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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de dgua
no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

(Madre Teresa de Calcutad)



Resumo

Este trabalho, integrado no Programa de Valoriza¢do da Fileira do Queijo da Regido Centro, teve
como objetivos analisar a qualidade microbiolégica do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP e verificar
se a época de producdo do leite e do queijo influenciam a respetiva qualidade microbiolégica. Foram
analisadas 31 amostras de leite cru e 20 amostras de Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP.

A avaliagdo da qualidade microbiolégica de leite cru incluiu a quantificagio (UFC/mL) de
mesofilos, psicrotroéficos, Pseudomonas spp., bactérias coliformes, Escherichia coli fR-glucuronidase
positiva, leveduras e bolores. Para a caracterizacdo microbioldgica do Queijo Amarelo da Beira Baixa
DOP, foi feita a quantificacdo (UFC/g) de bactérias laticas, psicrotroficos, Enterobacteriaceae, bactérias
coliformes, Escherichia coli f3-glucuronidase positiva, estafilococos coagulase positiva, leveduras e
bolores, e foi feita a pesquisa de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes.

Os resultados do leite cru demonstram que o leite tem qualidade insatisfatéria. No verdo
verificaram-se valores médios das contagens de Pseudomonas spp. de 4,6 Log UFC/mL,
estatisticamente inferiores (p<0,05) aos leites analisados nas restantes épocas. A semelhanca do que se
observou para Pseudomonas spp., os leites analisados no verdo apresentaram valores médios das
contagens de psicrotréficos (4,8 Log UFC/mL), inferiores aos leites analisados na primavera e no
outono, tendo-se verificado diferencas significativas (p<0,05) entre o verdo<primavera e
inverno<primavera. Relativamente a contagem de bolores e leveduras, obtiveram-se contagens médias
de bolores (inverno<outono<primavera<verdo) inferiores as contagens de leveduras
(outono<inverno<primavera<verdo), verificando-se apenas diferencas significativas (p<0,05) na
contagem de leveduras para verdo<outono (3,5 - 5,7 Log UFC/mL) e primavera<outono (3,8 - 5,7 Log
UFC/mL).

Todos os queijos analisados apresentaram auséncia de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes
em 25 g de amostra, o que significa que, relativamente a estes dois parametros microbiol6gicos, sdo
considerados seguros para consumo.

As contagens médias dos diferentes grupos microbianos no queijo, a excecdo dos bolores e dos
estafilococos coagulase positiva, sdo superiores no inverno do que nas restantes estagdes do ano. Para
as bactérias laticas obtiveram-se contagens superiores no inverno>outono>verdo>primavera, nio se
tendo verificado diferencas significativas (p<0,05) entre as diferentes épocas. Em relacdo as bactérias
coliformes, embora se tenham obtido contagens médias superiores no
inverno>primavera>verdo>outono, ndo se verificaram diferencas significativas (p<0,05) entre épocas.
Relativamente a média das contagens de Escherichia coli, obtiveram-se contagens superiores no
inverno, nas diferentes épocas, no entanto sem significancia estatistica.

A semelhanca do leite, obtiveram-se contagens de leveduras superiores as contagens de bolores.
Para os bolores obtiveram-se contagens superiores na primavera (1,5 Log UFC/g), ndo se tendo
verificado diferencas significativas entre as diferentes épocas. J& em relacdo a quantificacdo de
leveduras, verificaram-se diferengas significativas (p<0,05) entre o inverno>primavera (4,3 - 3,4 Log
UFC/g) respetivamente. Para as médias das contagens de psicrotroéficos e Enterobacteriaceae, também
ndo se verificaram diferencas significativas (p<0,05), tendo-se obtido contagens superiores no inverno
(7,4 e 4,8 Log UFC/g), respetivamente. Tanto no leite como no queijo o grupo predominante sdo os
microrganismos psicrotroficos.

Palavras-chave

Qualidade microbiolégica; Leite cru; Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP; Efeito da época de
producio.
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Abstract

This work, part of the Program for the Enhancement of the Chain of Cheese in the Central Region,
aimed to analyze the microbiological quality of Queijo Amarelo da Beira Baixa PDO and to verify
whether the season of the year of milk and cheese influences the respective microbiological quality.
Thirty one samples of raw milk and 20 samples of Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP were analyzed.

The evaluation of the microbiological quality of raw milk included the quantification (CFU/mL) of
mesophiles, psychrotrophs, Pseudomonas spp., coliform bacteria, {3-glucuronidase positive Escherichia
coli, yeasts and molds. For the microbiological characterization of the Queijo Amarelo da Beira Baixa
DOP, the quantification (CFU/g) of lactic acid bacteria, psychrotrophs, Enterobacteriaceae, coliform
bacteria, f3-glucuronidase positive Escherichia coli, coagulase positive staphylococci, yeasts and molds
was carried out. The detection of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes was also done.

The results of raw milk demonstrate that the milk has unsatisfactory quality. In the summer, mean
values of Pseudomonas spp. of 4.6 Log CFU/mL were observed, statistically lower (p<0.05) than the
milk analyzed in the remaining seasons. Similar to what was observed for Pseudomonas spp., the milk
analyzed in summer showed mean values of psychrotrophic counts (4.8 Log CFU/mL) lower than the
milk analyzed in spring and autumn, with significant differences being verified (p<0.05) between
summer<spring and winter<spring. With regard to mold and yeast counts, mean mold counts
(winter<autumn<spring<summer) were lower than yeast counts (autumn<winter<spring<summer),
with only significant differences (p<0, 05) in yeast counts for summer<autumn (3.5 - 5.7 Log CFU/mL)
and spring< autumn (3.8 - 5.7 Log CFU/mL).

All analyzed cheeses showed absence of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes in 25 g of
sample, which means that, regarding these two microbiological parameters, they are considered safe
for consumption.

The average counts of different microbial groups in cheese, with the exception of molds and
coagulase positive staphylococci, are higher in winter than in other seasons. For lactic acid bacteria,
higher counts were obtained in winter>autumn>summer>spring, with no significant differences
(p<0.05) between the different seasons. Regarding coliform bacteria, although higher mean counts
were obtained in winter>spring>summer>autumn, there were no significant differences (p<0.05)
between seasons. Regarding the mean counts of Escherichia coli, higher counts were obtained in
winter, at different seasons, however without statistical significance.

As with milk, yeast counts were higher than mold counts. For molds, higher counts were obtained
in the spring (1.5 Log CFU/g), with no significant differences being verified between the different
seasons. Regarding the quantification of yeasts, there were significant differences (p<0.05) between
winter>spring (4.3 - 3.4 Log CFU/g) respectively. For the mean counts of psychrotrophs and
Enterobacteriaceae, there were also no significant differences (p<0.05), with higher counts being
obtained in winter (7.4 and 4.8 Log CFU/g), respectively. In both milk and cheese samples, the
predominant group is psychrotrophic microorganisms.

Keywords

Microbiological quality; Raw milk; Queijo Amarelo da Beira Baixa PDO; Effect of season of the year.
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Qualidade do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP, efeito da época de producéo na qualidade microbiolégica

1. Introducao

Para promover a aplica¢do de altos padroes de qualidade e apoiar a protecdo juridica com dados
técnicos, alguns paises europeus criaram denominacgodes de origem protegida (Freitas e Malcata, 2000).
A autenticidade de produtos lacteos tipicos tornou-se um tépico relevante para produtores,
investigadores e consumidores. Por esta razao, a comunidade europeia criou em 1992 trés sistemas de
producdo denominados DOP (Denominagdo de Origem Protegida), IGP (Indicacdo Geografica
Protegida) e TSG (Especialidade tradicional garantida) (Bonetta et al., 2008).

O fabrico de queijo ovino em Portugal é uma atividade antiga e com alguma tradi¢do no que
respeita ao tipo de fabrico utilizado e caracteristicas especificas do produto final - textura e sabor. Ao
longo do tempo, a tradi¢do foi mantida o que conferiu, no plano comercial, uma reconhecida qualidade
dos produtos queijeiros, sendo que muitos destes beneficiam da protecdo de legislacdo europeia,
Denominacao de Origem Protegida (Nunes, 2018).

O uso de denominacao de origem protegida obriga a que o queijo seja produzido de acordo com
determinadas regras, designadamente, condi¢cdes de producdo de leite, higiene da ordenha e
conservacao do leite e fabrico do produto (DRAP-Centro, 2023). A garantia de autenticidade e origem
do produto, estdo interligadas as caracteristicas intrinsecas e inequivocas do produto. A componente
microbiana é fundamental para a determinacdo da qualidade dos queijos, sendo a dinamica das
interacdes entre os diferentes grupos de microrganismos naturalmente presentes um fator
determinante na qualidade final do queijo produzido.

A qualidade dos queijos é influenciada ndo sé pela qualidade do leite como de outros fatores.
Segundo Martins (2003), os fatores mais determinantes na queijaria tradicional sio: o leite cru como
elo fundamental da ligagdo do produto as regides e do reflexo das mesmas tipicidades, e os processos
de transformacdo - tecnologia, criando condig¢des especificas para que se definam as caracteristicas de
produto. Os queijos portugueses mais apreciados sdo produzidos a partir de leite cru de ovelha e/ou
cabra. Tendo treze destes queijos a Denominacdo de Origem Protegida: Queijo Amarelo da Beira Baixa,
Queijo de Castelo Branco, Queijo Picante da Beira Baixa, Queijo de Azeitdo, Queijo de Cabra
Transmontano, Queijo de Evora, Queijo de Nisa, Queijo do Pico, Queijo do Rabagal, Queijo de Sio Jorge,
Queijo de Serpa, Queijo Serra da Estrela e Queijo do Terrincho.

O Queijo Amarelo da Beira Baixa - DOP é um queijo curado, de pasta semidura ou semimole,
ligeiramente amarelado, com alguns olhos irregulares, obtido por esgotamento lento da coalhada apés
coagulacdo do leite cru de ovelha, estreme, ou mistura de leite de ovelha e cabra, pela agdo do coalho
animal (DRAP-Centro, 2023).

A area geografica de produgdo fica circunscrita a todas as freguesias dos concelhos de Castelo
Branco, Fundao, Belmonte, Penamacor, Idanha-a-Nova, Vila Velha de Rodao, Proenga-a-Nova, Vila de
Rei, Sertd, Oleiros, Macao e as freguesias de Aldeia de Sao Francisco, Unido das Freguesias de Barco e
Coutada, Boidobra, Unido das freguesias de Casegas e Orondo, Unido das freguesias de Covilha e
Canhoso, Dominguiso, Ferro, Orjais, Peraboa, Unido das freguesias de Peso e Vales do Rio, Sdo Jorge da
Beira, Sobral de Sdo Miguel, Unido de freguesias de Teixoso e Sarzedo, Tortosendo, Unido das
freguesias de Vale Formoso e Aldeia do Souto do concelho da Covilhd (Caderno de Especificagdes -
Queijo da Beira Baixa DOP, 2016).

Para além da matéria-prima e das condi¢des de producao e transformacao, varios estudos indicam
que a época de produgdo pode influenciar a qualidade microbiolégica e fisico-quimica dos leites e dos
queijos.

Freitas e Malcata (2000) compilaram varios estudos ao nivel dos aspetos microbioldgicos e
bioquimicos dos queijos produzidos com leite cru de ovelha e/ou cabra com estatuto DOP. No entanto,
estudos relativos as caracteristicas microbiolégicas do Queijo Amarelo da Beira Baixa sdo praticamente
inexistentes (Freitas e Malcata, 2000).
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Tendo em conta o que foi anteriormente referido, pretendemos com este trabalho dar um
contributo para a caracterizacdo do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP, tendo sido estabelecidos os
seguintes objetivos:

v Analisar a qualidade microbiol6gica dos Queijos Amarelos da Beira Baixa DOP;

v Verificar se a época de producio do leite e do queijo influenciam a respetiva qualidade
microbiolégica.
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2. Revisao Bibliografica
2.1. Leite cru

O leite define-se como um fluido biolégico de elevado valor nutricional para as espécies mamiferas,
podendo ainda ser caracterizado como um liquido branco, opaco, duas vezes mais viscoso que a agua,
de sabor ligeiramente agucarado, de odor pouco acentuado, com fraca tensdo superficial e que forma
espuma facilmente quando agitado (Alves et al, 2009). Pode ser obtido de uma variedade de fontes
animais, tais como vacas, cabras, ovelhas e bufalos, bem como humanos, para consumo humano
(Quigley et al., 2013). Qualquer que seja a sua origem, o leite é composto pelos mesmos constituintes
maioritarios, variando apenas a percentagem de cada um deles, como se pode verificar na Tabela 1,
para o caso do leite de vaca, cabra e ovelha. A 4gua é o componente principal e a lactose e a caseina sdo
0s seus componentes caracteristicos. Além destes contém lipidos, minerais e vitaminas (Batista, 2017).

Tabela 1 - Composicao geral do leite de espécies selecionadas de mamiferos (%).

Parametros Tipo de leite
Vaca (%) Cabra (%) Ovelha (%)
Gordura 3,6 3,8 7,9
Sélidos ndo gordurosos 9,0 8,9 12,0
Lactose 4,7 4,1 4,9
Proteina 3,2 3,4 6,2
Caseina 2,6 2,4 6,2
Albumina, globulina 0,6 0,6 1,0
Cinzas 0,7 0,6 0,9
Viscosidade (cP) 2,0 2,12 2,86-3,93
Densidade (g/cm?) 1,023 -1,039 1,029 -1,039 1,034 -1,038
Indice crioscépico (°C) 0,530-0,570 0,540-0,573 0,570
Acidez (% em acido lactico) 15-18 14 - 23 22-25
pH 6,65 -6,71 6,50 - 6,80 6,51 - 6,85

Fonte: Adaptado de Park et al. (2007).

Por se tratar de um alimento rico em principios nutritivos com elevada quantidade de agua, a sua
conservacao sem intervengao tecnolédgica é praticamente impossivel, sendo portanto uma substancia
altamente perecivel e um excelente meio de cultura, podendo ser facilmente contaminado por varios
grupos de microrganismos que nele encontram condi¢des 6timas de multiplicagdo (Lourengo, 2015).0
processo de higienizacdo e controlo microbiolégico dos contaminantes presentes no leite em toda a
cadeia de produgdo e distribuicdo, bem como dos seus derivados, é um fator fundamental para a
obtencdo de produtos com qualidade (Reis et al,, 2013).

Aproximadamente um terco da producdo mundial de leite é utilizado no fabrico de queijo, na
maioria a partir do leite da vaca, ovelha ou cabra. No entanto, também existem queijos produzidos a
partir do leite da bufala, como é o caso do Mozarella (Ganchinho, 2020).

O leite cru encontra-se definido como: “leite produzido pela secrecdo da glandula mamaria de
animais de cria¢do, ndo aquecido a uma temperatura superior a 40°C, nem submetido a um tratamento
de efeito equivalente” de acordo com o Regulamento (CE) n? 1662/2006 de 18 de novembro, que
altera o Regulamento (CE) n.2 853/2004, que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos
géneros alimenticios de origem animal.

Para que o leite cru seja considerado de boa qualidade, deve apresentar baixa carga bacteriana,
auséncia de microrganismos patogénicos, reduzida contagem de células somaticas e auséncia de
residuos de substancias quimicas (Reis et al., 2013).
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A carga microbiana inicial do leite pode ser definida como a concentracdo de microrganismos
presentes no leite imediatamente apds a sua ordenha, estando este ja armazenado no tanque de
refrigeracdo. A qualidade do leite cru refrigerado estad diretamente relacionada com as condig¢des higio-
sanitarias na sua obtengdo, armazenamento e transporte, sendo dependente do grau de contaminagao
inicial e do binémio temperatura/tempo de refrigeracdo em que o leite permanece desde a ordenha até
o seu processamento (Reis et al, 2013).

A qualidade microbiolégica e quimica do leite é um fator muito importante no fabrico do queijo,
sobretudo quando sdo produzidos a partir do leite cru, pois vai ser a qualidade desta matéria-prima a
condicionar a qualidade do produto final (Serol, 2017). Segundo Morais (2018) o leite cru pode ser
utilizado no fabrico de queijos curados desde que sejam respeitados os periodos de cura e utilizadas as
boas praticas de fabrico, que incluem a exigéncia de sé utilizar leite de alta qualidade e a rigorosa
higiene no local de produgio dos queijos.

2.2. Queijos Tradicionais Portugueses

De acordo com o Codex Alimentarius, queijo é um produto fresco ou curado, semiduro, duro ou
extra duro que pode ser revestido e no qual a relacdo proteinas do soro/caseina, nio pode exceder a do
leite. Tem de ser obtido por coagulacdo total ou parcial da proteina do leite, do leite desnatado,
parcialmente desnatado, nata, nata do lactossoro ou leitelho, ou qualquer combinacdo destes. Essa
coagulacdo é feita gracas a acdo do coalho ou de outros agentes apropriados e por dessoramento
parcial do lactossoro, respeitando o principio de que o fabrico do queijo resulta numa concentragio da
proteina do leite, em particular na fragdo da caseina e que, em consequéncia, o teor proteico do queijo
sera significativamente maior de que o teor de proteina da mistura dos ingredientes dos quais o queijo
foi feito. Pode também ser obtido pelo emprego de técnicas de fabrico que provoquem a coagula¢do do
leite e/ou das matérias-primas dele derivadas de forma a obter um produto final que tenha as
caracteristicas fisicas, quimicas e organoléticas semelhantes ao do produto definido anteriormente
(CA, 2011).

As caracteristicas do queijo resultam de um conjunto de agdes fisicas, quimicas e bioquimicas,
exercidas sobre o leite e os seus componentes, por via de diversos fatores de transformacdo e agentes
quimicos e bioldgicos, nativos do leite, adquiridos ao longo do ciclo de transformacdo, ou ainda
adicionados ao longo do processo de fabrico. As caracteristicas do queijo refletem-se na sua qualidade
sendo que, alguns, o aspeto é a sua caracteristica mais importante (Martins e Vasconcelos, 2003).
Segundo a Portaria n? 73/90 de 1 de fevereiro, o queijo pode ser classificado:

= Quanto a cura

» Queijo curado - Produto que sé se encontra apto para consumo depois de mantido,
durante certo tempo, em condi¢des determinadas de temperatura, humidade e ventilagao
que permitam modificag¢des fisicas e quimicas caracteristicas.

» Queijo curado pela acdo de bolores - o produto cujas carateristicas sdo devidas
essencialmente a proliferacdo de bolores especificos no interior e/ou a superficie do
queijo.

» Queijo fresco - o produto obtido por coagulacdo do leite por fermentagao lactica, com ou
sem adicao de coalho e ndo submetido a um processo de cura.
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= Quanto a composicio

» Queijo sem adi¢do de géneros alimenticios diferentes do queijo;

» Queijo com adicdo de géneros alimenticios diferentes do queijo.

= Quanto a consisténcia

A classificagdo é feita em func¢io da percentagem de humidade para cada tipo de queijo, suposto
este isento de matéria gorda, conforme o indicado na Tabela 2.

Tabela 2- Classificacdao dos queijos quanto a consisténcia.

Classificacao Humidade no queijo suposto isento de matéria gorda
Extraduro Maximo - 51%
Pasta dura De49 % a56 %

Pasta semidura De 54 % a 63 %

Pasta semimole De 61 % a 69 %
Pasta mole Superiora 67 %
Fonte: Adaptado de Portaria n° 73/90 de 1 de fevereiro.

= Quanto a matéria gorda

A classificagdo é feita em func¢do da percentagem de matéria gorda no extrato seco, conforme o

indicado na Tabela 3.

Tabela 3- Classificacdo dos queijos quanto a matéria gorda.

Classificacdo Matéria gorda no extrato seco
Muito gordo ou extragordo Superiora 60 %
Gordo De 45 % a 60 %
Meio gordo De25%a45%
Pouco gordo De10%a25%
Magro Maximo - 10 %

Fonte: Adaptado de Portaria n° 73/90 de 1 de fevereiro.

Em Portugal sdo fabricados e comercializados uma vasta gama de queijos tradicionais de elevada
riqueza e especificidade (Baptista, 2018), consequéncia direta de um territério nacional fértil em boas
pastagens, facto que implicou desde cedo a sua inclusdo nas Denominag¢des de Origem Protegida
(Baptista, 2018; Garcia, 2014). S6 em Portugal continental, hd 11 queijos com DOP como pode
observar-se na Figura 1, onde também se mostra a classificagdo com base na espécie leiteira, tipo de

coagulante e consisténcia da pasta.
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Terrincho ] [ Cabra Transmontano ]
Evora
Nisa Picante da Beira Baixa
Castelo Branco Rabacal
Serpa Amarelo da Beira Baixa

Serra da Estrela

Figura 1 - Queijos Portugueses com Denominacao de Origem Protegida e sua classificacao.
Fonte: Adaptado de Reis e Malcata (2011).

A Denominagdo de Origem Protegida consiste num mecanismo de protecdo das indicagdes
geograficas e denominacdes de origem de produtos agricolas e de géneros alimenticios da Unido
Europeia e dos paises do Espaco Econdmico Europeu que resulta da aplicabilidade direta dos Estados
Membros da Unido do Regulamento (Regulamento (CE) n.2 510/2006, de 20 de margo de 2006). Este
Regulamento define «Denominac¢do de origem»: o nome de uma regido, de um local determinado ou,
em casos excecionais, de um pais, que serve para designar um produto agricola ou um género
alimenticio:

» Originario dessa regido, desse local determinado ou desse pais;

» Cuja qualidade ou caracteristicas se devem essencial ou exclusivamente a um meio
geografico especifico, incluindo os fatores naturais e humanos, e

» Cuja producdo, transformacdo e laboragio ocorrem na area geografica delimitada.

Os queijos portugueses DOP encontram-se devidamente regulamentados, o que contribui para a
confianga dos consumidores (Pinho et al, 1999). Segundo o Regulamento (CE) n.2 510/2006 do
conselho de 20 de margo de 2006 relativo a protegdo das indicagcdes geograficas e denominagdes de
origem dos produtos agricolas e dos géneros alimenticios, o uso da designacdo DOP obriga a que os
queijos sejam produzidos de acordo com as regras estipuladas no caderno de especificagdes, o qual
inclui, designadamente, as condi¢des, de fabrico do produto.

Os queijos tradicionais Portugueses sdo queijos curados, cujo fabrico segue geralmente, protocolos
artesanais (Freitas et al., 2000). Para o fabrico destes queijos tradicionais utiliza-se leite de cabra, e/ou
de ovelha e, nas ilhas, leite de vaca. O leite utilizado é cru, e os agentes coagulantes sdo de origem
animal (quimosina) ou vegetal (flor de cardo Cynara cardunculus L) (Pinho et al.,, 1999).

O leite cru, matéria-prima comum a todos os queijos tradicionais portugueses com denominagao
de origem protegida é porventura, o fator de maior relevancia para este tipo de produtos, quer como
fator de qualidade, quer como principal fonte de problemas para o produto (Martins e Vasconcelos,
2003). O leite cru é considerado como o representante da grande maioria dos fatores da tipicidade do
queijo (Martins e Vasconcelos, 2003). Todos os queijos produzidos de modo artesanal possuem um
elevado valor intrinseco, decorrente das suas caracteristicas sensoriais unicas, influenciadas pela
tecnologia de fabrico e pelas ragas animais, vegetacao e clima das regides onde sdo produzidos (Freitas
etal, 2000; Reis e Malcata, 2011; Canada, 1998).
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2.3. Fatores tecnolégicos mais determinantes e sua influéncia no
fabrico e nas caracteristicas dos queijos.

A qualidade do queijo varia com as carateristicas da matéria-prima e o modo como se processam
as diferentes operacdes tecnoldgicas, o que representa uma enorme gama de possibilidades que
determinam grande parte da diversidade de queijos existentes (Martins, 1999). A queijaria tradicional
mantém como suporte, quer propositadamente quer por limitacées estruturais, diversos fatores de
variabilidade. Aspetos tecnolégicos tao especificos como a utilizagdo de leite cru, bem como o agente
coagulante, a temperatura de trabalho, o tipo de salga ou o grau de dessoramento, sdo fatores que
influenciam as caracteristicas e a qualidade do produto final.

A qualidade do queijo pode entdo ser entendida, genericamente, como a expressdo dos

pressupostos inerentes a matéria-prima e dos parametros que definem a tecnologia de fabrico (Figura
2).

Pontos da cadeia Principais fatores que influenciam a qualidade

Rebanho Boa satde - qualificagdo sanitdria; alimentagao; genética; estabulo ambiente; maneio
do rebanho; ordenha

Rico e equilibrado (composi¢do quimica); boa qualidade bacterioldgica; isento de
Leite N substéncias indesejaveis (inibidores, pesticidas); cuidados nas manipulagdes, e na
conservagdo (temperatura e duragdo)

Composicdo e
qualidade do leite

Preparacdo do leite; diagrama tecnolégico e praticas queijeiras ligadas a tradigdo -
~ fabrico - cura; auxiliares tecnolégicos (coagulante, sal); equipamentos para o fabrico;
Transformacio . ~ . .
instalagdes - sala de fabrico, salas de cura, armazenamento; estabelecimento e
controlo dos parametros de fabrico - maturagio

Processos
tecnolégicos

Comercializa¢ido
Acondicionamento, embalagem; transporte, adaptagdo aos circuitos de distribuigéo,
G apresentagdo do queijo na comercializagdo
Queijo de qualidade Respeitar as condicdes de higiene em todos os pontos da cadeia; satisfazer as

expetativas dos consumidores

Figura 2 - Cadeia de qualidade do queijo tradicional.
Fonte: Adaptado de Martins (1999).

2.3.1. Matéria - prima

O leite, matéria-prima principal para o fabrico de queijo, ird condicionar fortemente todo o
processo tecnolégico, nomeadamente no que diz respeito ao rendimento e a qualidade do produto final
obtido, devido ndo sé a sua composi¢do quantitativa e qualitativa, no que se refere a riqueza em
componentes uteis para o fabrico do queijo, mas também devido a sua qualidade microbiolégica
(Baido, 2007; Serol, 2017). Segundo Martins e Vasconcelos (2003) para que o leite seja considerado de
boa qualidade deve:

» Ser rico em componentes Uteis para o fabrico, fatores do rendimento, como a gordura e,
principalmente, proteina (caseina). Para que se possa retirar todo o partido dessa
composicdo, o leite deve possuir um bom equilibrio mineral relativamente a proteina
(calcio, fésforo), ndo podendo esquecer-se que para a coagulacdo enzimatica é
fundamental a presenca de calcio disponivel para a agregacdo de toda a caseina;

» Deve estar isento de microrganismos patogénicos e de substancias indesejaveis, como
inibidores ou outros contaminantes de origem quimica, os quais podem afetar a atividade
microbiana necessaria a evolugdo e caracteristicas do produto e, a curto ou longo, ter
implicacdes na satide do consumidor;
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» Deve conter uma flora microbiana limitada, predominantemente util. Aspeto decisivo para
a qualidade do queijo, tornando-se o fator que mais contribui para o aparecimento de
defeitos no produto final, quer por efeito direto, quer indiretamente afetando toda a
evolucdo da transformacgio tecnolégica.

De forma resumida podemos entdo afirmar que as caracteristicas do leite com maior impacto
tecnologico estdo relacionadas com a sua composicdo e com a sua qualidade microbiolégica.

Existem intimeros fatores que independentes ou conjugados poderdo influenciar positiva ou
negativamente a composicdo e a qualidade do leite (Gomes et al., 2016). De seguida, iremos abordar os
diferentes fatores que podem influenciar a qualidade do leite, dando destaque aos que consideramos
ser os mais importantes e que tém uma relacdo mais préoxima com os aspetos quantitativos e
qualitativos da producao.

Os fatores de variacdo da composicido do leite, em geral estdo relacionados com o animal (genética
do animal, a alimentagdo, o individuo, a paricdo, a idade, o tipo de ordenha, o estado de lactacdo e o
estado de satide do animal) e com as condi¢des de maneio da produg¢do animal, até aos relacionados
com a conservacgao e com a manipulagao do leite (Barros, 2012; Rebelo, 1994).

Segundo Barros (2012), a genética é o fator mais determinante na variacdo da composic¢io do leite.
Influencia principalmente a quantidade produzida e a percentagem de gordura. Segundo Bencini e
Pulina (1997), a raca Awassi pode produzir até 1000 L de leite em uma lactagdo, enquanto a raga
Dorset produz apenas 100-150 L de leite por lactagdo. Por outro lado, a percentagem de gordura é
inversamente proporcional. Segundo Bencini e Pulina (1997), existe uma correlagcdo negativa entre a
producdo de leite e a sua composicdo do leite. Animais que produzem maior quantidade de leite,
geralmente o leite produzido tem menor teor de gordura e proteina. Comparando, ragas altamente
produtoras de leite (ex. Assaf) com uma raga ndo especializada na producdo do leite (ex. raca Merina,
autoctone Portuguesa), o leite da raca merino é mais rico em contetidos soélidos, principalmente
gordura e proteina (Barros, 2012).

Apesar de a gordura ser o componente mais variavel geneticamente também a proteina sofre
algumas alteracgoes. A gordura bruta apresenta maior variabilidade entre racas do que a proteina bruta
e outros componentes do leite (Barros, 2012).

O teor em gordura para além de ser influenciado pela genética é também influenciado por fatores
nutricionais e ambientais. Segundo Dewhurst et al. (2003) o teor em gordura nos leites varia mediante
o tipo de nutrigdo animal.

A composicdo e a quantidade de gordura estd dependente da alimenta¢do dos animais, a qual esta
relacionada com a época do ano (alimentagdo mais rica em pasto ou ragdes (Barros, 2012).

A época de produgdo pode influenciar os niveis de producdo e a composi¢cdo quimica do leite.
Estudos realizados por diversos autores como (Fagan et al,, 2010; Ozcan et al., 2015) comprovam que o
teor em gordura e proteina no Inverno é menor comparados com os valores obtidos na primavera e no
verdo. Fagan et al. (2010), verificou menor produgdo de leite no verdo. Concluiu também que a menor
percentagem de gordura do leite, no outono e inverno pode ter sido influenciado pela maior
produtividade de leite e pela qualidade da dieta nestas estacgoes.

Os resultados sugerem que a qualidade do leite ovino é fortemente afetado pelos efeitos
combinados de mudangas sazonais no clima e disponibilidade de erva e variagdes no estado
metabdlico das ovelhas com o avango da lactagdo. De acordo com o estudo realizado por Novotna et al.
(2009), a maioria dos componentes do leite (sélidos totais, gordura, proteina, caseina e lactose),
demonstraram diferencas significativas entre diferentes estagios de lactacdo. De acordo com o mesmo
estudo, o teor destes aumentou no final da lactagdo como resultado da diminuicdo da produgio de
leite.
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A sadde e o bem-estar animal é outro dos fatores que influenciam a qualidade do leite. De acordo
com Barros (2012) quando o animal estd doente ou sofreu algum tipo de stress, a sintese de proteina,
gordura e lactose, ao nivel da glandula mamaria, é perturbada e ocorrem modifica¢cdes na composicao
do leite. E fundamental que o estado sanitario do tbere esteja em condi¢des, de forma a prevenir
infecoes. O leite de glandulas infetadas tem uma concentragio significativamente menor de lactose, que
é acompanhada por concentragdes significativamente mais altas de soro de leite e albumina. O
acimulo de proteinas de soro de leite provavelmente resulta de uma quebra das caseinas e outras
proteinas do leite, que regulam a secre¢do do leite, o que explica a menor concentracdo de lactose
(Leitner et al., 2004). Elevada contagem de células somaticas pode ser indicativo da presenca de
mastites, resultando em mudanc¢as na composicio de leite com uma redugio na gordura, caseina, e
solidos totais e um aumento no azoto total, azoto nio proteico e proteinas do soro do leite (Gomes,
2012). Por outro lado, o leite proveniente de animais com mastites apresenta alteracdes
microbiolégicas que podem interferir negativamente nos processos tecnolégicos.

Para além do estado de saude da glindula mamadria, a higiene animal, o ambiente e os
procedimentos utilizados na limpeza e desinfecdo dos equipamentos de ordenha (a higiene mantida no
processo da sua obtencgio, ao estado das instalagdes de ordenha, a qualidade bacteriolégica das aguas,
qualidade do ar dos estabulos, aos utensilios nido perfeitamente higienizados), armazenamento e
transporte do leite sdo essenciais para controlar o nivel de contaminacdo microbiana do leite cru
(Furtado, 2016; Ramos, 2009; Leiria et al., 2018; Sevi et al., 2004).

O conteido microbiano do leite cru diz muito acerca da sua qualidade, conforme ja tinhamos
referido anteriormente, o grau de contaminagdo estd intimamente relacionado com o bindmio tempo/
temperatura em que o leite permanece desde a ordenha até ao seu processamento ou transformacao
(Ramos, 2009). O tempo e a maneira como o leite estd armazenado é fundamental para a ndo
proliferacdo da populagdo bacteriana, que em pouco tempo pode levar a deterioragdo do leite (Dias,
2016).

A temperatura é o fator fundamental de todo o crescimento bacteriano. Este fato pode ser
comprovado através da andlise da Tabela 4 que relaciona a contagem microbiana ao fim de 24 horas de
ordenha de varias amostras de um mesmo leite com a mesma contagem microbiana inicial de 2,3x103
UFC/mL, conservadas durante 24 horas, a diferentes temperaturas assim como o tempo de
conservacao de cada amostra de leite.

Tabela 4- Exemplo do efeito temperatura sobre um leite com uma contagem inicial de 2,3x10°
UFC/mL.

Temp. de UFC/ml 24 Horas apos a Tempo de conservacio do
Conservacio do Leite (°C) ordenha leite (h)
4 2,5x103 <75
10 1,2x104 30
16 1,8x10°5 19
20 4,5x106 11
30 1,4x10° 5

Fonte: Dias (2016).

Através da andlise da tabela 4 podemos concluir que quanto menor for a temperatura de
conservacdo a que o leite é mantido, menor é a carga microbiana e maior é o seu tempo de
conservagao.

Dias (2016), ao comparar duas amostras de um leite com carga microbiana baixa (1,0x103
UFC/mL) a duas temperaturas diferentes (4°C e 15°C), verificou que ao fim de 24h os leites possuiam
cargas microbianas distintas. A amostra mantida a 15°C ja ndo se encontrava apta para consumo, no
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entanto a 4°C ainda estava em boas condi¢cdes, mantendo uma contagem semelhante a contagem
inicial. Ao fim de 72 horas a diferenca entre as contagens iniciais e finais das duas amostras do leite
foram ainda mais significativas, sendo de 1,0x10> UFC/mL e 1,0x10° UFC/mL para as amostras
mantidas a 4°C e 15°C, respetivamente. Considerou ainda duas amostras de outro leite com carga
inicial elevada 5,0x105 UFC/mL, mantidas também a duas temperaturas de conservagio diferentes,
verificando que a amostra mantida a 15°C em cerca de 5 horas atingiu valores de carga microbiana que
indicava alteragdo do leite, enquanto que o leite mantido a temperatura de 4°C s6 atinge esses valores
ao fim de 24 horas.

Podemos entdo concluir que contagens iniciais baixas aliadas a baixas temperaturas de
conservacdo sdo fundamentais para a manutencdo de leites com baixos valores de contagens
microbianas. No entanto é importante referir que uma contagem baixa terd sempre um maior tempo
de conservacdo independentemente da temperatura a que for mantido, comparativamente com um
leite que tenha elevada carga microbiana.

De acordo com o Regulamento n.2 853/2004, o leite deve ser mantido num local limpo concebido e
equipado de modo a evitar qualquer tipo de contaminacgao. O leite deve ser arrefecido imediatamente
ndo excedendo os 8°C, para o caso de a recolha ser feita diariamente, e os 6°C caso a recolha ndo seja
feita diariamente. A cadeia de frio deve ser mantida durante o transporte e a chegada ao
estabelecimento de destino, a temperatura do leite ndo deve ser superior a 10°C. Considera ainda que
os operadores das empresas devem assegurar que, logo apds a sua admissdo num estabelecimento de
transformacao, o leite seja rapidamente arrefecido a uma temperatura ndo superior a 6°C e mantido a
essa temperatura até ser transformado, a nio ser que a transformacido tenha inicio imediatamente
ap6s a ordenha ou nas 4 horas seguintes a admissdo no estabelecimento de transformacao, ou se a
autoridade competente autorize uma temperatura mais elevada por razdes de ordem tecnolégica
ligadas ao fabrico de determinados produtos lacteos.

A temperatura de recolha e duragdo de armazenamento do leite sdo igualmente importantes, para
que os microrganismos nao se multipliquem. A refrigeracdo prolongada ou em condi¢des deficientes
podem tornar-se uma fonte potencial de problemas para o fabrico do queijo, pois é suscetivel de
alterar completamente o equilibrio da flora microbiana do leite, favorecendo o desenvolvimento dos
psicrotroficos, agentes de graves problemas na evolucdo e na qualidade do queijo (Martins e

Vasconcelos, 2003).

Os reflexos mais frequentes das deficiéncias da matéria-prima sdo, em geral, detetados a nivel da
evolucdo do produto, normalmente durante o processo de cura, ou no final da mesma, mas podem ser
identificados logo durante o fabrico. Os reflexos da deficiente qualidade do leite, nos seus multiplos
aspetos, a nivel da qualidade do queijo sdo intimeros, podendo referir-se aos riscos para a satude
publica, pela presenca de microrganismos patogénicos, e as dificuldades em cumprir os requisitos para
o produto, mesmo os mais simples, como os teores em matéria gorda e em humidade ou o coeficiente
de maturacdo, as dificuldades na maturagdo do queijo, com o dificil controlo da cura e o aumento da
necessidade de intervencdo da mdao-de-obra, a instabilidade do produto na conservacdo e na
comercializacdo, e os inimeros defeitos do queijo, defeitos exteriores (coloragdes estranhas, crosta
rugosa, deformagdes), de pasta e textura (olhos, centros duros, pasta liquida, pasta nao ligada, textura
ndo homogénea), de sabor e de aroma (insipido, amargo, azedo, acre, putrido)(Martins, 2001).

Compreende-se assim que, nos queijos fabricados a partir de leite cru, a qualidade da matéria-
prima seja considerada o fator mais importante, exercendo influéncia, direta ou indiretamente, em
todas as fases de fabrico, desde o fabrico a conservacio e comercializacao.

De seguida iremos abordar os diferentes fatores que podem influenciar a qualidade do queijo, na
dependéncia das principais etapas tenoldgicos que determinam as suas respetivas caracteristicas.
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2.3.2. Coagulacao

Nesta etapa procede-se a coagulacdo da caseina do leite, obtendo-se um gel sdlido vulgarmente
designado por coalhada (Figueiredo et al., 2001). A coagulacdo é o fenémeno fundamental do fabrico
de queijo (Martins e Vasconcelos, 2003; Lauzin et al,, 2019). Os coagulantes normalmente utilizados
sdo complexos enzimaticos de origem animal, o comum "coalho" ou de origem vegetal, o conhecido
"cardo”, muito ligado ao queijo de leite de ovelha, considerado um dos fatores responsaveis pela
tipicidade de alguns queijos tradicionais (Martins e Vasconcelos, 2003). O tipo de leite e o tipo de
coagulante sdo fatores determinantes no processo de coagulagio. E ao nivel dos teores de caseina e
calcio e das caracteristicas especificas das caseinas que podemos encontrar a grande diferenca entre
queijos de ovelha e de cabra. O teor em caseinas e de calcio bem como as caracteristicas das caseinas
sdo responsaveis pela eficicia da transformacio, mas também pelas caracteristicas da coalhada e do
futuro queijo. Estes influenciam nao sé as propriedades do queijo, mas também o comportamento do
leite durante a coagulacdo e as caracteristicas do gel, que condicionam o tipo de trabalho que a
coalhada pode sofrer (Martins e Vasconcelos, 2003). Outro fator importante é o tipo de coagulante. A
sua acdo ndo se resume a fase enzimatica da coagulacdo, mas exerce-se até ao final da mesma e,
posteriormente, a nivel da maturacio do queijo, por intermédio da fracdo residual que permanece no
produto. O tipo de coagulante é caracterizado pela relacdo C/P (atividade especifica de
coagulacdo/atividade proteolitica ndo especifica) (Martins e Vasconcelos, 2003).

A etapa de coagulagdo do leite no fabrico de queijo termina com o corte da coalhada, onde o tempo
do corte afeta o rendimento final e a qualidade do queijo (Lyndgaard et al, 2012). O tipo e tempo de
corte conduz a diferentes tipos de queijo, jA que quanto maior a duragdo e quanto mais pequenos
forem os fragmentos da coalhada maior o dessoramento e menor a humidade do queijo resultante
(Ferreira, 2017). Segundo Lyndgaard et al. (2012) cortar com firmeza muito baixa (cortar muito cedo)
resulta na perda de rendimento e cortar com firmeza muito alta (corte tardio) resulta em queijo com
alta humidade e propriedades indesejaveis. A etapa do corte da coalhada tendo como objetivo romper
o gel formado, aumentando a area de libertacdo do soro e, portanto, acelerar a sinérese (saida do soro).
Esta etapa consiste assim, em extrair o soro que esta no interior da coalhada, através do seu corte, com
o minimo de perdas de proteina e gordura (Ferreira, 2017; Ponciano, 2010). O tempo de corte depende
do tipo de queijo que esta a ser processado. O corte deve ser iniciado com uma firmeza de coalhada
consistente, otimizada para o tipo de queijo (Arango e Castillo, 2018). Para realizar este corte é
utilizado um equipamento especifico, as liras, as quais deverdo estar devidamente higienizadas e
isentas de qualquer tipo de ferrugem ou outra caracteristica que contamine a coalhada (Ferreira,
2017).

2.3.3. Dessoramento

O dessoramento pressupde a aceleragdo, embora controlada, da expulsdo da dgua e substancias
dissolvidas, do soro para que se obtenha um produto moldavel, mas que mantenha a forma que se
pretende e que apresente condicdes minimas de conservacdo, permitindo a evolugdo controlada
durante a maturacdo (Martins e Vasconcelos, 2003). A quantidade de soro libertado e a facilidade
dessa libertacdo dependem das caracteristicas do gel e variam consoante o tipo de queijo que se
pretende obter (Bandeira, 2010). A expulsio do soro (sinérese) é influenciada por varios fatores como
pH, temperatura, tamanho do grao de coalhada, presenca de ides calcio, composi¢cdo do leite (teor em
gordura e proteina) e firmeza da coalhada (Paula et al, 2009; Geng et al, 2009). A sinérese é
promovida pelos seguintes fatores: menor espessura do corte, pH baixo, presenca de ides célcio,
aumento da temperatura, agitacdo da coalhada, maior teor de proteinas e menor teor de gordura. De
acordo com Paula et al. (2009), o queijeiro pode facilmente controlar o conteddo de humidade da
massa do queijo e também o grau e a extensdo da maturagdo e da estabilidade do queijo através do
controlo da sinérese. Quanto maior a humidade do queijo, mais rapida sera a sua maturagio, porém,
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menor serd a sua estabilidade. A taxa e a extensdo da sinérese sdo importantes na determinagao da
composicdo, rendimento e atributos da qualidade do queijo, exercendo influéncia sobre o teor de agua,
a acidificacdo, a protedlise e a estrutura do queijo final (Geng et al,, 2011).

Para o dessoramento, usam-se diversos processos, sobretudo meios mecdnicos e agentes fisicos,
que facilitam a saida do soro, como o corte, divisdo controlada do gel de modo a aumentar a superficie
de expulsdo do soro, a temperatura, a agitacdo da coalhada e a prensagem (Martins e Vasconcelos,
2003).

2.3.4. Moldagem e prensagem

Segue-se a moldagem, em que a massa é colocada em cinchos ou formas, que ddo a forma e o
tamanho final do queijo (Martins e Vasconcelos, 2003; Ponciano, 2010). A moldagem pode ser feita de
varias formas, sendo que a coalhada pode ser transferida diretamente para os moldes ou sujeita a uma
prensagem antes do queijo ser moldado (Figueiredo et al, 2001). Esta etapa tem como objetivo
expulsar o resto do soro, para melhorar a textura e dar a forma ao queijo. A velocidade de prensagem
deve ser gradual e aplicada a cada tipo de queijo, de forma a ndo provocar a presenca de bolsas de
humidade (Figueiredo et al., 2001).

2.3.5. Salga

A salga é uma etapa importante no processo de fabrico de queijos, pois determina as propriedades
fisico-quimicas do produto final (Sezer et al, 2019). Destina-se a evitar que o queijo se deteriore
(através do seu efeito osmético removendo a humidade) e atuando como conservante (Sezer et al.,
2019). Além disso, tem também uma grande influéncia nas transformacgées que decorrem na formacado
do queijo. A formacdo da crosta, inibicdo de crescimento de microrganismos, maturacgdo, textura,
concentragdo de dgua, aroma e sabor sdo influenciados pela preseng¢a ou auséncia de sal (Dias et al.,
2008; Santapaola et al., 2013). E um importante fator que contribui para a seguranca alimentar e para
a supressdo de bactérias indesejadas, que danificam as qualidades organoléticas do queijo (Dias et al,
2008). No entanto, a salga exagerada prejudica a fermentacgao lactica, fazendo com que a maturacdo
dos queijos nunca seja perfeita, com caseina por desdobrar, originando queijos quebradicos e pouco
plasticos (Dias et al., 2008).

A salga tem uma vasta influéncia na etapa final do fabrico da maturagdo, uma vez que, se nio for
bem conduzida, pode afetar seriamente a atividade microbiolégica e enzimatica de um queijo e ser a
causa de diversos defeitos em queijos.

Existem varios métodos de salga, tais como a aplicacdo direta na massa, aplicacdo direta no queijo,
colocacdo do queijo em salmoura ou uma mistura dos dois dltimos métodos (AESBUC, 2003; S e
Barbosa, 1990; Paula et al., 2009).

2.3.6. Cura / Maturacao

A maturacdo é a “fase de cura” do queijo, em que as caracteristicas finais do queijo se
desenvolvem, pela transformacgdo da coalhada prensada. Nesta fase, é demonstrado como as condi¢ées
aplicadas nas etapas anteriores sdo importantes, ja que influenciam o modo como os agentes de
transformacdo (microrganismos, enzimas) atuam sobre o substrato (lactose, caseina coagulada,
matéria gorda) dependendo das condicdes de ambiente aplicadas (temperatura, humidade relativa, a
velocidade de circulagdo de ar, para além de outras que, pontualmente, se podem tornar importantes,
como a composicdo do ar presente nas chamadas camaras de cura (Ferreira, 2017; Martins e
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Vasconcelos, 2003). Na figura 3 estdo representados o conjunto dos elementos intervenientes na
maturagdo do queijo.

Caseina mineralizada

Matéria gorda
Queijo em fresco | == ir;ogﬁo de elementos sollveis (lactose, ...)
ua

| Agentes de maturagao

Do leite cri
Veiosados por

. coagulante
Composigio = Enzimas s fermentos (bactérias lacticas)
Estrutura flora de contaminagdo
Textura flora secundaria
Aspecto
Sabor
Aroma

Etc. === Fegrmentagles —=S$======== | Mjcrorganismos

A actividade dos agentes da cura é regulada por:
Temperatura, humidade relativa, composigio da atmosfera

Caselna mais ou menos degradada
Matéria gorda mais ou menos modificada
— Fracgdo de elementos sollveis (lactose, ...)
Lactose e lactatos, mais ou menos consumidos, e seus metabolitos

Figura 3 - Esquema representando o conjunto dos elementos intervenientes na maturacao do
queijo. Fonte: Martins e Vasconcelos (2003).

Embora a qualidade dos queijos acabados seja determinada pelas etapas de processamento
anteriores, é durante a maturagdo que as caracteristicas de textura e sabor se desenvolvem, sendo
dependentes do tipo de microrganismos presentes (Reis e Malcata, 2011).

Esta é uma etapa lenta, onde se desenvolve uma intensa atividade microbiana, alteracdes
bioquimicas, fisicas e quimicas tais como a fermentacgdo da lactose, a hidroélise das proteinas e gorduras
e a sintese de compostos aromaticos. Estes fendmenos complexos afetam todos os compostos soluveis
e insoluveis da matriz, resultantes da acdo das enzimas do agente coagulante, das enzimas dos
microrganismos, e, com menor importancia, das enzimas nativas do leite (Ganchinho, 2020). A
microbiota do queijo é, portanto, um dos fatores mais importantes na maturacdo do queijo e na
formacgdo do seu sabor. O desenvolvimento do sabor do queijo é um processo bioquimico dindmico e
complexo, no qual as condi¢des ambientais, incluindo tempo de maturagido e temperatura, afetam a
composicdo microbiana e a atividade metabdlica (Duru et al, 2018). As principais alteragdes
bioquimicas envolvem a protedlise, a glicélise e a lipdlise. No entanto, podem ocorrer outras reacoes
como o catabolismo de compostos produzidos nas reagdes principais, que incluem a desaminacdo, a
descarboxilacdo e a desfosforilacdo de aminoacidos ou, ainda, reagdes de esterificagcdo (Fox et al., 2000;
Moreira, 2011). A producdo de produtos primarios e secundarios é responsavel pelo sabor e textura
caracteristicos do queijo (Kheadr et al., 2003).

A degradacdo da proteina (protedlise) modifica, principalmente, a textura e o sabor. Por outro
lado, a hidrélise das gorduras (lipdlise) liberta acidos gordos livres, intensificando o aroma. Ja a
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fermentacdo da lactose (glicélise), modifica o pH (acidez) influenciando o sabor, mas também a flora
microbiana (Ganchinho, 2020).

Segundo Martins e Vasconcelos (2003), os problemas mais comuns da matura¢do no caso dos
queijos tradicionais derivam da falta de controlo e de adequacdo das condi¢des de maturagdo e das
caracteristicas muitas vezes deficientes do queijo em fresco, acrescentando ainda, a contaminagio, por
vezes intensa, das camaras de cura e o deficiente tratamento do queijo em cura devido a exigirem
muita mao-de-obra durante a conducdo da maturagdo, com cuidados necessarios que, por via dos
crescentes volumes de laboracgdo, se tornam quase inviaveis ou incompativeis em termos de custos.

A descricdo anterior, embora muito resumida mostra como o processo de maturagdo esta
dependente da microbiota, da qualidade do leite, das etapas de processamento e das condicdes de
armazenamento. De modo geral, podemos entdo concluir que as tecnologias de fabrico dos queijos
tradicionais assentam em equilibrios muito frageis entre atributos da matéria-prima e as condi¢des de
fabrico, que além de atribuirem variadissimos fatores de variedade e de tipicidade dos queijos,
também conferem ao produto escassas possibilidades de defesa face a presenca de agentes prejudiciais
ao produto final.

A diversidade de praticas tradicionais em cada uma das muitas etapas de producio de leite a
maturacio do queijo, muitas das quais sdo especificas para um determinado tipo de queijo, resulta em
uma ampla variedade de microbiota e ambientes que afetam as atividades dos microrganismos
(Montel et al, 2014).

2.4. Microbiologia dos queijos tradicionais

2.4.1. Microbiota do leite cru

O leite é uma fonte rica em nutrientes, por isso constitui um meio favoravel a multiplicacdo de
microrganismos patogénicos e de deterioragdo. Estes estdo na origem de alteragdes organoléticas e
fisico-quimicas, que poderdo ter implicagdes na qualidade e seguranca dos produtos lacteos obtidos a
partir dele.

A composi¢ao microbiana do leite sofre alteragdes constantes, dada a dindmica das operagdes de
recolha a que o leite estd sujeito, com contaminac¢des de varias ordens provenientes do animal, do
homem do equipamento e do meio ambiente. Até ao local de fabrico do queijo, o leite adquire a sua
propria microbiota que pode resultar de uma contaminagdo adicional ou simplesmente do
desenvolvimento da microbiota existente (Bettencourt et al, 2008; Montel et al,, 2014).

Quando ainda presente no Ubere de uma fémea saudavel, o leite encontra-se esterilizado, sendo a
ordenha e manipula¢des consequentes que levam a presenca de microrganismos, provenientes do
contacto com o animal e equipamento de ordenha. Estes microrganismos podem facilitar a
fermentacdo lactica (Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Propionibacterium), causar deterioragio
(Pseudomonas, Clostridium e Bacillus), promover a saude (lactobacilos e bifidobactérias) ou causar
doencas (Listeria, Salmonella, Escherichia coli e Campylobacter) (Quigley et al., 2013).

A higiene no momento da ordenha, o controlo das mastites, a qualidade e rapidez no processo de
recolha do leite e os cuidados durante o fabrico do queijo sdo de extrema importancia no controlo da
presenca de microrganismos indesejaveis, quer deteriorantes, quer patogénicos, sendo a aplicagdo de
boas praticas de higiene um ponto-chave para garantir a sua qualidade e seguranc¢a (Martins, 2001;
Quigley et al, 2013). Na Tabela 5 podem ser consultadas diversas fontes microbianas diretas e
indiretas e os tipos de microrganismos que podem ser encontrados.
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Tabela 5- Fontes de contaminacao e tipos de microrganismos que podem ser encontrados.

Fontes

Microrganismos

Referéncias

Canal do teto

Actinobacteria. Firmicutes (Clostridiaceae, Staphylococcaceae,
Lactobacillaceae, Enterococcaceae, Proteobacteria;

Gil et al. (2006)

w
§ Desmasures (1995)
= Estafilococos coagulase negativos e bactérias coliformes,
8 .. Enterobacteriaceae, bactérias deteriorantes (esporos de acido Marchad et al. (2012)
Superficie do teto . P - . -
butirico, Bactérias Lacticas (Lactococcus lactis, e bactérias Gram- . o
negativas nio fermentadoras, Pseudomonas). Baroiller e  Schimidt, (1990)
Reboux et al. (2006);
Desmasures, (1995)
Gelsomino et al. (2002)
Equipamentos, e BAL, Staphylococcus sp. e bactérias coliformes (Micrococcus sp.),
utensilios de bactérias Gram-negativas (Pseudomonas spp. e Hafnia alvei) e Kagkli et al. (2007)
ordenha leveduras.
Laithier et al. (2005)
Michel et al. (2001)
BAL, Bactérias Gram-negativas (Enterobacteriaceae, estafilococos,
Alimento (Pastagem, bactérias coliformes, leveduras e fungos (Eurotium sp., mesofilicos
silagem, feno e e termofilicos Actinomycetaceae), e Gram-positivos Vacheyrou et al. (2011)
ragio) (Curtobacterium sp., Bacillus e Paenibacillus sp) e bastonetes Gram-
negativos (Pantoea e Pseudomonas sp.)
P Baroiller e Schimidt (1990)
-
_2 Bebedouros Leveduras, Pseudomonas, bactérias coliformes Desmasures (1995)
k=]
= Gelsomino et al. (2002)

Sala de ordenha,
estiabulo

Microbacteriaceae, Staphylococcaceae, Bacillus, Streptomyces e
bolores (Eurotium sp. e Aspergilus sp., BAL e bactérias Gram-

Vacheyrou et al. (2011)

negativas
Rasmussen et al. (1991)
Baroiller e Schimidt (1990)
BAL (Aerococcus viridans, Enterococcus hirae, Lactobacillus
Fezes mucosae, Laactobacillus brevis e Lactobacillus plantarum) Desmasures (1995)

Bifidobacterium, Enterobacteriaceae, leveduras (Candida lambica e

. Gelsomino et al. (2002)
Saccharomyces exiguous)

Kagkli et al. (2007)

Beerens et al. (2000)

Fonte: Adaptado de Montel et al. (2014).

Para garantir a seguranca e a qualidade do leite, é imprescindivel o controlo de todas as etapas
desde a sua obtencdo até a sua transformacdo. Na pendéncia da fixacdo de normas no ambito de
legislagdo mais especifica sobre a qualidade do leite, de acordo com o Regulamento (CE) n.2
1662/2006 da Comissdo de 6 de novembro de 2006 que altera o Regulamento (CE) n.2 853/2004 do
Parlamento Europeu e do Conselho, que estabelece regras especificas de higiene aplicaveis aos géneros

alimenticios de origem animal, sdo aplicaveis os critérios seguintes para o leite cru:

- Deve ser controlado um numero representativo de amostras de leite cru em exploracées de
producdo de leite por amostragem aleatdria para verificar a sua conformidade;

- A utilizagdo de leite cru de espécies diferentes da vaca no fabrico de produtos feitos com leite cru
por um processo que ndo inclua tratamento térmico, define como critério a contagem em placa a 30 °C,
uma contagem < 5,70 Log UFC/mL (média geométrica constatada ao longo de um periodo de dois
meses, com, pelo menos, duas colheitas mensais), sem referéncia a contagem de células somaticas, ao
contrario do expresso para o leite de vaca.

Esta média geométrica tem em consideragdo possiveis variacdes, representando um indicador
mais robusto e minimizando a interferéncia de valores (D’Amico e Donnelly, 2010). Na literatura
consultada, para avaliagio da qualidade microbioldgica do leite cru, para além da contagem de
mesofilos, sdo também utilizados outros parametros (indicadores de qualidade), como bactérias
lacticas, microrganismos psicrotroéficos, Pseudomonas spp., bactérias coliformes, E. coli, leveduras e
bolores (Tabela 6). A qualidade microbiolégica de leite cru fornece informagdes quer sobre as
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condi¢cdes sanitdrias do produto, quer sobre a sua qualidade higiénica. Diversos autores, referem que
contagens de bactérias coliformes superiores a 2 log UFC/mL sdo indicadoras de praticas de higiene
inadequadas (D’Amico et al., 2008; D’Amico e Donnelly, 2010; Sanjuan et al.,2003). Sanjuan et al
(2003) concluiu que o valor médio das contagens de coliformes de 2,3 Log UFC/mL indicava
contaminacdo moderada do leite durante a ordenha, propondo a melhoria das condi¢des de higiene,
especialmente limpeza dos iberes e controlo de mastites.

Tabela 6- Contagens de diferentes microrganismos em amostras de leite cru.

Contagens
Parametros microbiolégicos Tipo de leite n Referéncia bibliografica
Log UFC/ml
Cabra 3,4 49 D’Amico et al. (2008)
Média geométrica de ofilos 31 5 D’Amico e Donnelly (2010)
Ovelha 3,4 22 D’Amico et al. (2008)
3,3 4 D’Amico e Donnelly (2010)
Cabra
Mesofilos 54 67 | D’Amico et al. (2008)
Ovelha 42 5 D’Amico e Donnelly (2010)
Bactérias lacticas Cabra 54-61 22 Picon et al. (2016)
Cabra 41 61 Yamazi et al. (2013)
Psicrotréficos ’
Ovelha 2747 240 Fotou et al. (2011)
Cabra e ovelha 20-47 ; Montel et al. (2014)
Ovelha 41 16 Sanjuan et al. (2003)
Cabra 33 5 D’Amico et al. (2008)
Bactérias coliformes 2,3 49 D’Amico e Donnelly (2010)
Ovelha 23 16 Sanjuan et al. (2003)
Cabra ~ Yamazi et al. (2013)
Escherichia coli 17-28 61
Ovelha 0,45 16 Sanjuan et al. (2003)
Cabra 24 60 Foschino et al. (2002)
Leveduras i
Cabra e ovelha 1-4 R Montel et al. (2014)
Bolores Cabra 21 60 Foschino et al. (2002)

7

A flora dominante do leite convenientemente manipulado e armazenado é constituida
essencialmente por microrganismos Gram-positivos, entre eles as bactérias lacticas, os micrococos, os
estafilococos e os estreptococos. Estdo presentes também bactérias Gram-negativas, nomeadamente
enterobactérias e coliformes, alguns psicrotroéficos quer Gram-positivos (Arthrobacter spp., Bacillus
spp., Clostridium spp.) quer Gram-negativos (Pseudomonas spp., Alcaligenes spp., Acinetobacter spp.)
e, também um pequeno numero de leveduras e bolores (Lafarge et al., 2004). As bactérias lacticas,
grupo que fermenta lactose em acido lactico, constituem a populagdo dominante no leite cru, sendo as
mais comuns Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoccus, Streptococcus e Enterococcus (Quigley et al.,
2013; Kongo e Malcata, 2016). Outro grupo de microrganismos com uma presen¢a marcada no leite
cru sdo os psicrotroficos. As praticas de refrigeracdo do leite cru antes do fabrico do queijo,
especialmente quando este ndo é processado diretamente no local de produgao sdo propicias para a
proliferacdo das bactérias psicrotréficas. Estas estdo naturalmente presentes no leite, mas durante a
refrigeracdo podem atingir niveis superiores a 105 UFC/mL. S4o sobretudo bactérias Gram-negativas
do género Pseudomonas spp., mas também Acinetobacter spp., ou Enterobacteriaceae como Hafnia
alvei, todas identificadas como causadoras de alteragdes do leite devido a sua atividade lipolitica e
proteolitica. Estas contagens podem aumentar mais de 3 Log UFC/mL ap6s armazenamento do leite 3
dias a 8 °C ou 7 dias a 4 °C, alterando completamente o equilibrio da flora natural do leite (Montel et al,
2014). Fotou et al (2011) ao quantificar microrganismos psicrotroéficos, (2,7 e 4,7 Log UFC/mL),
concluiu que é importante arrefecer rapidamente o leite cru e armazena-lo ndo mais do que o tempo
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necessario, para garantir contagens que nao influenciem a qualidade do leite e consequentemente a do
queijo.

Segundo Bore e Langsrud (2005), as bactérias mais comuns de provocar problemas na indudstria
dos produtos lacteos sdo Streptococcus agalactiae e outras espécies de Streptococcus, bactérias
coliformes, Pseudomonas spp., Corynebacterium pyogenes. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella spp. Escherichia coli 0157:H7 e
Campylobacter jejuni sdo agentes patogénicos presentes no leite cru e produtos lacteos que causam
uma maior preocupacio.

Apesar da introdugdo de praticas de refrigeracio, limpeza e desinfecdo de equipamentos e tetos do
animal, terem contribuido bastante para a melhoria da qualidade microbiolégica do leite nos ultimos
anos, o leite exibe normalmente uma diversidade microbiana substancial. Mais de 100 géneros e de
400 espécies foram identificadas entre a microbiota de leites crus. Sdo essencialmente bactérias Gram-
negativas (>90 espécies), Bactérias Gram-positivas e catalase positiva (> 90 espécies), bactérias
lacticas (> 60 espécies), leveduras (>70 espécies) e até bolores (>40 espécies). As técnicas moleculares
mais recentes permitiram identificar muitas mais espécies presentes para além das que ja eram
conhecidas. Foram por exemplo identificadas bactérias Gram-positivas alcaldfilas e haléfilas. Uma
Unica amostra de leite pode conter 36 espécies microbianas dominantes (Montel et al, 2014). Além da
diversidade microbiana, a diversidade entre estirpes também é substancial, podendo variar entre
espécies e entre produtores. Por exemplo, mais de 43 gendtipos de Lactococcus lactis foram
identificados em amostras de leite cru em Franga, com 1 a 11 gendtipos por produtor. Algumas
estirpes subsistem durante meses no leite de um determinado produtor, tornando assim possivel
relacionar uma microbiota lactea especifica com um determinado produtor e identificar a origem de
um leite, por exemplo (Montel et al.,, 2014).

Muitos destes microrganismos tém um efeito benéfico como é o caso das bactérias laticas e de
algumas leveduras, ou seja, sdo responsaveis pela formagdo do sabor e aroma caracteristicos de cada
queijo, mas por outro lado, o leite pode conter outros grupos microbianos (bactérias e fungos)
responsaveis por defeitos fisicos e sabores estranhos do queijo. Um exemplo desta situagdo sdo os
psicrotroficos que, ao produzirem lipases e proteases extracelulares, podem criar alteracdes no leite e
consequentemente no queijo (Quigley et al., 2013), a sua presenca (cerca de 106 UFC/mL), diminui o
rendimento e a qualidade da coalhada (Ladenbach et al., 2009).

2.4.2. Microbiota dos queijos feitos com leite cru

O queijo resulta da acdo metabodlica dos microrganismos ja presentes ou adicionados ao leite,
conforme ja referimos anteriormente. Existem varios fatores que podem influenciar a qualidade e a
diversidade microbiana. Durante a maturagdo reagdes bioquimicas (proteoélise, lipolise e glicélise)
associadas ao sabor e textura particulares de cada variedade de queijo, sdo realizadas por enzimas
produzidas por microrganismos vivos ou libertadas na matriz do queijo apés lise celular microbiana. A
tipicidade do queijo advém da biodiversidade das espécies envolvidas em todo o processo de
producdo, logo a microbiota dos queijos tipicos depende da microbiota dos leites que lhe ddo origem.
Esta biodiversidade permite a producdo de queijos tipicos com qualidades organoléticas superiores a
queijos produzidos com leite pasteurizado (Kongo e Malcata, 2016; Gamboa et al, 2018).

Quando um queijo é fabricado com leite cru, os microrganismos presentes neste passardo a
coalhada. O tipo de leite usado é um dos fatores mais importantes na maturacdo do queijo devido a
presenca de diferentes microrganismos. Da grande diversidade dos microrganismos que existem no
leite, alguns multiplicam-se rapidamente desde o inicio do processo de transformacgio, tais como os
lactococos, enquanto outros apenas se expressam em etapas mais avan¢adas da maturacio,
nomeadamente, os lactobacilos e outros microrganismos secundarios. Existem também
microrganismos que tém o seu desenvolvimento inibido devido a presenca de condi¢cdes desfavoraveis,

17



Ana Sofia Paulino Rodrigues

e mesmo outros que acabam por desaparecer durante o periodo de matura¢do (Fernandes, 2017;
Montel et al., 2014).

Durante a cura os microrganismos dominantes, sdo bactérias acido lacticas. Estas bactérias sdo as
principais responsaveis pelo desenvolvimento dos aromas ao longo da cura e, enquanto estas crescem,
outros grupos como as leveduras, enterobactérias e estafilococos diminuem drasticamente para
valores residuais. No final da cura, estas bactérias laticas predominam e controlam a proliferacdo de
microrganismos indesejaveis (Batista, 2017). O que foi descrito encontra-se representado na Figura 4.
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Figura 4 - Ocorréncia de alteragées no microbioma ao longo do tempo num queijo fabricado
com leite cru; L-leite; C-coalhada. Fonte: Ordonez et al. (2005).

De acordo com Montel et al. (2014), a sobrevivéncia e o desenvolvimento de alguns
microrganismos depende do seu potencial metabdlico perante as diferentes condicdes ambientais a
que vao estar sujeitas. Primeiro serdo as condig¢des do leite imediatamente antes do processamento ja
condicionado pelo ambiente da queijaria, depois a coalhada acidificada e sujeita a agdo do coalho a
determinada temperatura e, finalmente, as condi¢des de maturacdo, com diferencas na concentragdo
de sal, humidade relativa, temperatura, concentracao de gases no ambiente envolvente, entre outras.
Estas condi¢des condicionam a dindmica microbiana e proporcionam intensas e constantes
modificacbes da microbiota presente ao longo do processo e inclusivamente entre o interior e a
superficie do queijo (Montel et al., 2014; Gamboa et al., 2018).

No interior do queijo as espécies dominantes variam consoante o tempo de maturagdo e a
variedade de queijo (mole, semi-duro, duro), a composic¢ao fisico-quimica e a estrutura da pasta varia
muito entre este tipo de queijos, como se pode verificar pelo teor de humidade (42%-55%). Além disso
também podem variar conforme o tipo de coalho usado, dentro da mesma variedade ou para queijos
feitos com o mesmo leite (Montel et al., 2014). No entanto, as bactérias laticas sdo normalmente o
grupo microbiano dominante, geralmente atingindo contagens acima de 9 Log UFC/g no primeiro dia
de produgio e permanecendo dominantes até ao final da cura, apesar das varia¢des do equilibrio entre
espécies ao longo da maturacdo. Pelo menos 21 espécies abrangendo 7 géneros diferentes ja foram
identificadas neste tipo de produto (Beresford et al, 2001; Montel et al,, 2014). A sua predominancia
na microbiota natural do queijo é atribuida aos seus numerosos sistemas enzimaticos, que lhes
permitem utilizar os nutrientes do leite eficientemente. Além disso sdo tolerantes a valores seletivos
de pH (<4.9), sal (6 % NaCl/ H20), humidade (50 %) e uma ampla faixa de condi¢des de temperatura (2
°C-53 °C) (Montel et al., 2014).

Ao contrdrio do interior, a superficie do queijo exibe uma alta diversidade microbiana. Leveduras,
bolores e bactérias aerdbias como Corynebacteriaceae e Micrococcaceae encontram-se mais facilmente
na superficie do queijo, onde o oxigénio estd mais disponivel. No caso das leveduras, as principais
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espécies encontradas sdo: Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Candida catenulata,
Kluyveromyces lactis e Yarrowia lipolytica. Firmicutes (bactérias laticas e estafilococos), Actinobacteria
e Proteobacteria, sdo as populagdes bacterianas codominantes, no entanto a sua proporg¢do varia com o
tipo de queijo (Montel et al., 2014).

Segundo o mesmo autor, algumas espécies parecem ser especificas de determinadas variedades de
queijos. Dando o exemplo Mycetocola reblochoni sp. em Reblochon e Leucobacter sp. na superficie de
queijos Saint-Nectaire. Muitos microrganismos estdo associados a estagios de maturac¢io especificos,
como por exemplo as leveduras (Debaryomyces hansenii e Kluyveromyces lactis. que estdo presentes
principalmente no estagio inicial de maturagio, enquanto Geotrichum candidum, quando presente, esta
presente durante toda a maturacdo e no caso de Yarrowia lipolytica é detetada principalmente em
queijos maturados). Bolores do género Penicillium foi considerado dominante na superficie do queijo
Taleggio DOP. Além deste também se detetou Cladosporium sp. e Aureobasidium pullulans.

As interacdes levedura-levedura e levedura-bactéria condicionam o estabelecimento do
ecossistema da superficie do queijo. Leveduras e bolores, quando presentes, metabolizam o acido
lactico e produzem amoniaco (NH3), aumentado assim o pH da superficie de (4,8 - 5,2 para 6 - 8,2),
permitindo o crescimento de bactérias tolerantes ao sal e sensiveis ao acido.

A fase de processamento do queijo é determinante para a sua microbiota. A acidificacdo que
decorre durante a cura/maturacdo é o principal factor condicionante do desenvolvimento dos
microrganismos, pois pode limitar, entre outros, o desenvolvimento de fungos (Barreira, 2008). Os
fungos (leveduras e bolores), embora com crescimento mais lento que as bactérias laticas, sdo também
importantes, especialmente nesta fase (maturacao), devido a sua atividade lipolitica, proteolitica,
fermentacdo da lactose residual e assimilagdo dos acidos citrico e lactico, o que contribui para o
desenvolvimento do aroma e das propriedades reoldgicas do queijo, que tendem a ser especificos para
cada tipo de queijo (Pereira et al, 2000; Beresford et al., 2001; Montel et al., 2014), e pelas mesmas
razdes podem também contribuir para a deterioracdo do queijo (Pereira et al.,, 2000).

Podemos entao dividir a microbiota do queijo em dois grupos: microbiota acido lactica (starter) e
secunddria. A starter é promotora da acidificacdo do queijo e contribui para a cura , enquanto que a
secundaria ndo contribui para a acidificacdo do queijo mas é essencial para o processo de cura.
Independentemente de serem starter ou secunddria, estes microrganismos inserem-se nos seguintes
grupos : Enterobacteriaceae, estafilococos e fungos, bem como bactérias laticas como lactobacilos e
lactococos e Enterococcus (Barreira, 2008).

A microbiota starter pode ser definida como um conjunto de microrganismos com capacidade de
reducdo do pH do leite a <5,3 em 6 h a 30-37 °C (Barreira, 2008). Geralmente é composta por bactérias
laticas cujos géneros dominantes sdo Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc e Enterecoccus. Entre
estes as espécies mais frequentes sdo Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Enterococus faecalis e Enterococus faecium
(Montel et al., 2014). Devido a temperatura a que se da a coagulacdo do leite para a producio do queijo
(27 °C - 36 °C), a maioria das bactérias lacticas presentes no queijo sdo meséfilas (Farkye, 2014; Kongo
e Malcata, 2016), ou termdfilas. Estas udltimas associadas a métodos de fabrico que recorrem a
temperaturas de 50-55°C (Barreira, 2008). Estas tém como principal fun¢do a producdo de acido
durante a fermentacio da lactose (essencial a formag¢io da coalhada com a consequente diminui¢do do
pH e inibicdo de microrganismos indesejaveis). Além disso ajudam no processo de cura devido a sua
acdo proteolitica e ainda ajudam no desenvolvimento dos aromas especificos por utilizacdo dos
aminoacidos (Beresford et al., 2001; Montel et al., 2014; Quigley et al., 2013; Farkye, 2014; Dahl et al,,
2000). Além das bactérias laticas existem ainda bactérias acido propridnicas que metabolizam o
lactato em propionato, cujo metabolismo é parte determinante das caracteristicas organoléticas do
produto final. Conhecem-se as seguintes espécies: Propionibacterium freundenreichii, P. jensenii, P.
thoenni, P. acidipropionici e P. cyclohexanicum (Barreira, 2008; Montel et al.,, 2014).
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A microbiota secundaria pode ser adicionada na forma de culturas bem definidas (consoante as
normas de producdo do queijo), ou ser acidentalmente introduzidas no queijo quer por contaminagao
prévia do leite quer durante o processo de cura. No caso dos queijos tradicionais Portugueses, nao se
recorre a adi¢cdo deliberada de bactérias starter, recorrendo-se alternativamente uma combinagio
indeterminda de microrganismos presentes naturalmente no leite e que se desenvolvem durante o
processo de fabrico do queijo, atingindo densidades celulares de até 108 UFC/g no espaco de algumas
horas (Barreira, 2008). A microbiota secunddria inclui bactérias acido-lacticas ndo starter que se
desenvolvem naturalmente no interior dos queijos, e fungos que se desenvolvem quer no interior quer
no exterior do queijo (Beresford et al., 2001, Montel et al., 2014).

Segundo Cogan et al. (1997) fonte citada por Barreira (2008), geralmente as bactérias nao starter
sdo lactobacilos e pediococos mesofilos. Estes constituem uma parte importante microbiana do queijo
durante a cura, mas ndo fazem parte da starter , ndo se desenvolvem bem no leite e ndo contribuindo
para a producdo de acido no queijo. Os lactobacilos mesoéfilos mais frequentes sdo: Lactobacillus casei,
L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus e L. curvatus, e os pedicocos mais frequentes sdo Pediococcus.
Pentosaceus. Existem poucos dados relativos a microbiota ndo starter dos queijos tradicionais
portugueses. Roseiro e Barbosa (1996), citados por Beresford et al (2001), afirmam que os
lactobacilos predominam no Queijo de Serpa e no Queijo da Serra da Estrela, sobretudo L. paracasei e
L. plantarum.

A microbiota do queijo apresenta-se assim como uma entidade muito complexa e diversificada.
Dada as inumeras interacdes metabolicas que pode existir entre microrganismos, existe inumeras
potencialidades enzimaticas, sendo por isso a diversidade microbiana um fator chave para os
beneficios sensoriais.

2.4.3. Potencial dos microrganismos na producédo de queijo

Os queijos tradicionais sao considerados uma importante fonte de diversidade microbiana. Alguns
destes microrganismos podem apresentar caracteristicas tecnoldgicas interessantes, atuando de forma
desejavel, enquanto outros, podem atuar de forma indesejavel, causando defeitos no queijo ou até
mesmo serem patogénicos podendo causar doenga ou danos nos seres humanos. De seguida, iremos
abordar os diferentes microrganismos e tentar perceber de que forma eles atuam e que tipos de efeito
provocam no queijo.

2.4.3.1. Microrganismos de interesse tecnolégico
Bactérias lacticas

As bactérias laticas, também designadas bactérias do acido lactico (BAL), encontram-se largamente
distribuidas na natureza ocorrendo naturalmente na microbiota nativa do leite cru (Guessas e Kihal,
2004; Freire et al,, 2021; Jesen et al,, 2012; Londofio et al., 2015; Pacheco e Galindo, 2010). Embora
sejam consideradas microbiota natural, a sua presenc¢a advém da contaminacdo da superficie do ubere,
dos tetos, dos procedimentos e equipamento de ordenha, transporte, superficies dos tanques e
ambiente da queijaria (Gaglio et al, 2019). Sdo um grupo de microrganismos morfologicamente
heterogéneo, que se apresentam sob a forma de cocos ou bacilos, que podem estar dispostos em cadeia
ou individualmente. Sdo Gram-positivos, ndo esporulados, catalase e oxidase negativos, desprovidos de
citocromos, fastidiosos, anaerdbios tolerantes e tolerantes aos acidos e estritamente fermentativos
(Axelsson, 2004; von Wright e Axelsson, 2019; Jesen et al., 2012; Holzapfel et al., 2001; Freire et al.,
2021; Londofio et al,, 2015; Lahtinen et al., 2012).

Estas podem ser mesofilas (entre 25 °C e 40 °C) ou termoéfilas (entre 45 °C e 65 °C), de acordo com
a sua temperatura 6tima de crescimento (Perin et al, 2018; McSweeney et al., 2017; von Wight e
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Axelsson, 2019). Os principais géneros sdo Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoccus, Streptococcus e
Enterococcus (Perin et al., 2019; McSweeney et al., 2017; Pacheco e Galindo, 2010; Fox et al., 2000).

Constituem um grupo bastante diverso de microrganismos cuja principal caracteristica é a
producio de acido lactico, através da fermentacdo dos hidratos de carbono (Axelsson, 2004; Medici et
al, 2004; Lahtinen et al, 2012; Bjorkroth e Koort, 2011; von Wight e Axelsson, 2019; Londofio et al,
2015). De acordo com os produtos da fermentacdo lactica, podem ser agrupadas em
homofermentativas (produzem apenas acido lactico a partir da glucose) e/ou heretofermentativas
além de produzirem acido lactico, produzem etanol, acido acético e diéxido de carbono (Londofio et al,
2015).

As bactérias laticas sdo muito importantes na produgio queijeira (Awad et al., 2007), porque para
além de serem as principais responsaveis pela acidificacio do queijo, também favorecem a sua
conservacao (Medici et al, 2004). Durante o fabrico do queijo, as bactérias laticas ao fermentarem a
lactose em &cido lactico diminuem o pH do meio, acelerando o processo de coagulagio e o
dessoramento (auxiliando na sinérese do soro) (Awad et al., 2007; Beresford et al., 2001). Além disso
contribuem para o desenvolvimento das caracteristicas sensoriais desejaveis do produto (sabor, corpo
e textura do queijo) (Medici et al., 2004; McSweeney et al., 2017; Perin et al,, 2019; Awad et al., 2007).
Durante a cura, as bactérias laticas convertem aminoacidos em compostos aromaticos (Beresford et al,
2001), contudo podem também produzir outras substiancias antimicrobianas como bacteriocinas
(péptidos antimicrobianos) que, tal como o pH baixo, inibem o crescimento de microrganismos
patogénicos, contribuindo assim para a seguran¢a microbioldgica dos queijos produzidos com leite cru
(McSweeney et al., 2017; Perin et al.,, 2019; Farkye, 2014; Gaglio et al., 2019). Conforme ja tinhamos
referido anteriormente as bactérias laticas envolvidas na producdo de queijo dividem-se entre as
dominantes (starters), e as secundarias “ndo starter. As iniciadoras sdo responsaveis pela producdo de
acido (Pacheco e Galindo, 2010) e contribuem para o processo de cura (Beresford et al., 2001; Montel
et al, 2014; Quigley et al., 2013; Farkye, 2014; Dahl et al., 2000), enquanto as secundarias geralmente
estao envolvidas nas caracteristicas sensoriais do queijo.

Fungos filamentosos

Os Fungos filamentosos, também denominados de bolores sdo fungos multicelulares, aerdbios, que
crescem sob a forma de filamentos denominados de hifas (Monteiro, 2016). Na produc¢io de algumas
variedades de queijos, tanto industriais quanto artesanais, o crescimento de fungos filamentosos pode
fazer parte da microbiota desejavel como é o caso dos bolores brancos (Penicillium camemberti) em
queijos como o Camembert e o Brie e os fungos azuis (Penicillium roqueforti) em queijos como o
Gorgonzola e o Roquefort (Sobral et al, 2017). Durante o processo de maturacdo estes fungos
produzem enzimas (lipases e proteases) que atuam sobre as proteinas e as gorduras do queijo dando
origem a aromas e sabores diferenciados (Ozturkoglu e Vries, 2017).

Embora o crescimento de fungos na superficie ou no interior em diversas variedades de queijo seja
essencial para o amadurecimento, o crescimento de fungos geralmente ndo é desejado, uma vez que
podem influenciar as caracteristicas organoléticas dos queijos, pela producdo de micotoxinas
representando um potencial risco para a sadde (Torkar e Vengust, 2008; Ozturkoglu e Vries, 2017;
Ferreira et al,, 2010). Para além disso, os fungos também sdo responsaveis pela liquefacdo do coagulo
formado no processo da coalhada na producio de queijo (Fernandes, 2009). A sua presenca em leite e
queijo pode ter origem no ar, equipamento, 4gua e no ambiente das salas de cura, como paredes e
prateleiras de madeira (Torkar e Vengust, 2008; Ozturkoglu e Vries, 2017). Quando utilizados em
condi¢des controladas, os bolores podem contribuir para o desenvolvimento da textura e propriedades
sensoriais do queijo (Ozturkoglu e Vries, 2017; Kongo e Malcata, 2016; McSweeney et al., 2017), P.
camemberti e P. roqueforti sdo os fungos filamentosos mais comuns usados como culturas de
amadurecimento em termos de aparéncia, textura e desenvolvimento de sabor de queijos curados
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(Ozturkoglu e Vries, 2017). Os bolores normalmente envolvidos na deterioracdo de queijo incluem
membros do género Penicillium, Aspergillus, Cladosporium, Mucor, Fusarium, Monilia e Alternaria
(Fernandes, 2009). Os fungos para além de terem interesse tecnolégico, também podem ser
indicadores de qualidade, a semelhanca do pardmetro da contagem de microrganismos a 30 °C. A sua
analise também é considerada como um indicador das condi¢cdes de higiene do leite e como foi
manipulado durante o processamento (Ferreira et al.,, 2010).

2.4.3.2. Microrganismos que afetam a qualidade
Bactérias coliformes

As bactérias coliformes sdo um grupo de organismos que podem ser encontrados no solo, nas
aguas naturais e residuais domésticas e no intestino do homem e de outros animais de sangue quente,
sendo que, as bactérias coliformes totais incluem as espécies fecais e as ambientais (Correia, 2014;
Paruch e Maehlum, 2012; APDA, 2012; Perin et al.,, 2018).

Este grupo de microrganismos pertence a familia Enterobacteriaceae (bacilos Gram-negativos ndo
esporulados anaerébios facultativos) que apresentam a particularidade de fermentar a lactose
produzindo gas quando incubadas a 35-37 °C (Paruch e Maehlum, 2012; APDA, 2012; Trmdi¢ et al.,
2016; Correia, 2015; Correia, 2014; Perin et al, 2018; Flores e Melo, 2015). Os principais
representantes deste grupo pertencem aos géneros Escherichia, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter
(Correia, 2014; Correia, 2015; Perin et al,, 2018; Cambers, 2002; Flores e Melo, 2015). Os coliformes
termotolerantes ou fecais sdo coliformes capazes de se desenvolver e fermentar a lactose com
produgido de 4cido e gas a temperatura de 44,5 +/- 0,2 °C em 24 a 48h. O principal representante deste
grupo é Escherichia coli, sendo que alguns coliformes do género Klebisiela também apresentam essa
capacidade (Flores e Melo, 2015). Alguns géneros, como Enterobacter sdo psicrotroficos (Chambers,
2002; Perin et al,, 2018).

A sua presenca era diretamente associada a contamina¢do de origem fecal, mas atualmente é
reconhecido que a sua presenca nao é evidéncia inequivoca de contaminacgao fecal direta, mas pode
ajudar a identificar deficiéncias sanitarias (Flores e Melo, 2015; Perin et al., 2018; Chambers, 2002;
Correia, 2015; Kornacki et al,, 2015).

A sua determinagdo em leite e queijos é bastante 1til porque permite monitorizar a qualidade
microbiolégica dos processos (Flores e Melo, 2015). Uma elevada contagem destes microrganismos (>
2,0 Log UFC/mL) (Perin et al, 2018), sugere falhas na higiene geral e/ou temperatura de
armazenamento inadequada (Correia, 2015; Perin et al., 2018). Contudo, uma contagem esporadica de
coliformes elevada pode indicar a existéncia de mastite no rebanho (Chambers, 2002; Perin et al.,
2018; Flores e Melo, 2015).

Estas sdo responsaveis por causar problemas sérios na producdo de queijo, além de formarem
odores indesejaveis. A forte formagdo de gas provoca uma textura inadequada (estufamento precoce).
0 seu desenvolvimento é bloqueado em pH inferior a 6, o que explica a sua atuagao restrita ao inicio da
fermentacdo lactica (Flores e Melo, 2015).
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Escherichia coli

E. coli é a bactéria mais representativa do grupo das bactérias coliformes fecais. Consiste em
bacilos gram-negativos anaerdbicos facultativos que pertencem a familia Enterobacteriaceae (Gomes,
et al, 2016; Desmarchelier e Fegan, 2011; Brom et al, 2020). E comumente encontrada no trato
gastrointestinal de humanos e outros vertebrados, onde a maioria nao é patogénica, no entanto,
existem varios grupos que podem ser patogénicos, causando uma variedade de doencgas, algumas das
quais fatais (Desmarchelier e Fegan, 2011). Existem seis principais grupos patogénicos de E. coli que
afetam o intestino dos seres humanos: E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), também chamada E.
coli produtora de verotoxinas (VTEC); E. coli enterohemorragica (EHEC), que é um subgrupo de
STEC/VTEC, onde se inclui o principal serotipo E. coli 0157:H7, provavelmente a E. coli patogénica
mais importante em termos de infecdes alimentares; E. coli enteropatogénica (EPEC); E. coli
enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroagregativa (EAEC); E. coli enteroinvasiva (EIEC); E. coli de
aderéncia difusa (DAEC) (Farrokh et al., 2013; Desmarchelier e Fegan, 2011).

A E.coli enterohemorragica (0157:H7) e E.coli STEC (STEC - Shiga Toxin-producing E.coli) sdo de
particular importancia no contexto de segurang¢a alimentar porque produzem toxinas que podem
causar doenga grave (Farrokh et al., 2013; Yoon et al, 2016; Brom et al,, 2020). Segundo Brom et al.
(2020). a sua dose infeciosa é muito baixa (< 10 UFC). As doencas associadas a E.coli STEC e
enterohemorragica variam de diarreia sanguinolenta, a colite hemorragica e a sindrome hemolitica-
urémica. Os ruminantes, em especial os caprinos e ovinos, sdo considerados o principal reservatdrio do
STEC (Brom et al., 2020).

Dada a sua origem estar geralmente associada a origem fecal, esta bactéria tem sido usada como
indicador de falta de higiene (Metz et al,, 2020), no entanto a presenca deste indicador pode nio estar
relacionada com a presenca de microrganismos patogénicos de origem alimentar nem a sua
quantificacdo se revelar util para a detecdo destes microrganismos. De igual modo, a auséncia desta
ndo significa a auséncia de microrganismos patogénicos de origem alimentar (Kornacki et al., 2015).
No entanto, de acordo com Metz et al. (2020) continua a ser o indicador de contaminagio fecal mais
usado.

A presenca no leite e em produtos laticos podem ter diferentes origens (o leite pode ser
contaminado durante a recolha indiretamente por meio de Uberes sujos com fezes, solo, 4gua, racdo e
cama contaminado, ou diretamente se o animal tiver mastite por E.coli. trabalhadores assintomaticos
ou doentes, podem excretar E.coli nas suas fezes e mas praticas de higiene pessoal podem levar a
contaminagdo de produtos laticos e equipamentos (Desmarchelier e Fegan, 2011; Chambers, 2002;
McSweeney et al.,, 2017; Perin et al., 2018).

Sao sensiveis ao calor e dependem do meio de suspensao ou matriz alimentar, pH e da atividadade
de 4gua (aw). Sobrevivem bem em alimentos refrigerados e congelados. Em leite pasteurizado, leite cru
e desnatado, E.coli 0157:H7 ndo cresce a 5 °C, no entanto a 8 °C, aumentos de 1-2 e 2 -3 log podem
ocorrer apo6s 4 e 7 dias respetivamente. Algumas espécies conseguem crescer em ambientes com
temperaturas entre 7 °C e 46 °C, mas a temperatura 6tima de crescimento é entre 35 °C e 40 °, e pH
entre 4,4 e 10, sendo o ideal 6-7 (Desmarchelier e Fegan, 2011).

No caso da producdo dos queijos é importante referir que estes microrganismos tém uma
tolerancia significativa a acidez e as temperaturas baixas usadas no periodo de cura que podem
constituir um perigo. Relativamente aos efeitos negativos que podem causar ao nivel da qualidade dos
queijos, esta relacionado com o fato de estas provocarem o chamado “flato precoce”, provocado pela
producdo de gas, podendo inclusive chegar a rachar o queijo (Ordéfiez et al., 2005).
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Pseudomonas spp. e outros microrganismos psicrotroéficos

Pseudomonas spp., € um dos principais agentes deteriorantes do leite (Montel et al., 2014), é um
microrganismo aerdbio estrito, ndo esporulado, Gram-negativo, e é caracterizado na sua forma como
bacilos curtos, que apresenta flagelos polares (o que lhe permite ter mobilidade). Sdo bactérias nio
fermentadoras da glucose, em geral sdo citrocomo oxidase positiva e catalase positiva (Franzetti e
Scarpellini, 2007). Este género pertence a familia das Pseudomonadaceae e a sua espécie mais
patogénica é Pseudomonas aeruginosa, a qual pode provocar infecdes respiratdrias e urinarias (Sharma
etal., 2014).

O género Pseudomonas é considerado o mais importante dentre os psicrotréficos, podendo ser
encontrado em aproximadamente 10 % da microbiota do leite recém-ordenhado sendo que sob
condi¢bes de refrigeracdo este género rapidamente predomina sobre a microbiota tanto do leite cru
como do leite pasteurizado (Santos e Fonseca, 2001). Segundo Stulova et al. (2010), citado por Angelo,
etal (2014) 50 % das bactérias psicrotroéficas presentes em leite cru refrigerado pertencem ao género
Pseudomonas, sendo Pseudomonas fluorescens a espécie predominante. P. fluorescens, é caracterizada
pela produgdo de um pigmento fluorescente e difusivel durante o crescimento em meios apropriados.
Pseudomonas aeruginosa é a espécie ndo-psicrotréfica mais importante, pois é considerada agente
patogénico em humanos e animais, mas pode ser facilmente diferenciada das outras espécies do
género Pseudomonas devido a sua capacidade de crescimento a temperatura de 41°C e sua habilidade
de produzir piocianina. Psicrotréficos termoduricos constituem um grupo de bactérias capazes de
resistir a temperaturas similares aquelas do processo de pasteurizagdo (72 - 74°C) e possuem
capacidade de crescimento em temperaturas de 4 a 7°C. Pertencem a este grupo os géneros Bacillus,
Clostridium, Arthrobacter, Micobacterium, Streptococcus, Micrococcus e Corynebacterium. Devido ao fato
deste grupo de bactérias apresentarem longo tempo de crescimento em temperaturas de refrigeracdo,
estas bactérias apresentam menor importancia quando associadas com outros psicrotroficos, que
predominam rapidamente em temperaturas abaixo de 7°C (Santos e Fonseca, 2001).

Os microrganismos psicrotréficos Gram-negativos sdo facilmente destruidos pela acdo do calor,
mas produzem enzimas proteoliticas e lipoliticas termorresistentes que mantém a sua atividade
enzimatica mesmo apds processos de pasteurizacdo ou mesmo o tratamento UHT (Dias, 2016; Santana
et al, 2004; Santos e Fonseca, 2001; Kumaresam et al., 2007). Os microrganismos Gram-positivos
apresentam baixa acdo proteolitica e acdo lipolitica limitada em comparagdo com os microrganismos
Gram-negativos (Santana et al., 2004).

Os principais problemas associados a acdo destas enzimas sdo: alteracdo de sabor (gosto amargo,
ensaboado e ranco), odor do leite, problemas na coagulagdo do leite (perda de consisténcia na
formacdo do coagulo para o fabrico de queijo) e consequentemente reducdo do rendimento queijeiro
(Santana, et al.,, 2004; Kumaresam et al., 2007).

Leveduras

As leveduras apresentam-se como microrganismos de grande importidncia como agentes
deteriorantes de alimentos, porém sdo também, muitas vezes, empregadas no bioprocessamento
de alimentos (Xavier et al, 2006). Estes microrganismos quando da utilizacdo de produtos
lacteos como substrato para crescimento, especialmente queijos, podem desempenhar, de acordo com
o tipo de produto e espécie de levedura envolvida, acdes benéficas para o melhoramento
da qualidade do produto através do desenvolvimento de caracteristicas particulares de cor, odor,
sabor e textura, bem como desenvolverem acdes deteriorantes de alimentos, decorrentes
da producdo de enzimas capazes de causar mudanc¢as nas caracteristicas organoléticas do produto,
tornando-o impréprio para o consumo (Xavier et al., 2006). Segundo Viljoen (2001) as espécies de
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leveduras que sdo frequentemente isoladas em produtos lacteos pertencem aos géneros
Kluyveromyces, Debaromyces, Yarrowia e Candida.

Enterobacteriaceae

As bactérias da familia das Enterobacteriaceas sdo bacilos Gram-negativos que fazem parte da
populagdo microbiana normal (comensais) do trato digestivo (c6lon), de que sido exemplos Escherichia
coli, Klebsiella, Salmonella, Proteus, Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Morganella e Providencia (Alves,
2020). Esta bactéria desenvolve-se em atividade de 4gua minima de 0,935, pH em torno de 4,0 € 9,0 e
faixa de temperatura de 7 a 49,4 °C, sendo considerada indicadora de contaminacao fecal em alimentos
processados (Veiga, 2012).

2.4.3.3. Microrganismos que afetam a seguranca alimentar
Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria patogénica, aerdbia, Gram-positiva ndo esporulada, que
provoca listeriose em humanos (Veiga, 2012; Gongalves et al., 2017). A listeriose causa gastroenterite,
mas em casos mais graves, provoca septicemia, meningite e meningoencefalite (Veiga, 2012; Gongalves
et al,, 2017). Esta bactéria pode estar presente no meio ambiente, sendo transmitida principalmente
pela via alimentar (Gongalves et al, 2017). Nas ultimas décadas, a industria dos lacticinios,
principalmente a dos queijos, tem sido associada a casos e surtos de listeriose. A contaminag¢do dos
queijos por L. monocytogenes tem sido associada, principalmente, ao leite usado no fabrico (cru ou
pasteurizado inadequadamente), ou ao ambiente de processamento (Pintado et al.,, 2009; Veiga, 2012;
Gongalves et al., 2017).

A sua ampla distribui¢do no meio ambiente, e as suas caracteristicas fisiol6gicas como resisténcia a
ambientes 4cidos e altas concentragdes de cloreto de sédio (10-12 %, sobrevivendo a 25,5 % de NaCl)
(Veiga, 2012), a capacidade de sobreviver por longos periodos em condi¢des adversas e a sua
capacidade de se alojar em locais onde é dificil a penetracdo dos detergentes e desinfetantes, aderindo
as superficies dos equipamentos e formando biofilmes que as protegem de condi¢des ambientais
adversas, torna-a um microrganismo de grande preocupac¢do na industria alimentar (Veiga, 2012;
Gongalves et al., 2017).

Salmonella spp.

0 género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae, constituida por bacilos Gram-negativos
ndo esporulados, anaerdbios facultativos (Veiga, 2012). Salmonella é um importante microrganismo
patogénico de origem alimentar. Sendo responsavel por um elevado niimero de surtos e de toxinfe¢des
alimentares. A sua presenca em alimentos pode causar salmonelose, uma doenca que provoca diarreia,
dor abdominal e febre. Normalmente as manifesta¢des iniciam-se de 12 a 72 horas apés infecdo e a
doenga dura de 4 a 7 dias e a maioria das pessoas recupera sem tratamento. No entanto, em algumas
pessoas a diarreia pode ser severa a ponto de ser necessaria a hospitalizacdo devido a desidratacao
(Veiga, 2012). Se tiver implicita Salmonella Typhi, responsavel pela febre tifoide a situacdo é muito
mais grave (Mathur et al., 2012).

De acordo com Modi et al. (2001) citado por Veiga (2012), Salmonella mantém-se viavel em queijo
contaminado por longos periodos de tempo. A contaminacao, deste e outros produtos, ocorre devido
ao controle inadequado de temperatura, de praticas de manipulacdo incorretas ou por contaminacao
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cruzada de alimentos processados. A sua presenca no alimento implica a rejeicdo de todo o lote de
produto (Veiga, 2012).

Staphylococcus produtores de coagulase

Os Staphylococcus sdo ubiquos no ambiente e podem ser encontrados no ar, poeira, esgoto, agua,
superficies ambientais, em seres humanos e animais (Ferreira, 2014). Pertencem a familia
Staphylococcaceae, sdo bactérias Gram-positivas com cerca de 0,5 a 1,5 pm de didmetro, iméveis, ndo
formadores de esporos, que possuem uma parede celular espessa constituida por peptidoglicano e
acido teicdico. Podem ocorrer de forma isolada, em pares, tétradas, ou com o formato de um cacho de
uvas. Estes sdo catalase positiva (o que permite distingui-los de Streptococcus) e fermentam
carboidratos produzindo acido lactico. Sdo oxidase negativa e crescem tanto em aerobiose como
anaerobiose, sendo anaerébios facultativos (Rodrigues, 2021; Ferreira, 2014).

3

Staphylococcus aureus é um dos agentes mais comuns em surtos de intoxicagcdo alimentar. A
intoxica¢do causada por S. aureus manifesta-se logo apds a ingestdo do alimento contaminado com
enterotoxinas pré-formadas. A quantidade de enterotoxina necessaria para causar a doenca ainda nido
esta bem estabelecida, mas sabe-se que depende da suscetibilidade do individuo, do peso corporal e,
especialmente, do estado de saide da pessoa acometida. Para a formacdo de enterotoxinas em
quantidade suficiente para provocar intoxicacdo é necessaria 105 a 106 UFC de S. aureus por grama de
alimento (Ferreira, 2014; Rodrigues, 2021). Este microrganismo é conhecido pela sua resisténcia a
condi¢bes adversas, como alto teor de salinidade, temperatura e pH extremos e ao tratamento com
desinfetantes e antibi6ticos (Rodrigues, 2021; Ferreira, 2014). Segundo Ferreira (2014), S. aureus
multiplica-se bem em concentra¢des de NaCl até 10 %, no entanto é possivel o seu crescimento
retardado, mesmo em concentragdes de NaCl até 20 %. Durante o processamento e armazenamento de
alimentos, temperaturas fora do intervalo de 7-48 °C previnem a sua multiplicagao.

2.5. Critérios microbiolégicos aplicaveis pela legislacdao nacional

Conforme podemos verificar no capitulo anterior, diferentes grupos microbianos podem
apresentar caracteristicas positivas e desejaveis, como o caso das bactérias laticas (podendo a sua
utilizacdo ser benéfica como cultura iniciadora para produtos fermentados ou como probiéticos (Perin
et al, 2018), mas por outo lado outros grupos microbianos podem indicar condi¢des higiénicas de
producdo e armazenamento do leite (coliformes, microrganismos psicrotréficos), permitindo que
produtores, indudstrias e inspetores de alimentos avaliem as condi¢des de produgio e prevejam a
deterioracdo e o uso do leite para produtos lacteos. O controlo da contaminagdo microbiana no leite é
por isso considerado um ponto chave no controlo de qualidade e seguranca dos produtos lacteos
(Perin et al, 2018). De acordo com o Regulamento (CE) n.2 2073/2005 relativo a critérios
microbiolégicos aplicdveis aos géneros alimenticios, sé o leite com uma qualidade consistente e
seguranca satisfatoria pode ser usado no fabrico de queijo com leite cru. Um dos principais requisitos
sanitarios aplicaveis a producdo de leite cru é que este deve provir de animais pertencentes a
exploracdes oficialmente indemnes de brucelose e tuberculose. Existem também requisitos aplicaveis
as instalacdes e equipamentos, a higiene durante o transporte e também relativos a higiene do pessoal.

Para o presente estudo importa saber quais sdo os critérios! aplicados ao leite cru e aos queijos
fabricados com leite cru. De acordo com o Regulamento (CE) n.2 2073/2005, os operadores das
empresas que queiram fabricar produtos lacteos por um processo que ndo inclua nenhum tratamento
térmico devem assegurar que se cumpra os seguintes critérios para o leite cru (Tabela 7).
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Tabela 7- Critérios microbioldgicos do leite nao tratado termicamente e usado para producao de
produtos lacteos.

Espécie Animal Contagem em placas a 30 °C (UFC/ml)
Bovina <1x105(*)
Outras espécies <5x10°5(*)

(*) Média ao longo de um periodo de dois meses, com pelo menos duas colheitas mensais.

!Critério microbioldgico que define a aceitabilidade de um produto, de um lote de géneros alimenticios ou de um processo,
baseado na auséncia ou na presenca de microrganismos, ou no seu nimero, e/ou na quantidade das suas toxinas/metabolitos,
por unidade(s) de massa, volume, area ou lote (Reg. (CE) N.2 2073/2005).

Fonte: Adaptado de Regulamento (CE) n.° 2073/2005.

Em queijos produzidos com leite cru, o Regulamento (CE) n.2 2073/2005 prevé a quantificacdo de
estafilococos coagulase positiva e as pesquisas de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes (Tabelas
8 e 9). De acordo com este Regulamento, “um critério de seguranca para os géneros alimenticios define
a aceitabilidade de um produto ou de um lote de géneros alimenticios aplicavel aos produtos colocados
no mercado”. De acordo com o mesmo Regulamento, “um critério de higiene dos processos indica se o
processo de producio funciona de modo aceitavel. Ndo é aplicavel aos produtos colocados no mercado.
Estabelece um valor de contaminac¢do indicativo, acima do qual se tornam necessarias medidas
corretivas para preservar a higiene do processo em conformidade com a legislagdo alimentar”.

Para Listeria monocytogenes, o Regulamento (CE) n.2 2073/2005 refere que em queijo fabricado
com leite cru deve estar ausente em 25 g, sendo a pesquisa realizada “antes de o alimento deixar de
estar sob o controlo imediato do operador da empresa do sector alimentar que o produziu”. No que diz
respeito a Salmonella spp., o Regulamento (CE) n.2 2073 /2005 refere que a mesma deve estar ausente
em 25 g de queijo fabricado com leite cru, devendo realizar-se a pesquisa quando os queijos sdo
“colocados no mercado durante o seu periodo de vida util”. Tanto a pesquisa de Listeria
monocytogenes e de Salmonella spp. atesta a seguranca do lote testado e as boas praticas de higiene nos
processos, sendo um critério de avaliacao da seguranca dos géneros alimenticios.

A quantificacdo de estafilococos coagulase positiva, constitui um critério para avaliacdo da higiene
dos processos que, segundo o Regulamento supramencionado, deve ser avaliado “durante o processo
de fabrico, no momento em que se prevé que o numero de estafilococos seja mais elevado”. Segundo
McSweeney et al. (2017), este momento é imediatamente apds o fabrico. Baptista (2014), refere que o
numero maximo na contagem de Staphylococcus coagulase positiva acontece nos primeiros 5 dias, em
particular no 32 dia. A legislacdo refere a recolha de cinco amostras de queijo do mesmo lote, no caso
de resultado insatisfatério, com contagens superiores a 105> UFC/g (5 Log UFC /g), recomenda a
“melhoria da higiene na producgdo e da selecio de matérias-primas”. E também mencionado neste
Regulamento que “se se detetarem valores superiores a 10° UFC/g, o lote de queijo deve ser testado
para detecdo de enterotoxinas estafilocécicas” (CE, 2005). Nas tabelas 8 e 9, estdo descritos os critérios
microbiolégicos a verificar em queijos fabricados com leite cru de acordo com o Regulamento (CE) n.2
2073/2005.

27



Ana Sofia Paulino Rodrigues

Tabela 8 - Critérios microbioldgicos a verificar em queijos fabricados com leite cru (critérios de
seguranca) (Reg. (CE) n.° 2073/2005).

Plano de Método de
0 . A . imi ali Fase em que
Categoria de Microrganismo/respetivas amostlragem Limites analise :rit?’eri(()llsle ®
alimento toxinas e metabolitos ® dereferéncia aplica
n c m M @]
Produtos
< 0 100 UFC/g | EN/ISO 11290-2 CO“(’icagos “"t
Alimentos prontos @) ® mercado durante o

seu periodo de
para consumo vida dtil.
suscetiveis de permitir
o crescimento de L. Listeria monocytogenes ~ Antes d(_e 0
monocytogenes, exceto alimento deixar de

os destinados a L. estar §ob o
lactentes e a fins 5 0 Auséncia | b\ 166 11290.1 | Controlo imediato
. . em 25 g (%) do operador da
medicinais especificos. empresa do sector
alimentar que o
produziu.
Queijo, manteiga e
natas fabricadas com Produtos
leite cru ou leite que Auséncia colocados no
sido submetido a Salmonella 5 0 em25g EN/ISO 6579 mercado durante o

seu periodo de
vida util.

tratamento térmico
mais fraco que a
pasteurizagdo

(1) n = numero de unidades que constituem a amostra; ¢ = nimero de unidades da amostra com valores entre m e M; m =
valor minimo verificado; M = valor maximo verificado.

(?) Utilizar-se 4 a edicdo mais recente desta norma.

(3) Este critério é aplicavel se o fabricante puder demonstrar, a contento da autoridade competente, que o produto nao
excederd o limite de 100 UFC/g até ao termo da vida util. O operador pode fixar limites intermedidrios durante o processo,
que deverdo ser suficientemente baixos para garantir que, no termo do periodo de vida 1til, ndo seja ultrapassado o limite de
100 UFC/g.

() Sementeira de 1 mL de in6culo numa placa de Petri de 140 mm de diametro ou em placas de Petri de 90 mm de diametro.
(°) Este critério é aplicavel aos produtos antes de deixarem de estar sob o controlo imediato do operador da empresa do setor
alimentar que os produz, se este ndo poder demonstrar, a contento da autoridade competente, que o produto ndo excedera o
limite de 100 UFC/g até ao termo do periodo de vida util.

Fonte: Adaptado de Regulamento (CE) n.° 2073/2005.

Tabela 9 - Critérios microbiologicos a verificar em queijos fabricados com leite cru (critérios de
higiene dos processos) (Reg. (CE) n.° 2073/2005).

Plano de Método de
. . . imi Ali Medidas em
Categoria | Microrganismo/resp amost{age Limites andlise | pa5e em que caso de
de etivas toxinas e m (1) d o critério se
alimento metabolitos : aplica oS
il e m M referéncia P insatisfatérios
*
Durante o Melhoria da higiene
processo de na produf,‘éo eda
fabrico, no ,st'elegaolde
Queijo moment’o em matérias-primas. Se
fabricado Estafilococos 104 105 EN/ISO que se prevé detetarem valores
lei 1 oo 5 2 UFC UFC 6888 - 2 e seia o > 105 UFC/g, o lote
com leite coagulase positivos /g /g - r?ﬁmer:) o de queijo deve ser
cru
estafilococos testad(~) para
seja mais detecdo de
elevado enterotoxinas
estafilocécicas.
(1) n = nimero de unidades que constituem a amostra; ¢ = nimero de unidades da amostra com valores entre m e M; m =
valor minimo verificado; M = valor maximo verificado.
(%) Utilizar-se 4 a edicdo mais recente desta norma.

Fonte: Adaptado de Regulamento (CE) n.° 2073/2005.

Para além dos parametros legislados, na literatura sdo referidos outros indicadores de qualidade
tais como as bactérias laticas, enterobactérias, bactérias coliformes e leveduras (Tavaria e Malcata,
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1998; Tavaria e Malcata, 2000; Tavaria et al., 2006; Picon et al., 2006; Pisano et al., 2006; Pintado et al,,
2008).

Uma outra referéncia sdo os “Valores Guia” para avaliacdo da qualidade microbiolégica de
alimentos prontos-a-comer, estabelecidos pelo Instituto Nacional de Saide Dr. Ricardo Jorge (INSA).
Os valores-guia nio sdo tio restritivos como os critérios anteriores, uma vez que sio recomendacdes
sem estatuto legal, nem vinculo contratual, podendo por vezes anteceder o estabelecimento de um
regulamento. Constituem linhas de orientacdo para avaliacdo da qualidade microbiolégica dos
produtos, ou processos, geralmente estabelecidos por produtores, associagdes comerciais ou entidades
governamentais. Estabelecem limites microbioldgicos para um alimento e combina¢des de parametros
microbiolégicos, mas ndo definem planos de amostragem, nem métodos de analise. Estes valores sdo
indicativos, pelo que o seu cumprimento nio é obrigatdrio. Sdo uma ferramenta para avaliagdo dos
processos de producdo e conservacdo de géneros alimenticios prontos para consumo, produtos
intermédios de fabrico ou de matérias-primas, permitindo verificar se as boas praticas de higiene e de
fabrico e as datas estipuladas para o consumo de produtos estdo sob controlo e se os produtos obtidos
sdo seguros do ponto de vista microbiolégico. Indicam se os resultados dos ensaios microbiolégicos se
situam dentro de niveis habitualmente aceitaveis e, deste modo, permitem efetuar uma analise de
tendéncias e identificar situacées que se encontram fora de controlo, alertando para a necessidade de
implementar medidas corretivas adequadas. Como ndo estio regulamentados acompanham as
evolucoes cientificas, podendo ser rapidamente modificados e atualizados (Saraiva et al., 2019). Este
documento ¢ utilizado atualmente na elaborag¢io de pareceres técnicos por parte da Divisdo de Riscos
Alimentares da ASAE. De acordo com os “Valores -guia” estabelecidos pelo INSA, os queijos feitos com
leite cru enquadram-se no grupo 4 para os microrganismos a 30 °C e no grupo 2D para os restantes
pardametros. Seguem-se os valores - guia para o Queijo produzido com leite cru (Tabela 10).

Tabela 10 - “Valores-guia INSA” - microrganismos indicadores de higiene e de alteracao em
alimentos prontos para consumo.

Resultado
Microrganismos indicadores de higiene e de alteracao Contagens (UFC/g ou UFC/mL)
Satisfatorio Questionavel Nio satisfatério
8
<106 >10
Microrganismos a 30 °C/ contagem de aerébios mesdfilos 106 - <108 x
Razdo CAM /BAL <100 Notw 1 Razdo CAM /BAL
>100
Leveduras <104 104- <105 >105
Bolores < 5x102 5x102 - <103 >103
Enterobacteriaceae a 37 °C <104 104 -<105 >105
Escherichia coli <10 (Nao detetado) 10-<102 >102
Listeria spp. <10 10 - <102 >102
Nota 1 - Sempre que o resultado dos "Microrganismos a 30 °C" for superior ao VMR e inferior ou igual ao VMA, devera ser tida em conta a razao
CAM/BAL na interpretagdo do resultado em amostras que contenham componentes pasteurizados e/ou incluam componentes com flora
especifica proépria.
VMR - Valor Maximo de Referéncia
VMA - Valor Maximo Admissivel
CAM - Contagem de microrganismos aerdbios meséfilos
BAL - Bactérias 4cido- lacticas

Fonte: Adaptado de Saraiva et al. (2019).
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3.Queijos da Beira Baixa DOP

O fabrico de queijo na zona centro, e em particular na Beira Baixa, é uma atividade com muitos
anos de histéria no que respeita aos métodos de fabrico bem como a matéria-prima base utilizada: o
leite cru de pequenos ruminantes. A ancestralidade desde produtos bem como a sua reconhecida
qualidade permitiu que estes beneficiassem de protecdo legal com a publicagdo do Regulamento (CE)
n.2 1107/1996 da Comissao de 12 de junho de 1996, relativo ao registo das indicacdes geograficas e
denominacgdes de origem, com o reconhecimento dos Queijos da Beira Baixa DOP (Martino et al., 2021).
A tradicdo na producdo de queijos na Beira Baixa tem a sua origem com os fluxos migratérios da
transumancia. A qualidade tdo apreciada dos Queijos da Beira Baixa deve-se tanto a fatores edafo-
climaticos que permitem o crescimento e cultivo de pastagens diversificadas para alimento dos
rebanhos que nela pastoreiam em permanéncia, como a fatores humanos, associados aos saberes
ancestrais ligados ao fabrico do queijo enraizados na populacao desta regido desde tempo remotos.

De acordo com o Regulamento de execucdo (EU) 2021/245 da Comissdo de 11 de fevereiro de
2021, designa-se por Queijos da Beira Baixa (Queijo de Castelo Branco, Queijo Amarelo da Beira Baixa,
Queijo Picante da Beira Baixa) (DOP). Por cura prolongada do Queijo de Castelo Branco DOP e do
Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP, obtém-se o Queijo de Castelo Branco Velho DOP e Queijo Amarelo
da Beira Baixa Velho DOP. Os Queijos da Beira Baixa DOP (Amarelo e Castelo Branco) podem ter varias
apresentacdes, no que respeita ao tamanho e a cura que deve ter, no minimo, 40 dias, mas que para
tempos de cura superiores a 90 dias acrescentam a designacdo de “Velho”. O Queijo Picante da Beira
Baixa DOP implica um tempo de cura minimo de 120 dias (Martino et al.,, 2021).

3.1. Area geografica de producao

A produgio de leite, o fabrico, maturacdo e cura dos Queijos da Beira Baixa DOP esta delimitada
aos concelhos de Castelo Branco, Fundao, Belmonte, Penamacor, Idanha-a-Nova, Vila Velha de Rodao,
Proenca-a-Nova, Vila de Rei, Sert3, Oleiros, Macdo e as freguesias de Aldeia de Sdo Francisco, Unido das
Freguesias de Barco e Coutada, Boidobra, Unido das freguesias de Casegas e Orondo, Unido das
freguesias de Covilha e Canhoso, Dominguiso, Ferro, Orjais, Peraboa, Unido das freguesias de Peso e
Vales do Rio, Sdo Jorge da Beira, Sobral de Sao Miguel, Unido de freguesias de Teixoso e Sarzedo,
Tortosendo, Unido das freguesias de Vale Formoso e Aldeia do Souto do concelho da Covilhad (Caderno
de Especificacdes -Queijo da Beira Baixa DOP, 2016) (Figura 5). A regido em referéncia encontra-se no
centro da Beira Baixa, englobando toda a drea habitualmente conhecida como “Zona do feijao-frade”,
dada a ligacdo entre a cultura desta leguminosa com a criagdo de ovinos leiteiros, as condi¢des
ambientais e a dimensdo das propriedades. Como principais recursos hidricos contam-se os rios Tejo a
sul, o Zézere a norte, o Ponsul a este e o0 Ocreza a oeste (Martino et al., 2021).
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Figura 5 - Areas geograficas definidas para producéo dos Queijos da Beira Baixa DOP.
Fonte: https://www.dgadr.gov.pt, acedido em 26 de fevereiro de 2023.

3.1.1. Clima

A regido da Beira Baixa apresenta verdes quentes e secos e invernos relativamente moderados, no
que respeita a temperatura média e a precipitacdo. A temperatura média durante os meses de junho a
setembro é superior a 21°C e as temperaturas médias maximas em junho e agosto rondam os 32 °C. No
que respeita a precipitagio, concentra-se entre os meses de outubro a janeiro sendo muito baixa entre

junho e setembro (Figuras 6 e 7).

Temperatura do ar, Normais Climatoldgicas 1981-2010

Castelo Branco

5 JS chart by amCharts

| A =

-20
Jan Fev Mar Abr Mal Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
W Média da Minima (MTN) W Média da Média (MTT) W Média da Mixima (MTX) W Menor valor da Minima (TNN)
W Maior valor da Maxima (TXX)

Figura 6- Temperatura do ar em Castelo Branco..
Fonte: https://www.ipma.pt, acedido em 26 de fevereiro de 2023.
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Precipitagdo, Normais Climatologicas 1981-2010

Castelo Eranco
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Figura 7 - Precipitacao em Castelo Branco
Fonte: https://www.ipma.pt, acedido em 26 de fevereiro de 2023.

3.2. Caracteriza¢cao do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP

O queijo Amarelo da Beira Baixa é definido no anexo II do Despacho n? 10518/2007 como sendo
um queijo curado, de pasta semi-dura ou semi-mole, ligeiramente amarelada, com alguns olhos
irregulares, obtido pelo esgotamento da coalhada apés coagulacdo do leite de ovelha cru, in estreme ou
mistura de leite de ovelha e cabra, por acdo de coalho animal e produzido na area geografica
delimitada de produgdo. O caderno de especificacdes dos Queijos da Beira Baixa DOP ndo obriga a
utilizacdo de leite de ragas especificas e autdéctones, permitindo a utilizagdo de leite de racas exoticas.
Ainda assim, o caderno de especificacdes refere as duas racas autdéctones que, historicamente, se
encontram associadas ao Queijo da Beira Baixa DOP, a raga Merino da Beira Baixa e a raca caprina
Charnequeira, abrindo assim espago a quaisquer outras racas bem adaptadas a regido (Martino et al.,
2021). Segundo Tavaria et al (2006), o fabrico dos Queijos da Beira Baixa DOP, deve-se as
caracteristicas unicas do leite utilizado. Estas caracteristicas podem ser atribuidas parcialmente ao
facto de os rebanhos serem criados com acesso a pastagens espontaneas, num regime de producdo ao
ar livre e, em épocas de escassez, pode ser fornecido alimento conservado (fenos e palha) produzido na
regido (Caderno de Especificagdes - Queijo da Beira Baixa DOP, 2016).

Como descrito no Despacho n.2 10518/2007 e no seu Caderno de Especifica¢des, o queijo tem um
teor de humidade de 54 a 69 %, referido ao queijo isento de matéria gorda, e apresenta um teor de
gordura de 45 a 60 %, referido ao residuo seco. Apresenta uma forma de cilindro baixo (prato),
regular, com abaulamento lateral e ligeiro na face superior, sem bordos definidos. Crosta de
consisténcia semidura, de aspeto bem formada, fina e inteira e de cor amarelo ou amarelo-torrado. A
pasta é de textura fechada, medianamente amanteigada de aspeto untuoso, com alguns olhos
irregulares, de cor ligeiramente amarelada, uniforme. Quanto ao aroma e sabor apresenta um aroma
intenso e agradavel, sabor limpo e ligeiramente acidulado. As dimensoes e pesos estabelecidos variam
entre os 12 e os 16 cm de didmetro, para a altura de 3 a 5 cm. O peso pode variar entre 600 e 1000 g. A
maturacdo tem um tempo minimo de 40 dias e decorre em condi¢des que variam entre os 10 e os 18 °C
para a temperatura, e entre os 50 e os 70 % para a humidade relativa. De forma resumida, na Tabela
11, estdo descritas as principais carateristicas que o Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP deve
apresentar.
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Tabela 11- Principais carateristicas do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP

Carateristicas Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP

Massa (Kg) 0,6-1,0

Didmetro (cm) | 12-16

Altura (cm) 3-5

Cilindro baixo (prato), regular, abaulamento lateral e abaulamento ligeiro na face

Forma . o
superior, sem bordos definidos.
Crosta Semidura, bem formada, fina e inteira
Textura da . . .
Pasta Fechada ou com alguns olhos irregulares, medianamente amanteigada e untuosa.

Aroma e sabor | Aroma intenso e agradavel, sabor limpo e ligeiramente acidulado.

Gordura (%) | 45-60

Humidade (%) | 54 - 69

Para o Queijo da Beira Baixa DOP tipo Amarelo, pode também fabricar-se uma “merendeira” (0,32 -
0,5 kg, didmetro de 7 a 10 cm e com uma altura de 3 a 4 cm)

Fonte: Adaptado de Despacho n.° 10518/2007; Caderno de Especificacées - Queijos da Beira
Baixa DOP (2016).

Tecnologia de fabrico

A ordenha, ou seja, a obtencdo do leite, é o ponto inicial de todo o processo, sendo a qualidade
tecnolégica e seguranca alimentar do leite fundamentais para todo o processo, estando dependentes da
sua composi¢ao fisico-quimica e microbiolégica. O leite deve ser rico em proteina (caseina), gordura e
deve ter um bom equilibrio mineral, garantindo bom rendimento queijeiro (Martins, 2001).
Imediatamente apés a ordenha, o leite deve ser refrigerado. Segundo o Regulamento (CE) n.?
1662/2006, se o leite ndo for recolhido nas duas horas seguintes a ordenha, deve ser arrefecido a uma
temperatura igual ou inferior a 8°C no caso de recolha diaria; ou a 6°C, se a recolha nio for diaria.
Durante o transporte para a queijaria, a temperatura do leite arrefecido ndo deve exceder 10°C. Este
deve estar em perfeitas condi¢des sanitarias e cumprir os critérios aplicaveis ao leite definidos no
Regulamento (CE) n.2 1662/2006. As queijarias apenas devem aceitar leite produzido na area
delimitada.

No inicio da laboracdo do queijo, o leite é aquecido até alcancar a temperatura 6tima de coagulagao
(27 - 36 °C), durante 30 a 60 minutos. Durante esta fase pode ser adicionado o sal, que vai ajudar na
extracdo das enzimas proteoliticas (McSweeney, 2007). Neste tipo de Queijo o agente coagulante é de
origem animal, obtido a partir do abomaso (quarto estdmago dos ruminantes) de bezerros lactentes,
que contém quimosina e pepsina, duas proteases que coagulam o leite (Manuelian et al, 2020). A
quantidade de agente coagulante e sal usada no fabrico sdo empiricas, estando associadas ao saber
tradicional, transmitido entre gera¢des (Araujo-Rodrigues et al, 2020). Segundo o Caderno de
Especificacdes dos Queijos da Beira Baixa DOP, a salga pode ser por espalhamento de sal sobre a
superficie apds a prensagem, ou por imersao em salmoura. O processo de coagulagio termina quando a
coalhada se solta das paredes do recipiente que a contém. Nesta fase, o agente coagulante interage com
as caseinas, conduzindo a uma clivagem do dominio hidrofilico da k-caseina, que provoca uma
alteracdo na superficie das micelas de caseina, permitindo a sua agregacdo. Segue-se o aumento da
viscosidade do leite, provocando a sua gelificacdo, ou seja, a formagdo da coalhada (McSweeney et al,,
2017). Finda a coagulagdo, a coalhada é trabalhada fazendo o seu corte com uma lira, com o objetivo de
reduzir a sua granulometria e iniciar o dessoramento. Quando se atinge a granulometria apropriada, é
colocada em moldes e iniciada a prensagem, por forma a continuar o esgotamento do soro (Araujo-
Rodrigues et al., 2020).
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Segue-se a cura, etapa de fabrico em que se desenvolvem as principais carateristicas sensoriais do
queijo (Reis e Malcata, 2011). Relativamente ao periodo minimo de cura, os Queijos da Beira Baixa DOP
tipo Amarelo deve ser de 40 dias sob condi¢des de humidade e temperatura descritas na Tabela 12.

Tabela 12 - Temperatura, humidade e periodo minimo de cura do Queijo Amarelo da Beira Baixa
DOP.

Condigoes de cura Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP
Temperatura (°C) 10-18
Humidade relativa (%) 50-70
Periodo minimo (dias) 40

Fonte: Adaptado de Despacho N.° 10518/2007; Caderno de Especificacdes - Queijos da
Beira Baixa DOP (2016).

Terminado o processo de cura, segundo o Caderno de Especificacdes dos Queijos da Beira Baixa
DOP, estes devem ser armazenados em ambiente refrigerado (0-5°C), transportados a temperaturas
entre 0 e 10°C e, no local de venda/retalho, o produto deve estar entre 0 e 12°C. A congelacdo pode ser
efetuada a temperaturas entre -1°C e os -18 °C, por longos periodos. No que concerne a rotulagem,
para além da informacgdo obrigatéria legalmente exigida, deve figurar na rotulagem indicacdo DOP e
respetivo simbolo e a referéncia ao Organismo de certificacdo (Figura 8). As fases de fabrico deste tipo
de queijo estdo representadas na Figura 9.

Figura 8 - Selos que devem constar nos Rotulos dos queijos da Beira Baixa DOP.
Fonte: Produtos Tradicionais Portugueses - DOP - Denominacdo de Origem Protegida

(Produtos agricolas e géneros alimenticios) (dgadr.gov.pt).
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Figura 9 - Fases de producao do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP.
FONTE: Adaptado de Caderno de Especificacdes - Queijos da Beira Baixa DOP (2016).
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4. Material e métodos
4.1. Amostragem

Para cumprir com os objetivos estipulados, foram realizadas analises microbiolégicas a amostras
de Queijo da Beira Baixa DOP - Tipo Amarelo e a amostras de leite cru de cabra e ovelha. Apés a
recolha de amostras de leite cru e de queijo, foram transportadas para o Laboratério de Microbiologia
do CATAA em condig¢des de refrigeragio (caixas isotérmicas com termoacumuladores). As amostras de
queijo, apresentavam-se embrulhados em papel vegetal e/ou saco de plastico. As analises foram
realizadas imediatamente apds a sua recegdo. As amostras analisadas foram recolhidas num horizonte
temporal de junho de 2019 a junho de 2021, nao tendo havido uma periodicidade regular. As amostras
de leite e queijo foram recolhidas num produtor de Queijo da Beira Baixa. No total, foram recolhidas 31
amostras de leite cru (30 de ovelha e 1 de cabra) utilizado para o fabrico de Queijos DOP da Beira Baixa
e 20 Queijos (Tabela 13 e 14).

Tabela 13 - Carateristicas das amostras de leite cru recolhidas para analise.

Data de recolha Tipo de leite Més de recolha Epoca N2
06/12/2019 Ovelha 12
20/12/2019 Ovelha 12
10/01/2020 Ovelha 1
24/01/2020 Ovelha 1 °
07/02/2020 Ovelha 2 § 10
21/02/2020 Ovelha 2 z
18/12/2020 Ovelha 12 =
08/01/2021 Ovelha 1
22/01/2021 Ovelha 1
26/02/2021 Ovelha 2
06/03/2020 Ovelha 3
18/05/2020 Ovelha 5 «
26/03/2021 Ovelha 3 g
09/04/2021 Ovelha 4 g 7
30/04/2021 Ovelha 4 =
14/05/2021 Ovelha 5 A
28/05/2021 Ovelha 5
14/06/2019 Ovelha 6
12/07/2019 Ovelha 7
12/07/2019 Cabra 7 8
09/08/2019 Ovelha 8 & 7
01/06/2020 Ovelha 6 >
15/06/2020 Ovelha 6
25/06/2021 Ovelha 6
11/10/2019 Ovelha 10
08/11/2019 Ovelha 11
22/11/2019 Ovelha 11 e
02/10/2020 Ovelha 10 ..g 7
16/10/2020 Ovelha 10 o
30/10/2020 Ovelha 10
13/11/2020 Ovelha 11

Total de amostras de leite analisadas 31
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Tabela 14 - Carateristicas das amostras de queijo curado recolhidas para analise.

Data de recolha Més de recolha Epoca N2 Total de amostras

20/12/2019 12
24/01/2020 1 =
21/02/2020 2 § 5
08/01/2021 1 E
26/02/2021 2
18/05/2020 5 o
16/03/2021 3 5
30/04/2021 4 2 5
04/05/2021 5 _§

=9
28/05/2021 5 20
14/06/2019 6
12/07/2019 7 g
09/08/2019 8 5 5
15/06/2020 6 >
25/06/2021 6
01/10/2019 10
25/10/2019 10 e
22/11/2019 11 S 5
30/10/2020 10 3
27/11/2020 11

4.2. Analises microbiolégicas em amostras de leite cru e de queijo

Para a caracterizagdo da microbiota de leite cru utilizado no fabrico de Queijos da Beira Baixa DOP
tipo Amarelo, para além dos meséfios que estdo legislados (Regulamento (CE) N.2 1662/2006), foram
efetuadas contagens (UFC/mL) de microrganismos psicrotréficos, Pseudomonas spp., bactérias
coliformes, Escherichia coli f3-glucuronidase positiva, leveduras e bolores, de acordo com as
metodologias indicadas na Tabela 15. Seguindo as instrucdes da ISO 6887-1 (1999) e ISO 6887-5
(2010), foi feita a preparagdo da suspensao inicial e das dilui¢des decimais sucessivas.

Tabela 15 - Parametros microbiologicos e metodologias usadas na analise das amostras de leite
cru.

Parametros microbiolégicos Métodos Meio de cultura Inoculaciao Incubacio
Mesoéfilos | 1SO 4833-1:2013 PCA Incorporagdo 30°C; 72+3h

Psicrotroficos 1SO 8552:2004 PCA Incorporagdo 21°C; 22h
Pseudomonas spp. 1SO 11059:2009 PPA Espalhamento 25 °C; 48+2h

[ a 1
Bactérias coliformes | 1SO 4832:2006 VRBL neorporagdo dupla 37 °C; 24%2h
camada
Escherichia coli 3-gl i
scherichia coli R-glucuronidase | o) 1 oc19.5.9001 TBX Incorporagio 44.°C;18-24h
positiva

Leveduras e bolores (aw>0,95) | 1SO 21527-1:2008 DRBC Espalhamento 25 °C; 2-5 dias

A caracteriza¢ido da microbiota de Queijo da Beira Baixa DOP - tipo Amarelo, foi realizada a massa a
semelhanca do descrito por Choi et al. (2020). Para esta caracterizacdo, efetuou-se a contagem de
UFC/g de bactérias lacticas, microrganismos psicrotroficos, enterobactérias, bactérias coliformes, E.
coli B-glucuronidase positiva, estafilococos coagulase positiva (previsto no Regulamento (CE) n.2
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2073/2005), leveduras, bolores. Nas amostras de queijo, dado que se trata de um produto final, e
seguindo os critérios de seguranca alimentar definidos no Regulamento (CE) n.2 2073/2005, efetuou-
se ainda a pesquisa de Salmonella spp. em 25 g (ISO 6579-1:2017) e a pesquisa de Listeria
monocytogenes em 25 g (ISO 11290-1:2017). Na Tabela 16 apresentam-se os métodos, meios de
cultura, técnicas de inoculagido e condi¢des de incubagio para as andlises efetuadas na massa do queijo.

Nas contagens, procedeu-se a validacdo das leituras efetuadas nas dilui¢des sucessivas e nos ensaios
em paralelo (ISO 14461-2:2005) e efetuaram-se os calculos (ISO 7218:2007), sendo os resultados
expressos em UFC/mL para a matriz leite e em UFC/g para o queijo.

Tabela 16 - Parametros microbiolégicos e metodologias usadas na analise das amostras de

queijo.
Pardametros microbioldgicos Métodos Meio de Cultura Inoculagao Incubagao
Bactérias Lacticas ISO 15214:1998 MRS Incorporagao 30°C; 72+3h
Psicrotroficos [SO 17410:2001 PCA Incorporagdo 6,5 °C; 10dias
IS0 21528- I do dupl
Enterobacteriaceae S 8 VRBG neorporagao dupia 37 °C; 24+2h
2:2017 camada
I 3o dupl.
Bactérias coliformes | IS0 4832:2006 VRBL ficorporagdo dupia 37 °C; 24£2h
camada
Escherichi li 3-gl id ISO 16649-
scherichia colt S-giucuronidase TBX Incorporagio 44.°C; 18-24h
positiva 2:2001
) - ISO 6888-2:1999/ ~ 35°C; 18-24h
Estafilococos coagulase positiva Amd 1:2003 BP+RPF Incorporagdo (+24h)
ISO 21527-
Leveduras e bolores (aw <0,95) 1:2008 DG18 Espalhamento 25 °C; 5-7 dias

E de referir que as andlises aos parametros microbiolégicos, bactérias coliformes e E. coli, foram

realizadas em menor nimero, uma vez que s6 comegaram a ser realizadas a partir de agosto de 2019.

4.3. Tratamento estatistico dos dados

A andlise estatistica dos dados foi realizada com recurso ao programa IBM SPSS Statistics 21. As

contagens foram transformadas em log, foram calculadas médias, desvios-padrao e realizou-se testes

ndo paramétricos nomeadamente o teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes com um

nivel de significancia de 5%.

38




Qualidade do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP, efeito da época de producdo na qualidade microbiolégica

5. Resultados e discussao
5.1. Qualidade microbiolégica do leite cru e efeito da época de
producao.

Do total das amostras de leite analisadas neste estudo (n=31), 96,7% correspondem a leite cru de
ovelha. Foi analisada apenas uma amostra de leite cru de cabra. A Figura 10 mostra os valores médios
de microrganismos mesofilos, psicrotréficos, Pseudomonas spp., bactérias coliformes, E. coli, leveduras
e bolores das amostras de leite cru de ovelha e cabra, recolhidas nas diferentes épocas do Ano
(inverno, primavera, verdo e outono).

Pseudomonas : SR a8 b"b
spp. { = —" ),
£ : }—— ab
Psicrotréficos | b
J = 3 -2
. 3 ab
Microrganismos — 3
a 30 °C ' E——- b

L 3} be

Leveduras ; a 8
. —r mil} .ab
) &

, (T
E. coli ——
{ ~ 3 -~
8 J -2
BO’OI‘CS ————9 +

Bactérias | ey
.,

coliformes ‘ 8

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0
Log (UFC/mL)

) Outono ) Verdo © Primavera | Inverno

Figura 10 - Contagens microbianas no leite (31 amostras), em que cada estacao sao
expressas como valores médios + desvio-padrao para cada microrganismo, letras diferentes
dentro de cada grupo microbiano sao significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com os
testes ndo paramétricos, nomeadamente o teste de Kruskal-Wallis.

O leite no verdo apresentou valores médios para as contagens dos referidos microrganismos
estatisticamente inferiores aos das restantes épocas, a excecdo das bactérias coliformes (3,5 Log
UFC/mL).

Além disso, os resultados mostram uma clara predominancia de Pseudomonas spp, psicrotroficos e
mesofilos na primavera.

De acordo com diferentes autores, mudangas sazonais na composicdo do leite, influenciam nio sé
rendimento do queijo, como a qualidade microbioldgica do leite (Barron et al,, 2001). Tal como ja era
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esperado, apds revisdo bibliografica, as contagens microbioldgicas no leite apresentaram alta
variabilidade. Os valores médios para as contagens dos referidos microrganismos, deferiram
significativamente com a época, a exce¢do dos bolores, E. coli e das bactérias coliformes (Tabela 17).

Tabela 17 - Influéncia sazonal nas contagens microbianas (Log UFC/mL) nas amostras de leite

analisadas.

Grupo Microbiolégico / Epoca | Inverno | Primavera | Verio Outono
Pseudomonas spp. 6,1£1,3 b 6,4+0,6P 4,6+1,22a | 6,0+£1,5P
Psicrotroéficos 4,8+0,92 6,0+0,7b 4,8+0.52 | 5,6+0,9ab
Mesobfilos 6,0+£0,63b 6,6+0,6 5,5+0,52 | 6,0£0,7ab
Leveduras 4,5+0,93ab 3,8+0,4a 3,5+1,32 | 5,7+0,9b
E. coli 2,3+1,2a 2,1+0,72 1,9+0,72 | 2,1+0,72
Bolores 2,9+0,92 2,4+0,72 2,3+0,52 | 2,8+0,72
Bactérias coliformes 3,6+0,72 3,5+1,4a 3,6+£0,42 | 3,8+1,12

As contagens microbianas em cada estacdo sdo expressas como valores médioszdesvio padrdo para
cada microrganismo. Letras diferentes dentro de cada grupo microbiano sao significativamente
diferentes (p<0,05) de acordo com os testes ndo paramétricos, nomeadamente o teste de Kruskal-
Wallis.

O leite no verao apresentou valores médios das contagens de Pseudomonas spp. (4,6 Log UFC/mL)
estatisticamente inferiores (p<0,05) aos leites analisados nas restantes épocas, a semelhanca dos
resultados obtidos por Vega (1996) citado por Barron et al. (2001).

A semelhanca de Pseudomonas spp. os leites analisados no verio apresentaram valores médios das
contagens de psicrotroéficos (4,8 Log UFC/mL) inferiores aos leites analisados na primavera e no
outono, tendo-se verificado diferencas significativas (p<0,05) entre verdo e a primavera e inverno e
primavera. Sendo estes um dos principais indicadores de qualidade do leite (Chambers, 2002; Perin et
al, 2018), estes resultados parecem sugerir que, para estas amostras, o leite no verao apresentou
melhor qualidade. Das 31 amostras de leite analisadas, 77% apresentaram contagens de psicrotroéficos
inferiores ao valor recomendado por McSweeney (2007) (6 Log UFC/mL).

Fotou et al. (2011) observou, em 240 amostras de leite cru de ovelha, valores de psicrotroéficos que
variaram entre 2,7 e 4,7 Log UFC/mL, resultados semelhantes foram observados, em 61 amostras de
leite cru de cabra por Yamazi et al. (2013) (4,1 Log UFC/mL), os valores obtidos nas amostras deste
trabalho sdo superiores aos observados por estes autores.

No que concerne a Pseudomonas spp., o estudo realizado por Fotou et al. (2011) em leite cru de
ovelha, relatou que todas as 240 amostras analisados no seu trabalho apresentaram contagens
inferiores ao limite de quantificacdo, mas Montel et al. (2014), observou em amostras de leite de
ovelha e cabra, valores de Pseudomonas spp. que variaram entre 2,0 e 4,7 Log UFC/mL. Resultados
semelhantes foram obtidos por Sanjuan et al. (2003), em 16 amostras de leite cru ovino, reportando
um valor médio de 4,1 Log UFC/mL. Comparando com os resultados observados por estes autores, as
médias das contagens de Pseudomonas spp. no verao (4,6 Log UFC/mL), outono (6,0 Log UFC/mL),
primavera (6,4 Log UFC/mL) e inverno (6,1 log UFC/mL) estdo acima desses valores.

A refrigeracdo adequada do leite é fundamental para controlar o desenvolvimento de psicrotéficos
e Pseudomonas spp. (D’Amico et al, 2008). Embora se tenha verificado na recolha que o leite se
encontrava refrigerado a 4 °C em conformidade com o previsto no Regulamento (CE) n.2 1662/2006,
que dita que o leite deve ser arrefecido a uma temperatura igual ou inferior a 8°C no caso de recolha
diaria, ou 6 °C, se a recolha ndo for didria, ndo conseguimos ter informacdo sobre ha quanto tempo o
leite tinha sido recolhido. Dado que a maioria das explora¢des de leite da regido é de pequena
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dimensdo, podemos suspeitar que o leite recolhido ndo seja do dia, fator este que pode ter
contribuindo para uma elevada contagem de Pseudomonas.

A frequéncia de recolha de leites mais alargada, combinado com as temperaturas de refrigeracao
baixas, reforca o pressuposto de que um longo intervalo de tempo entre a ordenha e a utilizacdo do
leite aumenta a possibilidade de contaminacdo do mesmo, permitindo o desenvolvimento de
psicrotroficos e de Pseudomonas spp. em leite cru (D’Amico et al., 2008).

Relativamente aos valores obtidos nas contagens médias de meséfilos nas diferentes épocas,
verificou-se diferencas significativas (p<0,05) entre o verdo (5,5 Log UFC/mL) e a primavera (6,6 Log
UFC/mL), a semelhan¢a dos resultados observados por Veja (1996) citado por (Barron et al., 2001),
tendo este também observado valores mais baixos em junho (6,6 Log UFC/mL), més que corresponde a
época de verdo no presente trabalho. As médias das contagens variaram entre 5,0 e 6,6 Log UFC/mL,
com valores superiores aos encontrados por outros autores em leite cru de ovelha, cabra (4,2-5,4 Log
UFC/mL) (D’Amico et al, 2008; D’Amico e Donnelly, 2010). Sendo os microrganismos mesofilos
indicadores de qualidade do leite, refletindo as condi¢oes de higiene a que este esteve sujeito (Perin et
al, 2018; Saraiva et al., 2019), podemos considerar que as amostras de leite cru analisadas tém
qualidade questionavel de acordo com as recomendagdes para o leite cru (Grupo 4 - Alimentos ou seus
componentes contendo flora especifica (106- < 107) (Tabela 10). Das 31 amostras analisadas, apenas
45% apresentava qualidade microbiolégica satisfatéria (<5,7 Log UFC/mL), em conformidade com o
Regulamento (CE) n.2 1662/2006. Embora este critério seja apenas aplicado aos produtores (média ao
longo de um periodo de dois meses, com pelo menos duas colheitas mensais) referimos aqui este
critério de forma a ter um valor de referéncia para avaliacdo do leite. A contaminacéo do leite cru pode
ocorrer em diferentes etapas, através do contato com o animal e com o equipamento, se as condi¢des
higiene forem deficientes (Martins, 2001; Quigley et al, 2013). A realizacdo de algumas praticas
(deficiente ou auséncia de higiene da superficie dos tetos, como equipamentos, utensilios de ordenha e
o uso de agua ndo tratada), sdo alguns dos fatores que podem, de alguma forma, ter provocado
contagens superiores ao limite exposto no Regulamento (CE) n.2 1662/2006 (<5,7 Log UFC/mL).

No que concerne a quantificacdo de bactérias coliformes, o leite cru analisado nao apresentou
diferencas significativas (p<0,05), entre estagdes. Resultados semelhantes foram obtidos por Veja
(1996) citado por (Barron et al., 2001). Os valores médios das contagens de coliformes no leite cru sao
superiores a média obtida por Sanjuan et al. (2003) (2,3 Log UFC/mL), mas semelhantes aos
resultados obtidos por Pisano et al. (2006) (3,5 Log UFC/mL) quando analisou o leite cru de ovelha
utilizado no fabrico de Queijo Fiore Sardo DOP. Diversos autores referem que contagens superiores a 2
Log UFC/mL para coliformes sdo indicadoras de praticas de higiene inadequadas, contaminacdo da
agua utilizada ou presenga de mastites no rebanho (McSweeney, 2007; D’Amico e Donnelly, 2010).

Relativamente aos valores obtidos nas contagens médias de E. coli, nao se verificaram diferengas
significativa (p<0,05) nas diferentes épocas. Os valores observados neste trabalho (1,9- 2,3 Log
UFC/mL) sdo superiores aos reportados por Sanjuan et al. (2003) (0,45 Log UFC/mL). De acordo, com
os “Valores Guia” do INSA, os leites analisados tém qualidade questionavel. A presenca de E. coli. esta
muitas vezes associada a presenca de mastites no efetivo leiteiro, sendo uma possivel fonte de
contaminacdo do leite. Outra possivel fonte é a auséncia de limpeza dos Uberes antes de iniciar a
ordenha, (Chambers,2002; McSweeney, 2007; McSweeney et al,, 2017; Perin et al,, 2018).

A semelhanca das bactérias coliformes e E. coli,, a média das contagens no leite cru para bolores
ndo se verificaram diferencas significativas (p<0,05). Os valores médios variaram entre 2,3 e 2,9 Log
UFC/mL. Segundo Quigley et al. (2013), as contagens de bolores tendem a estar presentes em
contagens inferiores as das leveduras, o que corrobora os resultados obtidos no presente estudo,
tendo-se verificado diferencas significativas (p<0,05) entre as médias das contagens entre o verdo-
outono (3,5-5,7 Log UFC/mL) e primavera-outono (3,8- 5,7 Log UFC/mL).
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5.2. Qualidade microbiolégica do Queijo Amarelo da Beira Baixa
DOP e efeito da época de producao

Os queijos de leite cru podem ser veiculos potenciais de microrganismos e constituir um risco para
o consumidor. No Regulamento (CE) n.2 2073/2005, estd prevista a quantificacdo de estafilococos
coagulase positiva e as pesquisas de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes (Tabelas 8 e 9 ).Neste
trabalho para avaliar a qualidade do Queijo Amarelo da Beira Baixa, para além dos parametros
previstos por este regulamento foram também incluidas contagens de bactérias lacticas,
microrganismos psicrotrdficos, enterobactérias, bactérias coliformes, E. coli B-glucuronidase positiva,
leveduras, bolores e estafilococos, a semelhanga da metodologia utilizada por outros autores (Freitas
et al.,, 1996; Tavaria e Malcata 1998; Tavaria e Malcata, 2000; Picon et al., 2006; Pisano et al., 2006;
Tavaria et al, 2006). A Tabela 18 retine os valores médios e desvios-padrdo da contagem de
estafilococos coagulase positiva, que constitui um critério de higiene dos processos e resultados das
pesquisas de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes no Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP
analisados neste trabalho.

Tabela 18 - Valores médios e desvios-padrao das contagens de estafilococos coagulase positiva,
e resultados das pesquisas de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes nos Queijos Amarelos
da Beira Baixa DOP.

Inverno Primavera | Verao Outono
Estafilococos coagulase positiva
(Log UFC/g) 2,8+1,0 3416 | 2,8t16 | 24*16
Salmonella spp. Auséncia em 25 g (n=20)
Listeria monocytogenes

De acordo com os resultados apresentados na tabela 18, as amostras de queijo analisadas ndo
excedem o limite imposto para estafilococos coagulase positiva, estando em conformidade com o
Regulamento (CE) n.2 2073/2005. Neste Regulamento estd prevista a contagem de estafilococos
coagulase positiva em queijo fabricado com leite cru, “durante o processo de fabrico, no momento em
que se prevé que o numero de estafilococos seja mais elevado”. Esta regulamentado que caso sejam
observados valores superiores a 5 Log UFC/g, o lote de queijo deve ser testado para enterotoxinas
estafilocécicas. No entanto, importa referir que o Regulamento refere a recolha de cinco amostras de
queijo dentro do mesmo lote, ndo se tendo cumprido com este pressuposto. Relativamente as
pesquisas de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes (critérios de seguranca dos géneros
alimenticios) em todas as amostras de queijo analisadas observou-se auséncia em 25 g. O
cumprimento dos critérios regulamentados assegura que os queijos analisados neste trabalho nao
contém microrganismos, nem as suas toxinas, em quantidades que oferecam risco a saide humana,
assegurando desta forma a protecdo do consumidor. A Figura 11 retine os valores médios e desvios-
padrio das contagens efetuadas na massa do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP em estudo nas
diferentes épocas do ano.
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Figura 11- Contagens microbianas no queijo Amarelo da Beira Baixa dop (20 amostras), em
que cada estacdo sdo expressas como valores médios + desvio-padrao para cada microrganismo,
letras diferentes dentro de cada grupo microbiano sao significativamente diferentes (p<0,05) de
acordo com os testes ndo paramétricos, nomeadamente o teste de Kruskal-Wallis.

Fazendo uma apreciagdo global dos resultados observados, podemos concluir que as contagens de
bactérias laticas, enterobactérias e leveduras apresentam valores similares a outros estudos
anteriores. As contagens de bactérias laticas apresentaram valores médios de 8,2 e 8,5 Log UFC/g, em
conformidade com resultados obtidos por Tavaria e Malcata (1998) e Tavaria et al. (2006) (7-9 Log
UFC/g). Para enterobactérias, o valor médio das contagens foi de 3,8 a 4,8 Log UFC/g. Autores como
Freitas et al. (1996), Tavaria e Malcata (1998), Tavaria e Malcata (2000), Pintado et al (2008),
reportaram contagens médias compreendidas entre os 3 e >8 Log UFC/g.

As leveduras, apresentaram valores médios de 3,4 e 4,3 Log UFC/g, em conformidade com os
resultados de outros autores para a mesma tipologia de queijo (Queijo Fiore Sardo DOP, Queijo da
Beira Baixa DOP- Tipo Picante e Terrincho DOP), para os quais variaram entre <1 e 7 Log UFC/g
(Freitas et al,, 1996; Pisano et al., 2006; Pintado et al. 2008). Os bolores apresentaram valores médios
de 1,2 e 1,7 Log UFC/g e os psicrotroficos valores médios entre os 6,8 e 7,4 Log UFC/g. Relativamente a
quantificacdo de bactérias coliformes, obtiveram-se contagens médias compreendidas entre 3,7 e 4,8
Log UFC/g. Estes valores foram superiores aos observados por Pisano et al. (2006), em Queijo Fiore
Sardo DOP (2,9 Log UFC/g), produzido em Italia.
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Para contagem de E. coli. a Food Standards Scotland (2018), recomenda um limite higiénico de 2
Log UFC/g. No nosso trabalho obtiveram-se contagens médias compreendidas entre 1,3 e 2,0 Log
UFC/g, cumprindo assim o limite recomendado.

Considerando os parametros analisados neste trabalho, os microrganismos predominantes na
massa dos queijos foram as bactérias lacticas, seguidas de microrganismos psicrotroficos,
enterobactérias e bactérias coliformes. Verificam-se, maiores contagens no inverno e menores
contagens na primavera. Relativamente a média das contagens de estafilococos, leveduras e bolores,
observaram-se maiores contagens na primavera e menor contagem no outono, a excecdo das leveduras
que tiveram maior contagem no inverno e menor contagem na primavera. Resultados semelhantes
foram obtidos por outros autores (Figueiredo et al., 2015; Bonetta et al, 2008; Tapia, 2018). Num
estudo feito por Tapia (2018), a trés produtores durante duas épocas de produgio (seca e chuvosa),
observou-se diferencas entre estacdes, em que a estagdo chuvosa estava associada a uma maior
diversidade bacteriana. Resultados semelhantes foram também observados no leite e no Queijo
Artesanal de Minas do Serro em diferentes meses. No leite e nos queijos foram observadas maiores
contagens de coliformes em janeiro e novembro, os quais apresentavam maior indice pluviométrico
(Figueiredo et al., 2015). Embora no nosso estudo nao se tenham verificado diferencas significativas
das médias das contagens entre épocas tanto nos leites como nos queijos para bactérias coliformes, a
semelhanca deste autor, obtivemos valores médios de coliformes superiores no outono (no leite) e no
inverno (nos queijos). No caso das leveduras, nao se verificaram diferencgas significativas entre épocas
no leite, no entanto no queijo houve diferencas significativas p<0,05 entre o inverno e a primavera (4,3
- 3,4 Log UFC/g) (Tabela 19).

Tabela 19 - Influéncia sazonal nas contagens microbianas (Log UFC/g) nas amostras de Queijo
Amarelo da Beira Baixa DOP analisadas.

Grupo Microbioldgico / Epoca | Inverno | Primavera Verao Outono
Psicrotroficos 7,4+0,62 6,9+0,52 7,0+0,72 6,8+0,82
Leveduras 4,3+0,7b 3,4+0,42 3,5+0,9ab 3,6+0,4ab
Estafilococos 2,8+1,02 3,4+1,62 2,8+1,62 2,4+1,62
E. coli 2,0+0,82 1,5+0,72 1,5+0,42 1,3+0,72
Enterobacteriaceae 4,.8+1,32 3,8+0,52 3,9+0,72 4,2+0,82
Bolores 1,6+0,42 1,7+1,52 1,5+0,82 1,2+0,3a
Bactérias coliformes 4,8+1,2a 3,9+0,62 3,8+0,42 3,7+1,72
Bactérias laticas mesofilas 8,5+0,52 8,2+0,42 8,4+0,42 8,4+0,32

As contagens microbianas em cada estacdo sdo expressas como valores médiostdesvio padrao
para cada microrganismo. Letras diferentes dentro de cada grupo microbiano sao
significativamente diferentes (p<0,05) de acordo com os testes ndo paramétricos, nomeadamente
o teste de Kruskal-Wallis.

Estes resultados corroboram com os resultados obtidos por Bonetta et al. (2008), segundo estes
autores, a época de producdo parece influenciar a qualidade do queijo, reportando um efeito sazonal
significativo na contagem de mesoéfilos, bactérias laticas e fungos (inverno <verdo <primavera, p
<0,05), nas amostras de queijo Robiola di Roccaverano (queijo italiano feito de leite cru de cabra com
Denominacdo de Origem Protegida). De acordo com o mesmo estudo, também houve diferencas
significativas entre as estagdes do ano para os microrganismos do grupo dos coliformes (inverno <
primavera < verao).

Verificou-se que tanto no leite como no queijo as bactérias coliformes e as leveduras encontram-se
em maior nimero nas épocas de outono e inverno. O indice pluviométrico registado nestas alturas do
ano, podem contribuir para a presenca destes microrganismos, no entanto, ndo nos podemos esquecer
que existem iniumeros fatores que podem condicionar a qualidade do leite e do queijo.
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6. Conclusao

Com o objetivo de determinar a qualidade do Queijo Amarelo da Beira Baixa DOP e verificar a
influéncia da estacdo do ano na sua qualidade microbiolégica, foram analisadas 31 amostras de leite
cru (30 de ovelha e 1 de cabra) e 20 amostras de queijos. As amostras foram recolhidas e analisadas
entre junho de 2019 e junho de 2021. No leite, foram feitas contagens de meséfilos (parametro
referido no regulamento (CE) n.2 1662/2006), psicrotréficos, Pseudomonas spp., bactérias coliformes,
E. coli. B-glucunosidade positiva, leveduras e bolores. No queijo, foram feitas contagens de bactérias
laticas, microrganismos psicrotroficos, enterobactérias, bactérias coliformes, E. coli. -glucunosidade
positiva, leveduras, bolores e estafilococos coagulase positiva (previsto no Regulamento (CE) n.2
1441/2007), bem como a pesquisa de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes.

Os resultados deste trabalho demonstram que relativamente aos meso6filos (indicador de
qualidade no leite), os leites analisados apresentam qualidade microbiolégica insatisfatoria.

As médias das contagens por época foram superiores ao limite legal em vigor (5,7 Log UFC/mL).
Embora este critério s6 possa ser aplicado ao produtor, e os leites analisados sejam de um conjunto de
produtores, os resultados demonstram a necessidade de melhoria da qualidade microbiolégica do leite
cru produzido.

Para os restantes parametros microbiolégicos analisados, foram obtidas contagens médias para
Pseudomonas spp. de 6,1 Log UFC/mL (inverno), 6,4 Log UFC/mL (primavera), 4,6 Log UFC/mL (verao)
e 6,0 Log UFC/mL (outono), tendo-se verificado no verdo valores médios das contagens de
Pseudomonas spp., (4,6 Log UFC/mL), estatisticamente inferiores (p<0,05), aos leites analisados nas
restantes épocas.

Para os psicrotroéficos, foram obtidas contagens médias de 4,8 Log UFC/mL no inverno, 6,0 Log
UFC/mL na primavera, 4,8 Log UFC/mL no verdo e 5,6 Log UFC/mL no outono. A semelhanga do que se
observou para Pseudomonas spp., os leites analisados no verdo apresentaram valores médios das
contagens de psicrotréficos (4,8 Log UFC/mL), inferiores aos leites analisados na primavera e no
outono, tendo-se verificado diferengas significativas (p<0,05) entre o verdo<primavera e
inverno<primavera. Os valores observados estio de acordo com o recomendado por McSweeney
(2007), ou seja, devem ser inferiores a 6 Log UFC/mL.

N

Relativamente a contagem de bolores e leveduras, obtiveram-se contagens médias de bolores
(inverno<outono<primavera<verio), inferiores as contagens de leveduras
(outono<inverno<primavera<verdo), verificando-se apenas diferencas significativas (p<0,05) na
contagem de leveduras entre as médias das contagens do verdo<outono (3,5 - 5,7 Log UFC/mL) e a
primavera<outono (3,8 - 5,7 Log UFC/mL).

No que concerne a contagem de bactérias coliformes e Escherichia coli, ndo se verificaram
diferencas significativas (p<0,05) entre as quatro estagdes. Os resultados obtidos, que excedem o limite
higiénico recomendado de 2 Log UFC/mL, indicam a necessidade de adog¢ao de boas praticas de higiene
por forma a garantir uma melhoria na qualidade higiénica do leite.

Os resultados nas determinag¢des microbiolégicas realizadas as amostras de Queijo Amarelo da
Beira Baixa DOP, relativamente aos parametros do Regulamento (CE) n.2 2073/2005, indicam uma
conformidade no que diz respeito as pesquisas de Salmonella spp. (auséncia em 25 g), e de Listeria
monocytogenes (auséncia em 25 g). Em relacdo a quantificacdo de estafilococos positiva, observaram-
se contagens inferiores ao limite superior legislado (5 Log UFC/g).

De um modo geral, as contagens médias dos diferentes grupos microbianos no queijo, a excecdo
dos bolores e dos estafilococos coagulase positiva, sdo superiores no inverno do que nas restantes
estacdes do ano.
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As quantificagdes de bactérias lacticas, enterobacteriaceae e leveduras apresentaram valores
semelhantes aos resultados de outros autores. As bactérias lacticas obtiveram-se contagens superiores
no inverno>outono>verao>primavera, ndo se tendo verificado diferencas significativas (p<0,05) entre
as diferentes épocas. Em relacdo as bactérias coliformes, embora se tenham obtido contagens médias
superiores no inverno>primavera>verdao>outono, nio se verificaram diferencas significativas (p<0,05)
entre épocas. Relativamente a média das contagens de Escherichia coli, obtiveram-se contagens
superiores no inverno, nas diferentes épocas, no entanto sem significancia estatistica.

A semelhanca do leite, obtiveram-se contagens de leveduras superiores as contagens de bolores.
Para os bolores obtiveram-se contagens superiores na primavera (1,5 Log UFC/g), ndo se tendo
verificado diferencas significativas entre as diferentes épocas. Ja em relacdo a quantificacio de
leveduras, verificou-se diferencas significativas (p<0,05) entre o inverno>primavera (4,3 -3,4

Log/UFC/g) respetivamente.

Para as médias das contagens de psicrotroéficos e enterobactérias, também nao se verificaram
diferencas significativas (p<0,05), tendo-se obtido contagens superiores no inverno (7,4 e 4,8 Log
UFC/g), respetivamente.

De um modo geral, podemos concluir que tanto no leite como no queijo o grupo predominante sdo
os psicrotroéficos. Estes resultados demonstram a necessidade de melhoria da qualidade do leite e
consequentemente do queijo.

Em suma, a realizagdo deste trabalho permitiu um melhor conhecimento acerca do Queijo Amarelo
da Beira Baixa DOP, bem como da matéria-prima utilizada na sua produc¢do. Este estudo teve como
principal limitacdo a baixa representatividade de amostras, constituindo assim apenas um estudo
preliminar, que carece de mais investigacdo futuramente.
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Figure 1 - Means dard deviation A- Milk (31 ples); B- Cheese (20 samples). Microbial counts at each season are expressed as mean values + standard deviation for each
ic tests, namely the Kruskal-Wallis test.

microorganism. Different letters within each microbial group are significantly different (p<0.05) ding to the
a® .
“. Conclusion
In general, we conclude that in milk and cheese, coliform bacteria and yeasts are predominant in the autumn and winter seasons. In milk, mean counts

differed significantly p<0.05 with season, except for molds, E.coli and coliform bacteria.
In cheese, yeast count means are significantly lower in spring as compared to winter, p<0.05. On the other hand, in milk samples, yeasts are significantly

higher in fall as compared to all other seasons, p<0.05.
= The analyzed cheeses in this study do not contain pathogen microorganisms, meeting safety regulations and ensuring the safety of consumers.
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