,733 (extrato). Verruk e Prudéncio (2018), em seus queijos frescos de cabras
produzidos para t=0, o valor de proteina foi de 27,06+£0,19%, um valor bastante similar
ao obtido neste trabalho.

Tabela 6.12 Resultados das andlises quimicas (pH, aw, extrato seco, gordura e proteina). Teste
com C. maritimum adicionado apds a coagulagdo (Lote 5) (Tempo de duracgéo: 8 dias).

Tratamento t=0 t=4 t=8
pH Biomassa 6,47+0,04° 6,82+0,08° 5,96%0,06°
Extrato 6,55+0,03 6,82+0,30° 6,20+0,17¢
Controlo 6,52+0,01° 6,98+0,01° 6,2310,02¢
aw Biomassa 0,978+0,00° 0,962+0,00° 0,967+0,00*°
Extrato 0,967+0,00° 0,971+0,00° 0,966+0,00°
Controlo 0,980+0,00° 0,97340,00° 0,958+0,00°
Extrato Seco (%) Biomassa 31,33+0,63¢ 36,1+0,43 40,9+3,00°
Extrato 32,67+2,99° 35,32+0,50%° 39,29+0,30°
Controlo 37,70+1,1° 34,87+0,80° 39,53+0,40°
Gordura (%) Biomassa 15,8+1,04° 16,3+1,30° 21,5+0,50°
Extrato 16,0+0,00°¢ 17,7+0,60° 20,340,582
Controlo 18,3+1,20*° 17,3+0,60° 19,3+0,30°
Proteina (%) Biomassa 30,96+1,52° 30,46+0,41° -
Extrato 28,88+2,27° 29,48+1,65° -

Controlo

33,34+2,23°

29,62+0,31°




Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou
“Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste HSD de Tukey, p<0,05).

Por indisponibilidade de liofilizador para a preparagdo da amostra, ndo foi determinada a percentagem
de proteina no tempo t=8.

6.5.3. Atividade antioxidante
Na tabela 6.13 apresentam-se os resultados da atividade antioxidante para o lote 5.

Tabela 6.13 Atividade antioxidante (%) de queijo (Lote 5) funcionalizado com extrato e biomassa de C. maritimum,
determinada pelo método de DPPH.

Tratamento Biomassa Extrato Controlo
Conc. (mg/mL) t=0 t=4 t=0 t=4 t=0 t=4

200 32,943,60 72,016,222 29,1+4,27 82,216,00 12,2+1,77 84,8+7,51
100 20,5£1,54 37,148,440  23,312,47 32,2%+3,22 15,516,03 54,8+11,11
50 10,613,97 34,7+8,99 27,843,61 18,2+1,99 8,7+1,62 39,045,2
25 4,30+2,62 21,615,97 26,9+1,54 9,3+2,34  8,3+1,35 28,1+1,94

12,5 1,2+1,42 18,8+3,07 31,3+1,01 6,4+1,83 10,2+2,84 22,5+1,32

6,25 SA 15,4+2,14 28,3+1,18 3,5%+2,23  6,00+1,45 18,5+1,52

3,12 SA 11,743,33 30,4+1,94 1,4+1,43 8,610,81 13,6+1,64
1,5 SA 12,843,48 30,5+¢1,22 0,4+2,04 6,9+0,65 14,141,35

Os valores apresentados referem-se a médias * desvio padréo, e foram obtidas a partir de 6
replicas. SA — Sem Atividade.

Apenas foi observada atividade antioxidante significativa para o t = 4 do lote 5 (tabela
6.13), tendo-se obtido um valor de ECs0=61,94 + 7,322 mg/mlL, para o queijo controlo,
ECs0= 119,90 * 5,30 mg/mL para o queijo com adi¢cdo de extrato e ECso=112,93 + 5,65
mg/mL para queijo com adi¢do de biomassa. Siracusa et al. (2011) relatou uma atividade
antioxidante forte de infusGes de C. maritimum, de cerca de 88% a uma concentragao
de 0,4 g/L. Pereira et al. (2017) também teve resultados similares aos de Siracusa, onde
a capacidade de eliminacdo do radical ABTS das decoc¢des de folhas do funcho do mar
foi de 86,6 e 88%.

Como descrito anteriormente neste trabalho, o respetivo lote sofreu uma
contaminacdo, sendo este o Unico fator que o difere dos demais. Apesar das analises
microbioldgicas realizadas entretanto serem inconclusivas para se afirmar qual
microrganismo possa ter influenciado neste resultado, a literatura corrobora o fato da
presenca de fungos ou bactérias terem atividade antioxidante, como por exemplo, no
trabalho de Alves et al. (2020), onde foram utilizados trés fungos (2 do género
Dichotomophthora e o Aspergillus nidullans), e todos apresentaram étima atividade
antioxidante contra o radical DPPH quando comparados ao controlo quercetina. Bem
como Pieniz et al. (2015), que observou que apenas as culturas sobrenadantes de
bactérias acido lacticas apresentaram capacidade antioxidante.
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6.5.4. E. coli

A ocorréncia de amostras positivas para E. coli no queijo com adicdo de biomassa
(Tabela 6.14) poderd indicar uma contaminagdo apds tratamento térmico, devido a
manipulagdo ou contato com superficies contaminadas. No caso do queijo controlo, foi
detetada uma contaminacado por E. coli, mas os resultados ndo foram coerentes, pelo
que ndo se apresentaram. No queijo produzido com adi¢dao de extrato, ndo foi detetada
contaminacao por E. coli. Yamanaka, et al. (2016), relatou que 56,3 % das amostras de
queijos artesanais prontos para o consumo (18/32) apresentaram valores entre 2.4 e 6.3
log ufc/g, valores préximos aos encontrados nestas amostras.

Tabela 6.14 Pesquisa para E. coli. Teste com biomassa de C. maritimum adicionado apds a
coagulagdo (Lote 5) (Tempo de duragdo: 8 dias)

Tempo Biomassa (log ufc/g)
t=0 <1
t=4 3,85+0,03
t=8 4,81+0,01

6.5.5. Staphylococcus coagulase positiva
Relativamente a pesquisa para Staphylococcus coagulase positiva, todas as amostras
apresentaram contagens inferiores a 10 ufc/g, o que significa que estdo conformes com
a legislacdo em vigor, que indica valores <10 ufc/g (Regulamento 1441/2007). Estes
resultados sdo melhores que os encontrados por Yamanaka et al. (2016), onde foram
detetadas Staphylococcus coagulase positivos em 23,1 % das amostras.

6.5.6. Listeria monocytogenes
Nenhuma das amostras testou positivo para L. monocytogenes, ou qualquer outro
microrganismo do género Listeria. Assim como Valente (2013), em todas as suas
amostras analisadas dos diferentes sublotes (inclusive com 6regdos) de novos queijos
desenvolvidos, se verificou a auséncia de L. monocytogenes.

6.5.7. Microrganismos a 30 °C

Os resultados apresentados na tabela 6.15 parecem indicar que a adi¢ao de plantas teve
efeito no prolongamento do tempo de conservacao util dos queijos em estudo, uma vez
que os queijos com adi¢cdo de plantas obtiveram menos 1 (extrato) e 2 (biomassa)
valores logaritmicos em relagdo ao controlo para t=0. Entretanto, esse efeito esvaiu-se
no tempo até atingir os 8 dias. Garcia et al. (2016) apresentou uma elevada contagem
de bactérias aerdébias meséfilas, com valores >2,5x10% ufc/g para as 18 amostras
analisadas de queijos frescos artesanais comercializados em Minas Gerais.
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Tabela 6.15 Pesquisa para Microrganismos a 30 °C. Teste com C. maritimum adicionado apds a
coagulagdo (Lote 5) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tempo Biomassa (log ufc/g)  Extrato (log ufc/g) Controlo (log ufc/g)
t=0 2,53+0,23 3,72+0,08 4,61+0,17
t=4 7,02+0,00 7,78+0,01 (1)
t=8 8,30+0,56 8,78+0,09 8,6010,02

(1) N&o determinado.

6.5.8. Bolores e leveduras
A adicao de C. maritimum (Tabela 6.16) parece nao ter tido efeito sobre o
desenvolvimento de bolores para o queijo com adicdo de biomassa. J& com relacdo ao
queijo controlo e com adicao de extrato o desenvolvimento de bolores, é bem similar e
pouco significativo, surgindo apenas em t=8. Relativamente as leveduras, parece existir
alguma alteracao (cerca de mais um valor logaritmico) pela adicdo da planta, quer sob a
forma de biomassa, quer sob a forma de extrato, quando comparado ao controlo.

Neste lote, verificou-se que a contagem inicial de bolores e leveduras foi muito baixa em
todos os queijos, assim como no trabalho de Agboola e Radovanovic-Tesic (2002) onde
os valores ndo foram superiores a 102 ufc/g na mesma fase.

Tabela 6.16 Pesquisa para Fungos. Teste com C. maritimum adicionado apds a coagulagdo (Lote
5) (Tempo de duragdo: 8 dias)

Tempo Biomassa Extrato Controlo
(log ufc/g) (log ufc/g) (log ufc/g)
t=0 2,00+0,00 <1 <1
Leveduras t=4 3,67+0,27 3,89+0,22 2,10+0,14
t=8 4,44+0,11 4,88+0,21 3,62+0,33
t=0 <1 <1 <1
Bolores t=4 <1 <1 <1
t=8 <1 2,67+0,12 2,46+0,12
6.6. Crithmum maritimum - Adi¢ao de extrato e biomassa antes

da coagulagao - teste preliminar (lote 6)
Este lote serviu para verificar se a adicdo do extrato e da biomassa C. maritimum
prejudicaria ou traria qualquer tipo de alteracdo no processo de coagulacdo, processo
este que ocorreu normalmente, podendo-se entdao produzir o queijo, a partir do qual
foram realizadas andlises para cor e pH para t=0 dias.

6.6.1. Cor
Com relacdo a influéncia do tratamento (controlo, biomassa, extrato) sobre todas as
variaveis dependentes L, a, b e C, os resultados foram considerados estatisticamente
diferentes (ANOVA, p<0,001 para todos). Verifica-se no entanto, que entre o queijo
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controlo e o com adicdo de extrato, as diferencas sdo mais ligeiras (Tukey HSD, p=0,524
e p=0,119 para L e a, respetivamente (tabela 6.17).

Esses resultados podem dever-se a tonalidade da biomassa, a qual, ao ser misturada
diretamente no leite, teve influéncia direta na cor dos queijos estudados.

Tabela 6.17 Andlise de cor para teste preliminar com C. maritimum antes da coagulagdo.

Cor Biomassa Extrato Controlo
L 74,52+1,63° 80,761,502 81,24+1,012
a -1,62 £0,13° -0,55+0,192 -0,45+0,18°
b 8,46+0,57° 4,21+0,28° 3,81%0,15¢
C 8,62+0,56° 4,25 +0,26P 3,85%0,14¢

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, apresentam diferencas estatisticamente
significativas (Teste HSD de Tukey, p<0,05).

L: luminosidade; a: componente verde-vermelho; b: componente azul-amarelo; C: cromaticidade.
Biomassa — adicdo de planta sob a forma de biomassa; extrato — adi¢ao de planta sob a forma de extrato;
controlo — sem adigdo de planta

6.6.2. pH
A tabela 6.18 mostra que a adi¢ao das plantas, quer sob a forma de biomassa, quer sob
a forma de extrato, teve um efeito estatisticamente pouco significativo (ANOVA,
F(2,24)=3,896; p=0,034) para pH nos queijos estudados. Este resultado pode ser
corroborado pelo Teste Tukey HSD, o qual demonstra que apenas os tratamentos
biomassa e controlo sdo significativamente diferentes (p=0,028). As restantes
interagdes apresentam p>0,216.

Tabela 6.18 Andlise de pH para teste preliminar com C. maritimum antes da coagulagdo.

Tratamento t=0
Biomassa 6,56 +0,04?
Extrato 6,54 +0,01%°
Controlo 6,52+0,01°

Valores com indices (a—b) diferentes, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste HSD
de Tukey, p<0,05).

6.7. Crithmum maritimum - Adigcao de extrato e biomassa antes
da coagulagao (lote 8)
6.7.1. Cor
No caso dos queijos controlo (tabela 6.19), verificou-se que o tempo teve um efeito
estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA, F(2,81)=23,316; p<0,001);
(ANOVA Welch, F(2,60)=175,392; p<0,001); (ANOVA, F(2, 60)=16,817; p<0,001) e
(ANOVA, F(2,66)=12,120 (p<0,001), respectivamente.

No que respeita a variavel a, verificou-se que o valor foi descendo, o que indica que o
gueijo pode ter ficado esverdeado no decorrer do tempo.
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Nos queijos produzidos com adicdo de biomassa (tabela 6.19), verificou-se que o tempo
teve um efeito estatisticamente significativo sobre as varidveis L, a, b e C (ANOVA,
F(2,87)=8,403; p<0,001) e (ANOVA Welch, F(2,84)=114,909; p<0,001), (ANOVA Welch,
F(2,87)=9,736; p=0,001) e (ANOVA, F(2,87)=11,609; p<0,001), respetivamente.

A luminosidade (L) diminuiu ligeiramente ao longo do tempo. Relativamente a variavel
a, verificou-se um aumento do seu valor na amostra enriquecida com biomassa. Este
resultado indicou que, com o tempo, o queijo foi atingindo tons menos esverdeados.

Carocha et al. (2015) também obteve um resultado semelhante para o parametro a,
cujos os valores de todas as amostras foram proximos a zero, o que indicou a auséncia
de cores vermelhas ou verdes intensas, apesar da incorporagdo da planta M. officinalis
desisdratada.

A cor amarela (b) parece ter-se intensificado ao longo do tempo, mas apenas entre os
tempos t=4 e t=8, em que se verificaram diferencas estatisticamente significativas (Teste
HSD de Tukey, p<0,001).

No caso dos queijos produzidos com adi¢dao de extrato (tabela 6.19), verificou-se que o
tempo teve um efeito estatisticamente significativo sobre L, a, b e C, (ANOVA,
F(2,87)=34,911; p<0,001); (ANOVA Welch, F(2,87)=18,869; p<0,001); (ANOVA, F(2,
87)=67,190; p<0,001) e (ANOVA, F(2,87)=83,796; p<0,001), respetivamente.

A luminosidade (L) diminuiu ligeiramente ao longo do tempo, com diferengas
estatisticamente significativas (Teste de HSD de Tukey, p<0,001) entre os tempos t=4 e
t=8. Por outro lado, para a variavel a, verificou-se um aumento do seu valor na amostra
enriquecida com extrato; porém, no inicio do estudo (entre t=0 e t=4), ndo foram
verificadas diferencas estatisticamente significativas (Teste de HSD de Tukey, p=0,569),
o que indicou que so a partir do dia 5 o queijo atingiu tons mais distantes da cor verde.

As variaveis b e C aumentaram ao longo do tempo, o que indicou um ligeiro aumento
do tom amarelo ao longo do periodo em estudo, confirmado pelo aumento da
intensidade da cor (Cromaticidade).

Resultados similares a estes foram encontrados trabalho de Rohm e Jaros (1997), onde
tanto os valores a quanto b aumentaram significativamente ao longo do tempo; em
paralelo, a varidvel L que diminuiu.

No decorrer do tempo, o lote 8 apresentou alterac¢des fisicas pouco visiveis, como se
pode observar na Figura 6.4.
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Tabela 6.19 Avaliagdo de Cor. Teste com C. maritimum adicionado antes da coagulagdo (Lote 8) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tratam Biomassa Extrato Controlo

t=0 t=4 t=8 t=0 t=4 t=8

ento?! t=0 t=4 t=8
L 74,76+1,51*° 73,56+2,32° 73,11+0,45° 80,44+1,48° 80,76%0,44
-1,03+0,14*  -1,28+0,11° -0,570,19° -0,52+0,26° -0,81%0,09° -0,48+0,09°
3,89+0,31°  4,13+0,10°  4,61+0,27*°  3,68+0,18%  3,48+0,08" 3,66+0,07°

78,78+0,19° 80,76+1,83" 81,55+0,25° 79,58+0,36°

a -1,57+0,15°¢ -0,50+0,03? -0,79+0,05°
b 8,15+0,41*>*  7,85+0,66°  8,46+0,52°

C 8,32+0,37° 7,91+0,67° 8,56+0,50° 3,95+0,28° 4,17+0,11° 4,68+0,25° 3,67+0,23*  3,5310,08° 3,73%0,06°

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou “Controlo”, apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste

HSD de Tukey, p<0,05).
L: luminosidade; a: componente verde-vermelho; b: componente azul-amarelo; C: cromaticidade.
Tratamento: Biomassa — adi¢do de planta sob a forma de biomassa; extrato — adic3o de planta sob a forma de extrato; controlo — sem adic3o de planta
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Figura 64. C. maritimum — adi¢do de extrato e biomassa antes da coagulacdo (lote 8). (CO) Controlo, t=0;
(C4) Controlo, t=4 dias; (C8) Controlo, t=8 dias; (BO) Biomassa, t=0; (B4) Biomassa, t=4 dias; (B8)
Biomassa, t=8 dias; (EQ) Extrato, t=0; (E4) Extrato, t=4 dias; (E8) Extrato, t=8 dias. ® ANA CARVALHO

6.7.2. pH, aw, Extrato Seco, Gordura e Proteina
Para todos os queijos, verificou-se que o tempo teve um efeito estatisticamente
significativo sobre o pH (ANOVA Welch, F(2,24)=2238,079; p<0,001 (controlo); ANOVA,
F(2,24)=2856,055; p<0,001 (biomassa) e ANOVA Welch, F(2,24)=10792,923; p<0,001
(extrato)) (tabela 6.20).

Relativamente ao aw (tabela 6.20), o tempo teve um efeito estatisticamente significativo
para todos os queijos (ANOVA Welch, F(2,6)=72,333; p=0,001 (controlo); ANOVA Welch,
F(2,6)=36,571; p=0,001 (biomassa) e ANOVA Welch, F(2,6)=12,216; p=0,013 (extrato)).

Resultados semelhantes para pH e aw foram obtidos no trabalho de Dias (2020) onde,
no primeiro dia (T0), obteve-se um valor de pH na ordem de 6,61 + 0,02 e um valor de
aw de 0,9889 + 0,0005.

O extrato seco (tabela 6.20) apresentou diferencas significativas ao longo do tempo para
todos os tipos de queijo (ANOVA Welch, F(2,6)=188,351; p=0,002 (controlo); ANOVA,
F(2,6)= 6,438; p=0,032 (biomassa) e ANOVA Welch, F(2,6)=58,980; p=0,001 (extrato)).
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A gordura (tabela 6.20) variou de forma estatisticamente significativa com o tempo para
todos os tipos de queijo (ANOVA Welch, F(2,6)=29,786; p=0,008 (controlo); ANOVA
Welch, F(2,5)=174,570; p<0,001 (biomassa) e ANOVA Welch, F(2,6)=19,500; p=0,008
(extrato)).

Para proteina (tabela 6.20), verificou-se que o tempo teve um efeito estatisticamente
significativo sobre os queijos com adicdo de biomassa (teste t, p=0,05), mas ndo sobre
os queijos controlo e com adicdo de extrato (teste t, p=194 e p=0,104,
respectivamente).

No trabalho de Santos (2015), nas amostras dos queijos frescos de cabra analisadas, o
perfil nutricional foi caracterizado com um teor de 39% de proteina-bruta em residuo
seco. Esse resultado é superior ao obtido neste trabalho, onde os valores para este lote
rondaram entre 24 e 31,75%.

Tabela 6.20 Resultados das andlises quimicas (pH, aw, extrato seco, gordura e proteina). Teste
com C. maritimum adicionado antes da coagulagdo (Lote 8) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tratamento t=0 t=4 t=8
pH Biomassa 6,85+0,01° 6,22+0,02° 6,14+0,03¢
Extrato 6,86+0,01° 6,25+0,01° 6,21+0,01°¢
Controlo 6,64+0,01° 6,26+0,01° 6,22+0,02¢
aw Biomassa 0,981+0,00° 0,965+0,00° 0,965+0,00°
Extrato 0,962+0,00° 0,976+0,00° 0,954+0,00°
Controlo 0,984+0,00° 0,973+0,00° 0,969+0,00°
Extrato Seco (%) Biomassa 35,0340,21° 38,17+1,69%° 38,90+1,73°
Extrato 34,63+0,64° 40,03+1,70° 45,77+1,19°
Controlo 31,67+0,75°¢ 37,2340,15° 39,33+0,40°
Gordura (%) Biomassa 19,0+0,50° 16,0+0,00°¢ 22,2+0,29°
Extrato 17,0+0,50° 16,0+0,10° 19,5+0,50°
Controlo 15,3+0,29° 14,2+0,30° 18,0+0,01°
Proteina (%) Biomassa 24,20+1,94° 31,50+1,02° -
Extrato 27,53+2,08° 31,75+2,80° -
Controlo 29,08+0,90° 30,17+0,81° -

Valores com indices (a—c) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa”, “Extrato”, ou
“Controlo”, apresentam diferengas estatisticamente significativas (Teste HSD de Tukey, p<0,05).

Por indisponibilidade de liofilizador para a preparacdo da amostra, ndo foi determinada a percentagem
de proteina no tempo t=8.

6.7.3. Atividade Antioxidante
Os resultados da atividade antioxidante para o lote 8 estao apresentados na Tabela
6.21.

Apesar deste trabalho ndo obter resultados significativos para a atividade antioxidante,
possivelmente devido a quantidade de extrato ou alguma degradacdo sofrida durante o
fabrico do queijo, de acordo com Meot-Duros e Magné (2009), as folhas de Crithmum
maritimum apresentaram forte atividade antioxidante total ao longo do ano, estes
resultados também foram encontrados por Pereira et al. (2020), onde extratos aquosos
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foram preparados para equivaler a uma xicara de cha (1 g de material vegetal seco
(funcho do mar) para 200 mL de agua destilada), em que obtiveram entre 86,6 e 88,0%
de atividade antioxidante, determinada através do método ABTS.

Tabela 6.21 Atividade antioxidante (%) de queijo (Lote 8) funcionalizado com extrato e biomassa de C. maritimum,
determinada pelo método de DPPH.

Tratamento Biomassa Extrato Controlo

Conc. (mg/mL) t=0 t=4 t=0 t=4 t=0 t=4
200 13,6+1,33 30,8+8,19 30,2+2,96 19,2+9,94 21,8+1,33 19,8+1,92
100 2,3+5,68 14,314,211 20,415,30 5,3+2,65 9,7+4,13 6,1+3,86
50 2,613,93 2,3+2,05 17,318,61 1,6+1,12 9,3+1,95 7,1+5,71

25 SA 1,942,50 12,245,33 SA 4,4+1,82 SA

12,5 SA SA 7,6+0,87 0,519,93 8,016,01 SA

6,25 SA SA 6,8%11,79 6,911,04 2,8%11,38 SA

3,12 SA SA 4,2+1,40 SA 2,7£2,79 SA

1,5 SA SA 5,0+1,00 SA 1,94+1,75 SA

Os valores apresentados referem-se a médias + desvio padrao, e foram obtidas a partir de 6
replicas. SA — Sem Atividade.

6.7.4. E. coli

Relativamente a enumeragao para E. coli, todas as amostras apresentaram contagens
inferiores a 10 ufc/g, o que indica que, relativamente a este parametro, o queijo estava
préprio para o consumo em todos os tempos analisados. O maximo admissivel seria 100
ufc/g (Regulamento 1441/2007). Os resultados obtidos neste trabalho diferem dos
encontrados por Valente (2013), onde os queijos produzidos com orégdos apresentaram
valores significativos ao longo do tempo do estudo (45 dias).

6.7.5. Staphylococcus coagulase positiva

Relativamente a pesquisa para Staphylococcus coagulase positivos, todas as amostras
apresentaram contagens inferiores a 10 ufc/g, o que significa que estdo conformes com
a legislacdo em vigor, que indica valores entre <10 ufc/g (Regulamento 1441/2007). Um
resultado similar foi encontrado no trabalho de Presente (2016), onde para as bactérias
do grupo Staphylococcus aureus, todos os queijos com dleo essencial de orégano,
gengibre e mistos que foram produzidos ndao apresentaram crescimento destes
microrganismos.

6.7.6. Listeria monocytogenes
Nenhuma das amostras testou positivo para L. monocytogenes ou qualquer outro
microrganismo do género Listeria. Yamanaka et al. (2016) também ndo detetou L.
monocytogenes em suas amostras, contudo em 6,3% (2/32) dessas amostras foi
detetada a presenca de Listeria spp.
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6.7.7. Microrganismos a 30 °C
Os resultados apresentados na tabela 6.22 parecem indicar que a adicdo de plantas nao
teve efeito no prolongamento do tempo de conservagao util dos queijos em estudo,
uma vez que os 3 tipos de queijo apresentam valores semelhantes no final do ensaio.
No caso da adicdo do extrato e da biomassa, aos 4 dias os queijos apresentam 4 valores
logaritmicos a mais que o controlo, mas essa diferenca fica pouco significativa com o
decorrer do tempo até atingir os 8 dias.

Este resultado difere do encontrado por Presente (2016), onde verificou-se que no dia
da produgdo, todos os quatro tipos de queijos (frescos com adi¢cdo de déleos essenciais
de orégano e gengibre) ndo apresentaram crescimento de microrganismos meséfilos
aerdbios, o que indica 6tima qualidade higiénico-sanitaria durante todo o
processamento dos queijos.

Tabela 6.22 Pesquisa para Microrganismos a 30 °C. Teste com C. maritimum adicionado antes da
coagulagdo (Lote 8) (Tempo de duragdo: 8 dias).

Tempo Biomassa (log ufc/g)  Extrato (log ufc/g) Controlo (log ufc/g)
0 2,3540,23 2,48+0,12 <1
t=4 6,02+0,11 6,19+0,04 2,40+0,24
t=8 8,16+0,12 7,650,04 7,3610,04

6.7.8. Bolores e Leveduras
A adicdo de C. maritimum parece ter tido um efeito negativo sobre o desenvolvimento
de bolores, quando adicionado sob a forma de biomassa e sob a forma de extrato. Talvez
a biomassa estivesse contaminada com alguns bolores que se desenvolvem no ambiente
muito propicio que é o queijo.

Relativamente as leveduras, no queijo com adicdo do extrato ja apresenta coldonias em
t=4, ao contrdrio dos outros queijos. Entretanto, ao fim do ensaio tanto para o queijo
adicionado de biomassa quanto para o queijo com adicdo de extrato os valores foram
semelhantes, ja o queijo controlo permanece, ao longo do ensaio, com valores
insignificantes (tabela 6.23).

Como no queijo controlo, Bintsis (2021) verificou um interessante resultado onde
durante o processo de matura¢ao do queijo de ovelha n3ao se observou o aparecimento
de fungos.

Tabela 6.23 Pesquisa para Fungos. Teste com C. maritimum adicionado antes da coagulagéo
(Lote 8) (Tempo de duragdo: 8 dias)

Tempo Biomassa Extrato Controlo

(log ufc/g) (log ufc/g) (log ufc/g)
0 <1 <1 <1
Leveduras t=4 <1 2,78+0,31 <1
t=8 3,57+0,22 3,03+0,25 <1
t=0 <1 <1 <1
Bolores t=4 <1 <1 <1
t=8 3,08+0,15 2,23+0,17 <1
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6.8. Efeito dos métodos de fabrico nos parametros quimicos (pH,
aW, extrato seco, gordura e proteina).

6.8.1. Adigao de Helichrysum picardii
O facto das adicoes de biomassa e de extrato serem feitas antes ou apds a coagulacao
(Tabela 6.24), apresenta um efeito significativo no pH do queijo (teste t, p<0,001).

A adicao de biomassa e de extrato antes ou apds a coagulagao nao apresenta um efeito
significativo na aw do queijo (teste t, p=0,279 e p=0,192, respectivamente).

A adicdo de biomassa antes ou apds a coagulacdo apresenta um efeito significativo no
ES do queijo (teste t, p=0,029). J4 a adicdo de extrato antes ou apds a coagulagdo nao
apresenta um efeito significativo no ES do queijo (teste t, p=0,770).

A adicdo de biomassa antes ou apds a coagulagdo apresenta um efeito significativo na
gordura do queijo (teste t, p=0,001). No caso da adicdo de extrato, esta ndo apresenta
um efeito significativo na gordura do queijo (teste t, p=0,561), quer seja adicionada
antes ou apods a coagulacao.

6.8.2. Adicao de Crithmum maritimum
O facto das adicoes de biomassa e de extrato serem feitas antes ou apds a coagulacao
(Tabela 6.24) apresenta um efeito significativo no pH do queijo (teste t, p<0,01 para
ambos).

Tabela 6.24 Comparag¢do entre os dois métodos de producdo. AdicGo de biomassa e extrato antes
e depois da coagulagdo.

Antes da coagulagao Apods a coagulagao

Parametro Tratamento

(Lote 7) (Lote 4)
Helichrysum picardii

H Biomassa 6,93+0,01° 6,53+0,16°
P Extrato 6,970,017 6,57+0,01°
a Biomassa 0,979+40,02° 0,913+0,10°

v Extrato 0,972+0,00° 0,974+0,00°
Extrato seco (%) Biomassa 29,93+1,59° 35,03+40,21°

Extrato 34,30+1,73° 34,63+0,64°

Biomassa 15,3+0,58° 19,0+0,50°
Gordura (%) Extrato 17,30,76° 17,00,50°
Crithmum maritimum (Lote 8) (Lote 5)

H Biomassa 6,850,012 6,47 +0,04°
P Extrato 6,86£0,01° 6,56 £0,03
a Biomassa 0,981+0,00° 0,978+0,00°

v Extrato 0,962+0,01° 0,967 +0,01°
Extrato seco (%) Biomassa 35,03+0,20° 31,33 +0,63°

Extrato 34,63+0,64° 32,67 £2,99°

Biomassa 19,0+0,50° 15,8 +1,04°
Gordura (%) Extrato 17,0£0,50° 16,0£0,00°
Proteina (%) Biomassa 24,20+1,94° 30,96+1,52°

Extrato 27,53+2,08° 28,88+2,27°
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Valores com indices (a—b) diferentes na mesma linha, dentro do conjunto “Biomassa” ou “Extrato”
apresentam diferencas estatisticamente significativas (Teste t, p<0,05).

A adicao de biomassa e de extrato antes ou apds a coagulagao ndo apresenta um efeito
significativo na aw do queijo (teste t, p=0,074 e p=0,505 respectivamente).

A adicdo de biomassa antes ou apds a coagulacdo apresenta um efeito significativo no
ES do queijo (teste t, p=0,001).

A adicdo de biomassa antes ou apds a coagulacdo apresenta um efeito significativo na
gordura do queijo (teste t, p=0,009). No caso da adi¢cdo de extrato, esta apresenta um
efeito pouco significativo na gordura do queijo (teste t, p=0,026) quando adicionada
antes ou apds a coagulagao.

A adicdo de biomassa antes ou apds a coagulagdo apresenta um efeito significativo na
proteina do queijo (teste t, p=0,009). No caso da adicdo de extrato, esta ndo apresenta
um efeito significativo na proteina do queijo (teste t, p=0,490) quer seja adicionada
antes ou apods a coagulagao.
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7. Conclusoes

Durante a producdo dos queijos, os rendimentos variaram entre 21-31%, um valor
proximo ao encontrado na literatura para o queijo fresco de cabra.

Relativamente a cor, as amostras com H. picardii, independente do momento da adigao
ou sob a forma que a planta é adicionada, tendem todas a ficar mais amareladas, a
exce¢do da amostra com adigdo de extrato antes da coagulacgdo, cuja cor tende a ficar
mais esverdeada ao longo do tempo. Para a C. maritimum, independente do momento
da adicdo ou sob a forma que a planta é adicionada, as amostras apresentam variacoes
similares.

No tocante ao pH, os valores foram sempre inferiores quando a adi¢ao das plantas se
deu apds a coagulacdo, independente da planta utilizada e da sua forma de adicao
(extrato, biomassa).

Para aw, concluiu-se que, independente das plantas, as amostras adicionadas com
biomassa apds a coagulagao tinham valores inferiores comparativamente as amostras
cuja adicao ocorreu antes da coagulagdo. O contrario se observou para as amostras com
adicdo de extrato, onde os valores mais baixos ocorreram quando a adi¢do se deu antes
da coagulacdo.

Com relagdo aos valores do extrato seco observou-se que as amostras com adicdo de
extrato antes da coagulacdo, obtiveram valores superiores deste parametro ao longo
do tempo, quando comparadas as amostras onde a adicdao do extrato ocorreu apods a
coagulacdo. O mesmo fendmeno foi observado nas amostras com adi¢cao de biomassa,
mas apenas para o caso do H. picardii.

No que se refere a gordura, as amostras com adicdo de extrato e biomassa de C.
maritimum apds a coagulagdo sempre apresentam um valor superior (17-19%),
comparativamente aquelas em que a planta foi adicionada antes da coagulacdo, que
atingem valores de aproximadamente 16%.

Relativamente a proteina, apenas as amostras com adicao de C. maritimum sob a forma
de biomassa adicionada apds a coagulacao apresentaram uma variag¢ao significativa,
atingido uma média de 30,97%, enquanto que aquelas cuja biomassa foi adicionada
antes da coagulagao obtiveram um valor de cerca de 24,20%.

Nao parece haver nenhuma propriedade antioxidante significativa resultante da adicao
de C. maritimum nos queijos nas condicOes testadas.

Levando-se em conta o que foi observado durante as andlises microbioldgicas,
percebeu-se que a adicdo das plantas nao contribuiu para o desenvolvimento dos
patdgenos E. coli, Staphylococcus coagulase positivos e L. monocytogenes. Por outro
lado, os resultados obtidos para a enumeracdo de microrganismos a 30 °C e fungos
sugere que, nas condicOes deste estudo, nenhuma das plantas testadas apresentou
gualquer efeito antimicrobiano.
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8. Perspetivas futuras

O facto do lote 5 apresentar atividade antioxidante apenas ao final de 4 dias de
producdo, conjugado com os elevados numeros do crescimento microbiano, pode
indicar que a presencga de alguns microrganismos possa ter influenciado o aumento de
atividade nestas condi¢Ges. Mais estudos deverao ser feitos, a fim de esclarecer esse
resultado.

Uma vez que as plantas utilizadas sao conhecidas como tendo atividade antioxidante,
sugere-se aumentar a concentracdo do extrato, a fim de verificar se existe algum
aumento da atividade antioxidante, ou se ela se perde por razdes de processamento.
No caso das duas plantas estudadas, a concentracdo de biomassa ndao podera ser
aumentada, pelo efeito desagraddvel que tem no paladar do queijo.

Outras plantas com reconhecida atividade antioxidante poderdo ser testadas de modo
a verificar se, no caso delas, conferem capacidade antioxidante este tipo de queijos. Para
além disso, poder-se-a estudar se os seus teores de vitaminas, minerais ou outros
nutrientes se mantém ou melhoram para valores de biomassa que ndo afetem
negativamente o sabor dos queijos.

Sugere-se ainda, que sejam feitos testes de aceitacdo com um painel de
provadores/consumidores, para obter um conjunto significativo de resultados que
permitam conclusdes mais definitivas acerca da aceitabilidade dos queijos estudados.
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Anexos

Anexo A - Lote 4 — Variavel dependente L

Tabela A.1. Resumo do processamento de casos

Casos
Valido Omisso Total
Tempo N Porcentagem Porcentagem N
L-controlo =0 15 71.4% 6 28,6% 21
t=7 15 71.4% 6 28,6% 21
t=14 15 71.4% 6 28,6% 21
Resumo de processamento de casos
Casos
Total
Tempo Porcentagem
L-controlo  t=0 100,0%
t=7 100,0%
t=14 100,0%

Tabela A.2. Testes de normalidade

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Tempo Estatistica al Sig. Estatistica gl /5(9\
L-controlo =0 ,184 15 ,182 ,894 15 ,078
t=7 ,235 15 ,025 ,832 15 ,010
t=14 ,249 15 ,013 ,904 15 ,110

a. Correlagéo de Significancia de Lilliefors

LXXXIV



Tabela A.3. Estatisticas descritivas

Estatistica do

Tempo Estatistica teste Padréo
L-controlo  t=0 Media @,1 9@ 09018

95% de Intervalo de Limite inferior 79,9999

Confianga para Media Limite superior 80,3868

5% da média aparada 80,1926

Mediana 80,3100

Variéncia 122

Erro Padréo @9@

Minimo 79,71

Maximo 80,69

Amplitude 98

Amplitude interquartil 68

Assimetria -,059 580

Curtose -1,573 1,121
t=7 Media @,4600 ,02838

95% de Intervalo de Limite inferior 76,3998

Confianca para Media Limite superior 76,5215

5% da média aparada 76,4602

Mediana 76,4200

Varidncia ,012

Erro Padréao @9@

Minimo 76,32

Maximo 76,61

Amplitude 29

Amplitude interquartil 22

Assimetria 314 580

Curtose -1,842 1,121
t=14 Média 6)‘,41@ ,04809

95% de Intervalo de Limite inferior 76,3082

Cenfianga para Média Limite superior 76,5145

5% da média aparada 76,4126

Mediana 76,4600

Variancia 035

Erro Padréo (1 8624>

Minimo 76,05

Maximo 76,75

Amplitude 70

Amplitude interquartil J19

Assimetria -.639 580

Curtose 531 1,121




Outliers

L-controlo

)
76,00 %
t=0 t=7 t=14
Tempo

Tabela A.4. Testes de homogeneidade de varidncias

Estatistica de
Levene df1 df2 Sig.

L-controlo Com base em média 13,663 @ @ ,000
Com base em mediana 7,345 2 42 002
Com base em mediana e 7,345 2 27,735 ,003
com gl ajustado
Com base em média 13,696 2 42 ,000
aparada
Tabela A.5. Testes de ANOVA
L-controlo
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio Z Sig.
Entre Grupos 141,194 2 70,597
Nos grupos 2,363 42 ,056
Total 143,556 44
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Subconjuntos homogéneos

Tabela A.6. Tuckey Test
Testes Posteriori

Comparacgoes miultiplas

Variavel dependente: L-controlo

Tukey HSD
Intervalo de Confianca 95%
Diferenca
(I Tempo  (J) Tempo média (I-J) Erro Padrao Sig. Limite inferior ~ Limite superior
=0 =7 3,73267 ,0BBE0 ,000 3,5223 3.9431
=14 3,78200° ,0BBE0 ,000 3,5716 3.9924
=7 t=0 -3,73267 ,0BBE0 ,000 -3,9431 -3,5223
=14 ,04933 J0BEE0 83T - 1611 2597
=14 t=0 -3,78200° ,0BBE0 ,000 -3,9924 -3.5716
=7 -,04933 [0BBE0 837 -, 2597 1611

*. A diferenga meédia € significativa no nivel 0.05.

L-controlo

Subconjunto para alfa = 0.05
Tempo N 1
t=14 15 76,4113
t=7 15 76,4607
t=0 15 80,1933
Sig. ,837 1,000

S&o exibidas as médias para 0s grupos em
subconjuntos homogéneos.

.| )

a. Usa o Tamanho da Amostra de Media Harmoénica = 15,000.
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Anexo B - Lote 4 — Varidvel dependente pH

Tabela B.1. Resumo de processamento de casos

Casos
Valido Omisso Total
pHTempo N Porcentagem N Porcentagem N
pH-controlo  t=0 9 100,0% 0 0,0% 9
=7 9 100,0% 0,0% 9
=14 9 100,0% 0,0% 9
Resumo de processamento de casos
Casos
Total
pHTempo Porcentagem
pH-controlo  t=0 100,0%
=7 100,0%
=14 100,0%
Tabela B.2. Testes de Normalidade
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
pHTempo Estatistica gl Estatistica gl Sig.
pH-controlo  t=0 335 9 ,004 748 9 ,005
t=7 275 9 ,049 ,886 9 ,183
t=14 A73 9 ,200* ,950 ,692

*_ Este é um limite inferior da significAncia verdadeira.

a. Correlacao de Significancia de Lilliefors

N
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Tabela B.3. Estatisticas descritivas.

Estatistica do
pHTempo Estatistica teste Padréo
pH-controlo  t=0 Media @ 00289
95% de Intervalo de Limite inferior 6,4867
Confianga para Media Limite superior 6,5000
5% da media aparada 6 4937
Mediana 6,5000
Variancia 000
Erro Padrao @
Minimo 6,48
Maximo 6,50
Amplitude 02
Amplitude interquartil 01
Assimetria -,825 J17
Curtose -1,079 1,400
=7  Média (65678 00703
95% de Intervalo de Limite inferior 6,5516
Bl Limite superior 6,5840
5% da média aparada 6,5686
Mediana 6,5800
Variancia 000
Erro Padrao @
Minimo 6,53
Maximo 6,59
Amplitude .06
Amplitude interquartil ,04
Assimetria -,655 Nav
Curtose - 781 1,400
t=14  Meédia @8@ ,02199
95% de Intervalo de Limite inferior 6,4337
Confianga para Media Limite superior 6,56352
5% da média aparada 6,4855
Mediana 6,4900
Variancia 004
Erro Padrao @598
Minimo 6,38
Maximo 6,57
Amplitude 19
Amplitude interquartil A2
Assimetria -.251 T17
Curtose -1,119 1,400
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Outliers

pH-controlo

t=0 t=7
pHTempo

Tabela B.4. Testes de homogeneidade de varidncias

Estatistica de
Levene d

Sig.

1 df2
pH-controlo  Com base em média 11,695 @
Com base em mediana 9,134 2 24 ,001
Com base em mediana e 9,134 2 12,507 ,004
com gl ajustado
Com base em média 11,481 2 24 ,000
aparada
Tabela B.5. Testes Robustos de Igualdade de Médias
ANOVA
pH-controlo
Soma dos Quadrado
Quadrados df Médio 4 Sig.
Entre Grupos ,038 2 ,019 11,605 ,000
Nos grupos ,039 24 ,002
Total 077 26
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pH-controlo

Welch)

a. F distribuido assintoticamente.

df1 df2
12,321

Estatistica®

45,919 2

Cood

Subconjuntos homogéneos

Tabela B.6. Teste de Tuckey para pH

Comparagdes mualtiplas

Variavel dependente:  pH-controlo

Tukey HSD
Intervalo de ...
Diferenca
() pHTempo  (J) pHTempo média (I-J) Erro Padrao Sig. Limite inferior
=0 t=7 -07444 ,01900 002 - 1219
t=14 ,00889 ,01900 JB8T -,0386
= t=0 07444 ,01900 002 L0270
t=14 08333 ,01900 ,001 0359
=14 t=0 -,00889 ,01900 8T -,0583
t=7 -08333 ,01900 ,001 -,1308

Comparagdes mualtiplas

Variavel dependents:  pH-controlo

Tukey HSD
Intervalo de ..
il pHTempo  (J)pHTempo  Limile superior
t=0 t=7 -,0270
t=14 0583
t=7 t=0 1219
t=14 1308
=14 t=0 L0386
=7 -,0359

*. A diferenga média & significativa no nivel 0.05.



pH-controlo

.@ Subconjunto para alfa = 0.05

pHTempo N 1 2

t=14 9 6,4844

t=0 9 6,4933

Sig. ,887 1.000

S&o exibidas as médias para os grupos em
subconjuntos homogéneos.

a. Usa o Tamanho da Amostra de Média Harmdnica = 9,000.
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Anexo C - Lotes 4 e 7 — variavel dependente pH

Tabela C.1. Resumo de processamento de casos

Casos
Valido Omisso Total
Adic&oPlanta N Porcentagem N Porcentagem N
pH-biomassa-L7 Adicéo antes 9 100,0% 0 0,0% 9
Adicdo depois 7 77.8% 2 22.2%

Resumo de processamento de casos

Casos

Total
Adi¢aoPlanta Porcentagem
pH-biomassa-L7 Adic&o antes 100,0%
Adicao depois 100,0%

Tabela C.2. Teste de Normalidade

olmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
AdicaoPlanta statistica gl Sig. Estatistica gl
9

pH-biomassa-L7 Adicdo antes 272 ,054 ,805 9
Adicao depois ,286 7 ,086 ,821 7
N
Testes de Normalidade
Shapiro-...
AdicgoPlanta Sig.
pH-biomassa-L7 Adicdo antes ,024
Adicéo depois ,066

a. Correlacéo de Significancia de Lilliefors

Outliers
700
———
650
5
& 6.80
1
2
=
2 on
=S
660
===
650 K3
Adicdo antes Adicdo depois

AdigaoPlanta

XClI



Tabela C.3. Estatisticas descritivas

AdigdoPlanta Estatistica
pH-biomassal7  Adicoantes  Média ( 69333 )
95% de Intervalo de Limite inferior 6,9219
Confianca para Media Limite superior 6.9388
5% da média aparada 6,9337
Mediana 6,9300
Varnancia _0oo
Erro Padrio C o707 )
Minimo 6.92
Maximo 6,94
Amplitude 02
Amplitude interquarti 01
Assimetria - 606
Curtose - 286
Adiczo depois  Média ( 65329 )
95% de Intervalo de Limite inferior 6,5180
SRR Limite superior 6,5477
5% da media aparada 6,5337
Mediana 6,5400
Variancia 000
Erro Padrio C o104 )
Minimo 6,50
Maximo 6,55
Amplitude 05
Amplitude interquari 01
Assimetria 1,663
Curtose 3.491

Tabela C.4. Teste da Homogeneidade das Varidncias

Teste-T
Estatisticas de grupo

AdigaoPlanta N Media Desvio Padrao
pH-biomassa-L7  Adigdo antes 9 [ 6,9333 ] oorar [

Adigio depois 7 \ 6,5329 /

Teste de amostras independentes
Teste de Levenepara igualdade  teste-t para Igualdade
de varigs de Médias
m m t df

pH-biomassa-L7 Variancias iguais

assumidas

)

k 193) 67,458 14

Variancias iguais nao

assumidas

61,582 7818
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Tabela C.5. Teste T de Student

teste-1 para Igualdade de Medias

Sig. (2 Diferenca
I extremidades) média
pH-biomassa-L7 ariancias iguais 000 A0048
ssumidas
Varanciesgaas nao 000 40048
assumidas

Teste de amostras independentes

teste-t para lgualdade de Médias
95% Intervalo de Confianga da

Diferenca
Inferior Superior
pH-biomassa-L7 Varigncias iguais J3BTT4 A1321
assumidas
Varidncias iguais no 38542 41553

assumidas
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