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RESUMO 

Este trabalho teve como objectivo estudar o efeito da refrigeração no leite de ovelha. Após 

caracterização inicial, o leite cru de ovelha foi refrigerado a 4 °C e a 8 °C durante sete dias, 

ao longo dos quais foi estudada a evolução da população microbiana (mesófila total 

(ISO/DIS 6610) e psicrotrófica (ISO/DIS 8552)), do pH e da aptidão à coagulação, através 

de ensaios de coagulação com o Optigraph. Ao fim de três dias de refrigeração, registaram-

se aumentos nos valores das contagens de mesófilos de 10 e 52 vezes e de 15 e 87 vezes 

nos valores dos psicrotróficos, a 4 °C e a 8 °C, respectivamente. O pH diminuiu 

significativamente ao longo da refrigeração, sobretudo a 8 °C e a partir do 2º dia, o que 

influenciou significativamente o início da agregação micelar. A refrigeração a 4 °C não 

apresentou efeito significativo na aptidão à coagulação e permitiu controlar a evolução das 

populações microbianas (psicrotróficas particularmente) por um período de 48 horas. 

Os resultados apresentados reforçam a convicção de que quando a refrigeração é feita a 

temperaturas e tempos de armazenagem inadequados, poderão ser seleccionadas 

populações de bactérias psicrotróficas que poderão afectar negativamente o fabrico de 

queijo com leite cru. 

Palavras-chave: Leite cru de ovelha, queijo de ovelha, refrigeração, psicrotróficos, aptidão à 

coagulação 
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ABSTRACT  

The objective of this study was to investigate the effect of the cooling on ewe’s milk. After an 

initial characterization, the raw milk was refrigerated at 4 °C and 8 °C for seven days, through 

what was studied the evolution of the microbial population (total mesophilic (ISO/DIS 6610) 

and psychrotrophic (ISO/ IS 8552)), pH and the ability to coagulation, through clotting tests 

with the Optigraph. After three days of cooling, there were increases in the population of 

mesophiles, 10 and 52, and 15 and 87 times the values of psychrotrophic, at 4 °C and 8 °C, 

respectively. The pH decreased very significantly along the cooling, especially at 8 °C and 

from 2nd day, which influenced the start of the micellar aggregation. The cooling at 4 °C 

showed no significant effect on the ability to clotting and allowed the control of development 

of microbial populations (particularly the psycrotrophic population) for a period of 48 hours. 

The results presented in this study reinforce the belief that when the cooling is at inadequate 

temperatures and storage times, microbial populations can be selected favoring 

psychrotrophic bacteria that may have a negative effect on manufacture of the cheese from 

raw milk.  

 

Key words: raw ewe's milk, ewe's cheese, cooling, psychrotrophic, the ability to clotting  
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EXTENDED ABSTRACT  

Much of the ewe's milk produced worldwide is used in the production of cheese. In Portugal, 

you can say that the whole ewe's milk produced is used in the manufacture of cheese. With 

the gradual increase in the volume of milk processed in the manufacture of traditional 

cheese, it is necessary the integration of technologies elements of industry, in order to keep 

up the volume of production while preserving a traditional production system. In cheese PDO 

(Protected Designation of Origin) this need is even more evident. This study was aimed to 

investigate the effect of cooling on ewe’s milk. It was used milk from a manufactures from the 

area of production of cheese from Azeitão. The samples of milk were collected weekly for a 

period of 13 weeks. After initial characterization (pH, acidity, density, fat, crude protein, total 

nitrogen, dry weight, fat-free dry, density), the milk was refrigerated at 4 °C and 8 °C for 

seven days. At one, two, three and seven days of cooling, were studied the effect of storage 

conditions of ewe's milk in the evolution of the microbial population through the evolution of 

the microbial population mesophilic (ISO/DIS 6610), as well as the development of the 

population psycrotrophic (ISO/DIS 8552). This last group of microorganisms is probably the 

major problems creator in the production of cheese from raw milk. To better understand the 

evolution of the milk was also determined the pH. To assess the technological meaning of 

the microbial level, tests at the beginning of and during the storage was used the test of milk-

fermentation. Optigraph was the equipment that we appealed to assess the suitability of milk 

to coagulation with parameters R, AR, A2R, A20, A40 and 0K20, it was used two types of 

rennet, a standard, to be possible a comparison with results previously obtained by other 

authors and a rennet obtained from the thistle, which is used in the traditional manufacture of 

cheese, in order to approach the conditions of study to real manufacturing conditions. The 

milk was considered within the physical and chemical parameters for ewe's milk listed in the 

bibliography, although some parameters were closer to ewe from high-production, which 

normally are not used in the manufacture of traditional cheese. The cooling effect was 

significant (P <0.05) only on the startup of clotting, on the other hand had no effect on any of 

the other parameters of coagulation. The cooling effect was a highly significant (P <0.01) on 

the pH. As the pH is a highly important at the startup of clotting, may explain the fact that the 

effect of cooling has only recorded at the startup of clotting and other parameters such is 

curd firmness, was not affected. In the case of rennet extract of thistle, the effect of cooling 

was more significant (P <0.01) at the startup of coagulation and became significant (P <0.05) 

for the speed of micellar aggregation. As the clotting occurs later, were more certain 

parameters to assist in assessing the ability to clot, such as A30, A50, A60, A90. There was, in 

almost all situations, the influence of factors especially at the enzymatic phase of the clotting, 

but this effect is extended to the phase of micellar aggregation depending on the time of 
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manufacture. As was expected the cooling effect was a highly significant (P <0.01) in the 

evolution of the microbial population, so much mesophilic as psycrotrophic, although it was 

higher in psychrotrophic. After three days of cooling, there were increases in the values of 

the counts of mesophiles, 10 and 52 times, and 15 and 87 times the values of 

psychrotrophic, at 4 °C and 8 °C, respectively. Based on the results of the test of milk-

fermentation, were able to verify that the prolonged cooling, especially at 4 °C, is likely the 

cause of change in the type of dominant microbial flora in the sense of enrichment in flora not 

acidifier and 8 °C the same has not been as frequent but more the increase in proteolysis in 

the end of seven days.  

In short, it was noted the decrease in pH during the cooling due to changes in the microbial 

flora acidifier mesophilic and also because of lactic bacteria psycrotrophic. This decline was 

more pronounced at 8 °C than at 4 °C, showing that you can refrigerate the milk to 4 °C up to 

three days without significant changes, in contrast to three days to 8 °C, the pH is below the 

recommended in the bibliography for the manufacture of cheese (6,50). The start of clotting 

decreased, i.e., the clotting occurred earlier, which is in a way contrary to what is referred in 

the bibliography, as the cold tends to decrease the size of micelle and solubilize calcium, 

making the micelles more stable, making it difficult to clotting. A population of more than 108 

CFU/mL of psychrotrophic can also help reduce the size of the micelle by proteolysis that 

can selectively record level of α- and β casein, leaving the κ-casein most vulnerable to 

rennet. The change in pH might have countered the negative effects of cooling in the 

behavior of the milk in face to coagulation. 

 

Key words: raw ewe's milk, ewe's cheese, cooling, psychrotrophic, the ability to clotting  
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1. INTRODUÇÃO 

A grande parte do leite de ovelha produzido mundialmente destina-se à produção de queijo 

(Schoenian, 2006, consultado a 09/10/08). É possível afirmar que, em Portugal, a totalidade 

de leite de ovelha produzido é utilizado no fabrico de queijo (Martins et al., 2005; Martins et 

al., 2007). O fabrico de queijo é, na sua essência, um processo de conservação dos 

componentes do leite, um produto alimentar facilmente perecível, por períodos mais ou 

menos longos. A maior ou menor alteração, utilizando diferentes meios de conservação, 

como a desidratação, a acidificação ou a diminuição do pH, são aspectos que compõem, no 

seu conjunto, aquilo que se designa por tecnologia de fabrico de queijo (Martins e 

Vasconcelos, 2004). 

Com o aumento progressivo do volume de leite transformado torna-se necessário garantir a 

subsistência económica, mantendo a qualidade requerida pelo consumidor e as 

características próprias dos produtos. No fabrico de queijo tradicional ou nas DOP 

(Denominação de Origem Protegida), esta necessidade é ainda maior, tendo sido 

necessária, ao longo do tempo, a incorporação de elementos das tecnologias industriais, de 

forma a acompanhar o aumento de volume de produção, mantendo no entanto, uma 

produção próxima do tradicional (Martins e Vasconcelos, 2001). 

A refrigeração do leite, logo a seguir á ordenha, durante o transporte e, por vezes, na 

queijaria, é um dos elementos que faz parte das tecnologias industriais e que foi incorporado 

no fabrico tradicional de queijo. A refrigeração do leite tornou possível um aumento dos 

níveis de produção de queijo, nem sempre acompanhado dos níveis de qualidade do queijo 

desejados, embora em muitos casos se tenha considerado uma adaptação dos métodos de 

trabalho tradicionais. 

A refrigeração do leite é já uma prática habitual e até imprescindível na produção de leite 

para consumo e na produção de queijo de leite de vaca. A utilização da refrigeração logo a 

seguir à ordenha ajuda a controlar a microflora mesófila, mas pode trazer novos problemas, 

como por exemplo o desenvolvimento da flora psicrotrófica (Čanigová, 1998; Čanigová et 

al., 2002; Hadbavnỳ et al., 2002; Ondrašovič et al., 2002) 

A carga microbiológica do leite cru é de extrema importância na qualidade final dos produtos 

lácteos. Quando é refrigerado, leite de baixa qualidade microbiológica não se conserva por 

longos períodos, devido à presença de bactérias psicrotróficas formadoras ou não de 

esporos, as quais, apesar de seu crescimento lento, produzem grandes quantidades de 

enzimas (lipases e proteases), que rapidamente alteram o produto (Bishop e White, 1988; 
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Craven e Macaulley, 1993). O termo psicrotrófico surgiu no Seminário da Federação 

Internacional de Lacticínios (F.I.L., 1968), o qual engloba todos os microrganismos cujo 

óptimo de temperatura ocorre a cerca de 8 °C, podendo adaptar-se à gama dos mesófilos1 

(até ±28 °C) (Witter, 1961; Law, 1979; Cousin, 1982; Veisseyer, 1988; Cromie, 1992). Em 

Outubro de 1976, num encontro da International Dairy Federation, os psicrotróficos ficaram 

definidos como microrganismos que podem crescer a 7 °C ou menos, independentemente 

da sua temperatura óptima (Collins, 1981). 

1.1.LEITE DE OVELHA 

Não se conhece a origem exacta da primeira utilização da ovelha na produção leiteira, mas 

sabe-se que acompanhou o desenvolvimento da civilização mediterrânica. O Antigo 

Testamento, a Ilíada, a Odisseia, as Bucólicas, mencionam ou narram o pastoreio de 

ovelhas nos tempos de então (Luquet, 1985). Apesar de diminuta a nível mundial (Quadro I), 

a tradição herdada da tradição mediterrânica da produção de leite de ovelha nota-se 

também em Portugal (Quadro II), onde a proporção face ao total de leite produzido (cerca de 

4,7% em 2007) suplanta a proporção que se verifica a nível da produção mundial (cerca de 

1,5%). 

Quadro I – Produção mundial de leite em 2007. 

Espécie Toneladas (milhões) % 

Vaca 541,34 83,89 

Bufalo 82,50 12,78 

Cabra 14,53 2,25 

Ovelha 9,15 1,42 

Camelo 1,48 0,23 

Total 645,33 100 

             Fonte: FAO 2008 

 

 

                                                 
1 Mesófilos – microrganismos com óptimo de crescimento 30 - 45 ºC. 
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Quadro II – Produção portuguesa de leite em 2007. 

Espécie Toneladas(milhões) % % Mundo 

Vaca 1,92 93,92 0,298 

Ovelha 0,10 4,69 0,015 

Cabra 0,03 1,39 0,004 

Total 2,05 100,00 0,318 

                 Fonte: FAO 2008 

De acordo com uma das primeiras tentativas no nosso País para definir e caracterizar o leite 

de ovelha, o prNP 3547 (1987) – “Leite cru de ovelha. Definição e características”, dá-se o 

nome de leite cru de ovelha ao líquido segregado pelas glândulas mamárias de uma ou 

várias ovelhas sadias, não fatigadas, mantidas em boas condições alimentares e de higiene, 

obtido com asseio numa ou mais ordenhas, completas e ininterruptas, livre de substâncias 

estranhas, isento de colostro e que não tenha sofrido qualquer tratamento térmico. 

O leite de ovelha distingue-se dos leites de vaca e de cabra, quanto ao sistema micelar, o 

equilíbrio salino ou comportamento na coagulação (Storry et al.,1983; Ono et al., 1989; 

Remeuf et al., 1989; Pellegrini et al., 1994),  essencialmente relacionados com a sua 

composição (Quadro III). 

Quadro III – Composição global de diferentes leites (%). 

Leite EST Proteína Caseínas Matéria Gorda Lactose 

Vaca 13,0 3,2 2,8 3,9 4,9 

Ovelha 18,4 5,5 4,5 7,2 4,7 

Cabra 13,0 3,5 2,6 4,2 4,4 - 4,7 

 (EST: Extracto Seco Total)    Fonte: Mahaut et al., 2000ab 
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O leite de ovelha é altamente nutritivo, contém maiores teores em vitaminas A, B e E, e em 

cálcio, fósforo, potássio e magnésio do que o leite de vaca. Contém ainda maior quantidade 

de ácidos gordos de cadeia curta e média que o leite de vaca, o que apresenta conhecidos 

benefícios para a saúde do consumidor. Segundo Schoenian (2006, consultado a 09/10/08), 

o leite de ovelha pode ser congelado sem que se alterem as suas qualidades queijeiras. 

O queijo é um produto alimentar resultante da transformação do leite, numa massa semi-

sólida, que convenientemente trabalhada, pode ser consumida em fresco, depois de curada 

ou no estado fundido (Rebelo, 1983). 

Não se conhece ao certo a data do início da indústria queijeira, mas é considerada por 

Rebelo (1983) como “uma das maiores, mais remotas e úteis conquistas do Homem”, pois 

durante séculos foi a única forma de conservação dos principais constituintes do leite. 

Embora haja vestígios do fabrico de queijo pelo Homem pré-histórico, a referência escrita 

mais antiga parece ser a que Samuel fez na Bíblia, cerca de 3000 AC. 

Como já foi referido, grande parte do leite de ovelha produzido mundialmente destina-se à 

produção de queijo, facto que se justifica quer pela tradição que acompanha a produção 

deste tipo de leite, quer pela sua especial aptidão para esse fim. A aptidão queijeira de um 

leite identifica a sua particular adequação para ser coagulado, por via enzimática ou ácida, 

para o tratamento da coalhada e para o crescimento de todos os microrganismos 

importantes nos processos da elaboração e maturação do queijo (Spreer, 1991). 

A viscosidade do leite de ovelha é maior devido à sua riqueza em sólidos e as suas 

qualidades queijeiras promovem um rendimento queijeiro2 duas vezes superior ao leite de 

vaca. Tem uma capacidade anti-bacteriana mais evidenciada que o leite de vaca devido à 

sua actividade imunológica característica. Sendo o leite de ovelha duas vezes mais 

mineralizado que o leite de vaca apresenta um maior poder tampão, o que pode ser uma 

vantagem para a sua conservação, visto ser mais resistente à fermentação láctica, mas, 

quando se tratar da sua transformação, pode apresentar limitações. A coalhada formada a 

partir do leite de ovelha é muito mais firme que a obtida de leite de vaca (Luquet, 1985), em 

sequência das diferenças de composição ao nível da riqueza em matéria coagulável, 

essencialmente proteína e matéria gorda, e também devido à composição e características 

da fracção proteica, mais precisamente a fracção caseínica, mais determinante no fabrico de 

queijo. 

                                                 
2 Rendimento queijeiro – quantidade de queijo produzido por litro de leite 
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Os produtos queijeiros derivados do leite de ovelha não têm, geralmente, sabores amargos, 

característica que está relacionada com baixa concentração de caseína αS em relação às 

caseínas totais (Luquet, 1985). 

1.2.APTIDÃO TECNOLÓGICA DO LEITE – COAGULAÇÃO  

De acordo com Vieira de Sá e Barbosa (1990), a coagulação é um fenómeno pelo qual a 

caseína se separa dos restantes constituintes do leite, dando origem, por um lado, a um 

corpo sólido, a que se chama primeiro coalhada e depois queijo; e, por outro lado, a um 

líquido, a que se chama soro, contendo este ainda em suspensão algumas substâncias 

sólidas. A coagulação é o fenómeno central do fabrico de queijo. 

As micelas de caseína podem flocular de duas formas, por abaixamento do valor do pH, 

chamada de coagulação por acidificação, ou por acção enzimática, designada por 

coagulação enzimática. 

A coagulação por acidificação é caracterizada pela obtenção de uma coalhada frágil e pouco 

resistente mecanicamente, com elasticidade e plasticidade praticamente nulas (Eck, 1987; 

Mahaut et al., 2000; Alves, 2003). Devido a estas características, tem aplicação própria no 

que se refere ao fabrico de queijo. A coagulação enzimática é talvez a técnica de 

coagulação mais usada para o fabrico de queijo, dando origem a uma coalhada coesa 

impermeável, contráctil e maleável (Mahaut et al., 2000). Ocorre em duas fases: fase 

enzimática ou primária e fase de coagulação ou secundária (Eck, 1987). 

A fase enzimática é caracterizada pela hidrólise da caseína κ, estabilizadora das micelas de 

caseína, provocada pelas enzimas proteolíticas – quimosina, pepsina, proteinases de 

origem vegetal e de origem microbiana. Esta hidrólise ocorre na ligação Fen105 – Met106, e 

divide a caseína κ em paracaseína κ (1-105) e caseinomacropéptido (CMP) ou 

glicomacropéptido (GMP) (106-169). Após a hidrólise, o CMP (hidrófilo e ácido) é libertado 

para o soro, enquanto a paracaseína κ (hidrófoba 3  e básica) permanece nas micelas 

(Dalgleish, 1999). 

A fase da coagulação ocorre devido às diferenças estruturais entre a caseína κ e a 

paracaseína κ que, não contendo propriedades estabilizadoras, permite a floculação das 

micelas. Com a libertação do CMP no soro, ocorre uma diminuição das forças de repulsão 

                                                 
3 Hidrófoba – Repele água e outras moléculas polares. 
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electrostática e do grau de hidratação responsáveis pela estabilidade micelar. Com o 

aumento da instabilidade ocorrem ligações intramicelares, com participação do cálcio iónico, 

começando assim a agregação micelar ou coagulação. As ligações intramicelares são 

hidrófobas, electrostáticas e salinas (Eck, 1987; Dalgleish, 1999; Mahaut et al., 2000). 

Apesar de serem apresentadas de forma sequencial, as fases da coagulação vão ocorrendo 

em simultâneo, isto é, a segunda fase pode começar sem que a primeira fase tenha ainda 

terminado. A coagulação tem inicio logo que haja uma proporção relativamente elevada de 

caseína κ hidrolisada (Eck, 1987; Dalgleish, 1999; Mahaut et al., 2000). 

A coagulação pode ser afectada por vários factores. A fase enzimática é mais susceptível à 

natureza e quantidade da enzima, à temperatura, ao pH e ao substrato (tipo de caseína κ), 

factores estes associados à actividade enzimática (McMahon e Brown, 1984; Dalgleish, 

1999). A fase da coagulação é influenciada pela concentração de Ca2+ em solução e pela 

temperatura. Aparentemente o pH não tem muita influência nesta fase (Dalgleish, 1993). 

Afectando a estabilidade e o equilíbrio caseínico, a refrigeração é um dos factores 

importantes no que se refere ao comportamento do leite na coagulação e isso tem sido 

estudado em particular no caso do leite de vaca. Os estudos relativos ao efeito da 

refrigeração na coagulação do leite de ovelha são praticamente inexistentes, atribuindo-se a 

este tipo de leite uma maior resistência aos efeitos da refrigeração (Raynal e Remeuf, 2000). 

Este é um dos aspectos que serão estudados neste trabalho. 

A aptidão tecnológica do leite para o fabrico de queijo pode ser avaliada pelo 

comportamento durante a fase de coagulação, mediante o acompanhamento de parâmetros 

como o início da floculação, tempo de coagulação e tempo de endurecimento (ou 

consolidação). O início da floculação corresponde ao intervalo de tempo compreendido entre 

a adição do agente coagulante e o surgimento dos primeiros flocos, correspondendo 

essencialmente à fase enzimática do processo de coagulação. O tempo de coagulação 

equivale ao tempo que medeia entre a adição de coagulante e o corte do coágulo no 

processo de fabrico de queijo; é um parâmetro largamente utilizado na prática queijeira e 

que marca o início das fases subsequentes do fabrico de queijo. Por último, o tempo de 

endurecimento é descrito como sendo o período de aumento de firmeza do coágulo, 

correspondendo ao inverso da velocidade de reorganização do gel (velocidade de 

agregação ou aglomeração micelar); é o tempo que separa o início da floculação do tempo 

de coagulação. Existem diversos tipos de métodos laboratoriais para caracterizar a 

coagulação: físicos (reológicos, ultrasónicos, ópticos), químicos ou térmicos (Mahaut et al., 

2000). 
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1.3.REFRIGERAÇÃO 

A refrigeração tem como objectivo conservar as qualidades iniciais dos produtos 

alimentares, neste caso específico, do leite, até à sua posterior utilização. Não se pode 

esperar uma melhoria da qualidade de um leite refrigerado. Isto é, a má qualidade 

microbiológica não será melhorada pela refrigeração, apenas se impede o seu agravamento. 

A implementação da refrigeração trouxe vantagens para o produtor de leite e para a 

indústria queijeira, nomeadamente a nível logístico. Para o produtor, possibilitou o 

espaçamento da recolha do leite, sem compromisso de coordenação com a ordenha, e 

permitiu poupar numa operação cara e frequentemente fonte de contaminação do leite, 

maximizando as levas de leite para a indústria (Alais, 1985; Ribeiro e Carvalho, consultado a 

09/10/08). Ao possibilitar a melhoria da qualidade do leite, a refrigeração aumentou o preço 

do leite pago ao produtor. Para a indústria, a refrigeração possibilitou a ampliação dos 

horários de recepção do leite e a melhoria da qualidade e aumento da validade dos seus 

produtos (Ribeiro e Carvalho, consultado a 09/10/08). Embora para muitos produtores, a 

utilização de tanques de refrigeração na exploração seja factor de modernização e 

progresso, muitos outros não obtiveram os mesmos resultados. A causa desse fracasso 

reside numa deficiente limpeza e desinfecção dos tanques e a incorrecta utilização do 

sistema de frio (Alais, 1985). 

Uma refrigeração eficaz garante a manutenção do nível de qualidade higiénica, pois limita o 

desenvolvimento dos microrganismos até o processamento do leite (Weatherup et al., 1988). 

Contudo, quando a refrigeração se associa a tempos de armazenagem prolongados, 

surgem novos problemas higiénicos, devido à selecção de uma flora psicrotrófica que 

poderá passar a constituir a flora dominante (Miranda e Gripon, 1986). Devido ao seu 

desenvolvimento e actividade metabólica a baixas temperaturas de refrigeração, estes 

microrganismos virão a ter fortes implicações na qualidade dos produtos lácteos (Gripon, 

1983). 

Estas implicações da refrigeração podem ser importantes, sendo de referir, por exemplo, a 

instabilidade dos leites de consumo tratados pelo calor, de conservação longa, que 

motivaram inclusivamente práticas novas na grande indústria do leite de vaca, como a 

termização. 

Ao nível da produção tradicional de queijo, com base essencialmente em leite de ovelha, a 

utilização da refrigeração surge bem mais recentemente com o mesmo tipo de finalidades, 

procurando racionalizar e rentabilizar uma actividade tecnologicamente pouco desenvolvida 
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sofrendo grandes pressões a nível da procura dos produtos, de grande qualidade, 

verificando-se, ao longo dos últimos anos, grandes modificações ao nível da estrutura 

produtiva, quer de leite quer de queijo (Martins e Vasconcelos, 1993; Martins et al, 2000). 

Verificando-se que a esta evolução vem estando associada uma degradação da qualidade 

do produto final, sobretudo visível no queijo mais sensível, o queijo de pasta mole, mais 

dependente dos factores da produção animal (raça, sistema de exploração e respectivos 

reflexos nas características do leite) e dos factores tecnológicos, entre os quais se situa a 

refrigeração (Martins e Vasconcelos, 2001 e 2004, Martins et al., 2007). 

Dias (1998) faz igualmente referência a problemas novos derivados da introdução de novas 

tecnologias ao serviço da produção de queijos artesanais, nomeadamente a partir de leite 

cru refrigerado, como: 

• Maior tempo de coagulação do leite, coalhada menos firme e mais hidratada; 

• Maiores perdas de coalhada pelo soro após dessoramento, diminuindo o rendimento. 

Enquanto o leite normal apresenta um rendimento em queijo fresco de 16% 

(massa/volume), o queijo fabricado com leite refrigerado apresenta um rendimento 

de 12%; 

• Formação prematura da casca do queijo, associada a uma produção muito menor de 

reima4. Em alguns casos extremos, verificou-se a rotura da casca de queijos com 

algum tempo de cura, libertando uma grande quantidade de água do seu interior; 

• Textura grosseira da massa após duas e três semanas de cura, contrastando com o 

“amanteigado” do queijo normal. Existe, no entanto, a formação de uma camada fina 

entre a casca e a massa com textura amanteigada, mas de sabor extremamente 

amargo, ácido e aroma muito activo. 

Segundo Martins e Vasconcelos (2004), estes problemas não têm uma origem única mas 

resultam de uma cadeia de causas e de práticas que culminam num produto de 

características pouco apropriadas ao tipo de maturação que vai sofrer, e ao longo da qual se 

associam deficiências a nível microbiano que conduzem à alteração das características 

típicas do queijo e frequentemente ao aparecimento de defeitos da crosta e da pasta que 

muitas vezes dificultam e até inviabilizam a sua comercialização. 

A relação entre a utilização da refrigeração e alguns dos problemas mencionados, 

associada ao escasso conhecimento relativo especificamente ao efeito sobre o leite de 

ovelha, justifica o tema deste trabalho, abrangendo duas vertentes importantes desse efeito. 

                                                 
4 Reima – Substância viscosa à superfície do queijo.  
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1.3.1. EFEITO A NÍVEL FÍSICO-QUÍMICO 

A utilização da refrigeração tem implicações tanto a nível microbiológico como a nível físico-

químico. A nível físico-químico podemos evidenciar modificações nas duas fases dispersas 

do leite: a fase coloidal e a fase gorda, alterações estas que influenciam a aptidão 

tecnológica do leite (Luquet, 1985). 

A fase coloidal do leite é composta por micelas constituídas, na maior parte, pelas caseínas 

αS, β e κ, com cálcio ou fosfato de cálcio fortemente associados. É importante manter um 

equilíbrio salino entre a fase coloidal e aquosa do leite, pois, com o aumento da 

mineralização, as micelas engrossam e ficam menos estáveis, o que facilita o trabalho do 

coagulante. A coalhada obtida destas micelas é firme e de fácil manejo (Luquet, 1985).  

O frio tem duas acções na fase coloidal. Por um lado, a caseína β, que apresenta uma 

estrutura polimérica à temperatura de 20 °C, torna-se monomérica, aumentado a sua 

solubilidade na fase aquosa (Creamer et al., 1977; Ali et al., 1980a; Ichilezyk-Leone et al., 

1981; Kessler, 1981; Luquet, 1985; Hsien-Yeh-Hsu et al., 1986; Brule et al., 1987), 

solubilizando-se também as caseínas κ e αs (embora em fracções menores) (Lenoir e 

Schneid, 1987), resultando no aumento da sua dispersão, o que leva à diminuição do 

tamanho da micela (Lenoir et al., 1974; Davies & Law, 1983; Walstra & Van Vliet, 1986). Por 

outro lado, as temperaturas inferiores a 4 °C também solubilizam o fosfato de cálcio (Lenoir 

et al., 1974; Ali et al., 1980a; Luquet, 1985), responsável pela formação de pontes 

estabilizadoras da estrutura quaternária das caseínas (Scott, 1986; Singh et al., 1996) nos 

grupos fosfoserílicos (Lucey et al., 1993), tendendo a separá-lo da micela, contribuindo 

assim para a sua dispersão (Luquet, 1985; Brule et al., 1987; Lenoir et al., 1987; Walstra, 

1990). Com a diminuição do tamanho da micela e a solubilização do fosfato de cálcio, 

diminui a aptidão do leite para coagular pelo coalho (Raynal e Remeuf, 2000). O frio torna a 

fase coloidal mais estável (Luquet, 1985). 

Como consequência da refrigeração, verifica-se assim o aumento do tempo de coagulação 

(McMahon e Brown, 1984a, Luquet, 1985), uma diminuição da firmeza do gel, um 

dessoramento mais difícil (McMahon e Brown, 1984a, Luquet, 1985; Mahieu, 1985) e 

maiores perdas no soro (Luquet, 1985). As alterações da forma nativa das caseínas αs1 e β, 

tornam-nas mais acessíveis à acção proteolítica do coalho (McMahon et al., 1984b), 

podendo resultar na formação de péptidos que originem um sabor amargo (Kessler, 1981; 

Madrid, 1990; Macedo et al., 1996). 
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Os efeitos da utilização do frio apresentam uma certa reversibilidade. O armazenamento do 

leite a 20-30 °C durante 24 h, após a refrigeração, restabelece o equilíbrio salino, no 

entanto, o restabelecimento da caseína β é mal conhecido, possivelmente dá-se segundo 

uma estrutura diferente, deixando a caseína β à superfície da micela (Luquet, 1985) e 

depois difundir para o interior da micela (Creamer et al., 1977). Existem outras 

possibilidades de correcção, tais como: 

• Adição de cloreto de cálcio CaCl2 0,1 g/L a 0,2 g/L (Ali et al., 1980b; Luquet, 1985); 

• Manutenção do leite a 30 °C durante 2 h, antes da adição do coalho (Luquet, 1985); 

• Colocação do leite na presença de uma pequena quantidade de fermento láctico 

durante 15 h a 10-20 °C (Luquet, 1985); 

• Utilizar o material retido por ultra-filtração enriquecendo-o em cálcio e aumentando 

em simultâneo o teor em proteína (Ali et al., 1980b; Luquet, 1985); 

• Acidificação ligeira do leite (Luquet, 1985; Puhan, 1989) ou termização (Dzuree e 

Zall, 1985; Luquet, 1985). 

Contudo, ainda não foi provado que a forma inicial da micela seja totalmente restaurada 

(Davies e Law, 1983). 

A fase gorda é constituída por glóbulos, formados por triglicéridos parcialmente cristalizados 

à temperatura ambiente, rodeados por uma membrana hidrófila que garante a protecção do 

glóbulo e a estabilidade da emulsão (Luquet, 1985). 

Na fase gorda, a diminuição da temperatura promove a cristalização dos triglicéridos, 

provocando uma retracção do glóbulo com deformação da membrana. Se esta diminuição 

for rápida, os cristais formados são mais pequenos, sendo os estragos na membrana 

menores. Em caso contrário, num arrefecimento lento (acima dos 20 minutos), ocorre a 

formação de cristais maiores, com o aumento do risco de ruptura da membrana, facilitando o 

aparecimento de defeitos por alterações dos triglicéridos e dos ácidos gordos. Com o frio, a 

hidrofilia5 desaparece (a matéria gorda é hidrófoba), o que resulta numa tendência dos 

glóbulos para se aglutinarem e subirem até à superfície (Luquet, 1985). Com o frio, os 

cristais de gordura dos triglicéridos de menor ponto de fusão podem penetrar nas caseínas e 

membranas dos triglicéridos de maior ponto de fusão, libertando proteases e lipases 

(Mahieu, 1985; Hsien-Yeh-Hsu et al., 1986; Madrid, 1990), causando defeitos no sabor e no 

aroma.  

                                                 
5 Hidrofilia – propriedade física que permite á molécula ligar-se à água e outras moléculas polares. 
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1.3.2. EFEITO A NÍVEL DA MICROBIOLOGIA NO LEITE  

A temperatura é um dos factores mais importantes para o desenvolvimento microbiano. A 

nível microbiológico, a refrigeração altera a microflora presente no leite, favorecendo o 

desenvolvimento dos microrganismos psicrotróficos em detrimento da flora mesófila (Alais, 

1985; Spreer, 1991).  

Segundo Alais (1985), o leite de vaca consiste numa solução neutra, fortemente 

tamponizada, muito rica em substância nutritivas e factores de crescimento, como vitaminas 

do grupo B, sendo por isso um excelente meio de cultura para os microrganismos. Embora 

seja um meio muito nutritivo, não é um meio de cultura universal, por várias razões: 

• A fonte glucídica energética é somente constituída por lactose, açúcar que algumas 

bactérias e leveduras metabolizam menos facilmente que a glucose; 

• Apesar do conteúdo em substâncias azotadas ser elevado (mais de 3%), a 

quantidade de aminoácidos livres e péptidos é pequena, o que constitui um factor 

limitante para numerosas espécies bacterianas; 

• Após a ordenha, o leite contém substâncias anti-bacterianas que o protegem contra a 

invasão de certos germes sensíveis e que explicam, em parte, a fase de latência que 

se observa no início do desenvolvimento das bactérias no leite cru. 

O leite cru de boa qualidade para fabrico de queijo deve conter uma flora microbiana 

limitada e predominantemente útil. Trata-se de um dos aspectos decisivos para a qualidade 

do queijo, pois o factor biológico pode tornar-se o factor que mais contribui para o 

aparecimento de defeitos no produto final, quer por efeito directo, quer indirectamente 

afectando toda a transformação tecnológica. São agentes prejudiciais todos os 

microrganismos de contaminação susceptíveis de causar defeito no queijo, como os 

produtores de gás ou agentes de proteólise intensa. No entanto, também se pode tornar 

indesejável a presença de elevadas concentrações de microrganismos úteis, como bactérias 

lácticas, que podem provocar problemas tecnológicos graves, impossibilitando a obtenção 

de um produto com as características desejadas (Martins, 2001). 

O conteúdo microbiano do leite cru diz muito acerca da sua qualidade, está intimamente 

relacionada com o grau de contaminação inicial e com o binómio tempo/temperatura em que 

o leite permanece desde a ordenha até o seu processamento ou transformação (Silveira et 

al., 2005, consultado a 09/10/08). É, em parte, devido à higiene mantida no processo da sua 

obtenção, ao estado das instalações de ordenha, à qualidade bacteriológica das águas, 

qualidade do ar dos estábulos, aos utensílios não perfeitamente higienizados, 

armazenamento e transporte do leite; por outro lado, o estado sanitário da vaca, em especial 
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do úbere, é fundamental para a qualidade microbiológica do leite (Spreer, 1991; Silveira et 

al., 2005, consultado a 09/10/08). O grau de concentração microbiana do leite é proporcional 

à falta de rigor com que é realizada a ordenha, isto é, uma ordenha onde não sejam 

tomados cuidados com factores de contaminação do leite, anteriormente descritos, será um 

leite com um elevado nível de contaminação. 

A contaminação microbiana do leite pode ocorrer durante a ordenha, a recolha, a 

conservação e o transporte (Rebelo, 1983; Pinto et al., 2006). Os diferentes vectores de 

contaminação têm, por vezes, associados diferentes grupos microbianos: 

• Animal 

o Quando o animal sofre de mastite ou mamite, os microrganismos passam do 

úbere para o leite através da ordenha. Esta é a origem mais importante para a 

contaminação com Mycobacterium tuberculosis, Brucella e com estafilococos. As 

enterobactérias (E. coli, Salmonella), Coxiella burneti, os estreptococos e outros 

microrganismos, menos frequentes, podem também ter esta origem; 

o Através das fezes, o animal pode ser causa indirecta de contaminações do leite. 

Quando a recolha do leite não se faz com cuidados de higiene, microrganismos 

perigosos como o bacilo da tuberculose e as brucelas podem contaminar o leite; 

• Meio exterior 

o Água e solo são “reservatórios” de microrganismos patogénicos6. É através de 

vectores como o pó e as gotas de água que os microrganismos podem chegar ao 

leite no momento da sua ordenha ou durante o seu tratamento/transformação. 

Este tipo de contaminação é responsável principalmente pelos microrganismos 

das doenças próprias do Homem (Salmonellas, estreptococos (grupo A), bacilo 

diftérico (Corynebacterium diphteriae), vírus da poliomielite entre outros). 

• Homem 

o O Homem é responsável por controlar os vectores de contaminação descritos 

anteriormente sendo também causa directa de contaminação. Principalmente, 

pela negligência ao nível do cuidado com a ordenha que, pode ser as mãos sujas, 

a expectoração, roupas, etc., durante todo o processo pelo qual passa o leite e 

onde se dá a intervenção directa do Homem (Alais, 1985).  

                                                 
6 Patogénicos – originam ou transmitem doenças. 
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Thomas e Thomas (1973) demonstraram que a linha de lactodutos, os tanques de recepção, 

na sala do leite, os tanques de transporte e o equipamento das indústrias transformadoras 

são a principal fonte de psicrotróficos no leite cru.  

As situações gravosas para a qualidade do leite, previamente descritas, são atenuadas ou 

mesmo evitadas se usarmos correctamente a cadeia de frio com tempos de armazenamento 

adequados. Segundo vários autores (Alais, 1985; Luquet, 1985; Ribeiro e Carvalho, 

consultado a 09/10/08) o leite deve atingir os 4 °C, como máximo, praticamente 

instantaneamente. O tempo em refrigeração deve ser ajustado ao nível de contaminação 

inicial; por exemplo, no caso de um leite de boa qualidade microbiológica, a refrigeração não 

deve ultrapassar os três dias (dois na exploração, mais um de transporte e armazenagem na 

fábrica). Se o leite for de má qualidade microbiológica, a refrigeração deverá ser efectuada 

por um período de tempo menor (Luquet, 1985). O tempo de conservação é inversamente 

proporcional à contaminação inicial e a temperatura de conservação.  

É também a nível da variação induzida na componente microbiana, quer por via da 

contaminação quer pelo processo de conservação, que se pode também afectar a qualidade 

do queijo, com maior incidência a nível do queijo fabricado a partir de leite cru, uma vez que 

na tecnologia não se limita a presença microbiana. São as diferenças entre os produtos 

finais obtidos e as exigências colocadas, por exemplo, a nível da obtenção da certificação 

das DOP, que têm sido razão de grande preocupação e até de descrédito do uso de uma 

prática tão importante como a refrigeração, como foi referido por Dias (1998). Muito 

provavelmente, haverá, para este tipo de queijos (de leite cru), limitações à refrigeração que 

importa reter, o que é um dos temas importantes deste trabalho, ainda para mais porque se 

refere a leite de ovelha, assunto muito pouco tratado a nível da refrigeração. 

A flora microbiana do leite pode ser agrupada com base na sua acção, em flora desejável e 

indesejável. A flora desejável é inofensiva para o consumidor e pode impedir a actividade de 

microrganismos indesejáveis e também dar origem a fermentações com reflexos favoráveis 

no gosto e aroma, quer no leite quer nos seus derivados. A flora indesejável inclui 

microrganismos patogénicos e pode produzir fermentações que tornam o leite impróprio 

para o consumo (Rebelo, 1983). 

Uma das condições indispensáveis para se obter um queijo de boa qualidade é que o 

fabrico e a maturação do queijo ocorram de forma óptima e, para tal, é necessária a 

contribuição de uma flora específica de maturação (Spreer, 1991) e boas condições para 

que se desenvolva (Martins e Vasconcelos, 2004). Esta flora específica integra o grupo da 

flora desejável, com características específicas e diversidade muito relacionadas com as 
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condições e determinantes de fabrico e, logo, com o tipo de queijo, sem a qual os queijos 

tradicionais perderiam uma das suas grandes qualidades – tipicidade/variabilidade. 

Esta flora, quer se desenvolva à superfície ou no interior do queijo, é causadora de diversas 

alterações que vão influenciar as características finais do queijo através da hidrólise de 

lactose, da proteólise e da lipólise (Vieira de Sá et al., 1970c e 1990; Piton, 1988), por via da 

secreção de enzimas, de produção de aromas e da regulação da difusão dos gases (Piton, 

1988).  

Parte das enzimas coagulantes adicionadas, que se mantêm activas durante o processo de 

maturação dos queijos, bem como as enzimas produzidas pela microflora do leite cru, 

promovem a produção de novos péptidos que influenciam o sabor final dos queijos (Pires et 

al., 1997). Nos queijos curados com forte contribuição da flora microbiana de superfície, 

como os queijos tradicionais portugueses mais característicos, a influência da reima nas 

características finais depende de diversos factores relacionados com a qualidade da 

matéria-prima e o fabrico (Martins e Vasconcelos, 2004), sendo igualmente afectada pela 

tipologia do queijo, pelo tamanho e, principalmente, pela relação superfície/volume (Reps, 

1993). 

As características do queijo resultam assim de um conjunto de acções físicas, químicas e 

bioquímicas, que se exercem sobre o leite e os seus componentes, por via de diversos 

factores de transformação e agentes químicos e biológicos, nativos do leite, adquiridos ao 

longo do processo de fabrico. As características do queijo, tais como consistência da pasta, 

sabores, odores, cores, etc., constituem um dos aspectos mais importantes da sua 

respectiva qualidade, podendo, para alguns produtos, ser mesmo o aspecto mais importante 

da sua qualidade (Martins e Vasconcelos, 2004). 

O leite, além da flora desejável para competir com o desenvolvimento da flora indesejável, 

contém ainda várias proteínas não imunológicas que têm propriedades antimicrobianas. As 

quatro proteínas mais comuns e estudadas são a lactoperoxidase, a lactoferrina, a lisozima, 

e a xantina oxidase. Estas proteínas estão envolvidas num sistema complexo que inactiva 

os microrganismos. A lactoperoxidase forma um sistema antimicrobiano com peróxido de 

hidrogénio e tiocianato. A lactoferrina é uma proteína que se liga ao ião Fe3+ e ao anião 

carbonato. A lisozima é uma proteína que pode ter um efeito enzimático directo/indirecto ou 

um efeito não enzimático sobre os microrganismos. A xantina oxidase está envolvida na 

produção de peróxido de hidrogénio, que tanto pode ser usado pelo sistema da 

lactoperoxidase ou directamente como um agente antimicrobiano (Hui, 1993). 
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A utilização da refrigeração em condições deficientes pode tornar-se uma fonte potencial de 

problemas para o fabrico do queijo, pois é susceptível de alterar completamente o equilíbrio 

da flora microbiana do leite, favorecendo o desenvolvimento dos psicrotróficos, agentes de 

graves problemas na evolução e na qualidade do queijo, os quais apenas têm sido 

evidentes nos últimos anos, sendo inesperados e até desconhecidos para a grande maioria 

dos agentes transformadores, sobretudo no sector mais tradicional (Martins e Vasconcelos, 

2004). 

A deterioração microbiológica do leite e seus derivados é dependente da qualidade do leite 

cru usado na produção e da contaminação inicial e durante o processamento. A congelação 

e a refrigeração têm sido extensivamente utilizados para diminuir o desenvolvimento dos 

psicrotróficos e parar o desenvolvimento dos mesófilos e termófilos7 (Hui, 1993). 

A flora psicrotrófica não constitui um grupo taxonómico, pois inclui bactérias, fungos e 

leveduras (são capazes de se desenvolver sobre praticamente todos os substratos, mesmo 

asfalto e tijolo), com tempo de geração8 curto, entre 0 °C e 7 °C, e uma temperatura mínima 

até -10 °C (Chandler e McMeekin, 1985; Sørhaug, 1992; Sørhaug e Stepaniak, 1997). É 

sensível ao cloro (Luquet, 1985) e, embora a maioria seja inactivada pela pasteurização, 

existem psicrotróficos termorresistentes e psicrotróficos formadores de esporos que são 

responsáveis por defeitos na textura e no sabor dos produtos leiteiros de longa duração 

(Hui, 1993). Os psicrotróficos produzem enzimas termorresistentes (Griffiths et al., 1981; 

Patel et al., 1983; Rebelo, 1983; Alais, 1985; Luquet, 1985; Vieira de Sá e Barbosa, 1990; 

Hui, 1993); 80 % dos psicrotróficos produzem enzimas lipolíticas e 60 % têm actividade 

simultaneamente lipolítica e proteolítica (Luquet, 1985). Estas enzimas estão relacionadas 

com perdas de qualidade e redução da validade do leite UHT e de outros produtos lácteos 

(Speck e Adams, 1976; Law et al., 1977; Fox, 1981; Cousin, 1982; Terada et al., 1982; 

Griffiths et al., 1987; Griffiths et al., 1988; Champagne et al., 1994; Sørhaug e Stepaniak, 

1997; Fajardo-Lira e Nielsen, 1998; Chen et al., 2003 ). 

De entre os psicrotróficos, tanto das gram-negativas como das gram-positivas, predominam 

as Pseudomonas (Cousin, 1982; Alais, 1985; Carven e Macauley, 1992; Ternstrom et al., 

1993; Shah, 1994; Eneroth et al., 1998; Eneroth et al., 2000a; Eneroth et al., 2000b; 

Wiedmann et al., 2000; Dogan e Boor, 2003; Gunasekera et al., 2003). Também se 

                                                 
7 Termófilos - Bactérias que têm temperatura óptima de multiplicação entre 45 °C e 65 °C, mínima de 

35 °C e 45 °C, e máxima entre 60 °C e 90 °C. 
8 Tempo de geração – tempo em que ocorre a duplicação da população (Alais, 1985). 
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encontram outras espécies de ambas, gram negativas (Aeromonas, Serratia, Acinetobacter, 

Alcaligenes, Achromobacter, Enterobacter, e Flavobacterium) e gram positivas (Bacillus, 

Clostridium, Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus Streptococcus, Staphylococcus, 

e Lactobacillus) (Cousin, 1982; Alais, 1985; Sorhaug e Stepaniak, 1997; Munsch-Alatossava 

e Alatossava, 2006). 

O frio tem pouca influência nos tempos de geração das Pseudomonas, sendo as 

Pseudomonas flurescens as que se desenvolvem mais rapidamente (Luquet, 1985; Sorhaug 

e Stepaniak, 1997). Segundo Hui (1993), Pseudomonas fragi e Pseudomonas flurescens 

são conhecidos como agentes de deterioração do leite e seus derivados durante o 

armazenamento em refrigeração e, na presença de ar tempo de geração é ainda mais 

reduzido. Kohlmann (1991) observou que as P. fragi e a P. flurescens, com um nível inicial 

de 105 UFC/ml, aos dez dias a 7 °C apresentaram actividade proteolítica enquanto que 

outros psicrotróficos com contaminações iniciais iguais, apresentaram actividade proteolitica 

mais tarde. 

As proteases produzidas pelos psicrotróficos no leite degradam, selectivamente, as 

caseínas (Hui, 1993), caseína αs1, β e κ (McPhee e Griffiths, 2002), mas também podem 

atacar as proteínas do soro (Skean e Overcast, 1960). A caseína κ é a primeira a ser 

degradada (Adams et al., 1975; Fairbairn e Law, 1986) o que tem implicações na 

estabilidade do leite e no fabrico de queijo, uma vez que a caseína κ tem um papel 

fundamental na estabilização das micelas e na coagulação do leite (Webb e Johnson, 1965).  

O tamanho da micela de caseína vai diminuindo com o aumento do desenvolvimento das 

bactérias psicrotróficas (para populações superiores a 108 UFC/mL). A degradação da 

caseína durante o armazenamento do leite pode ter um efeito determinante na qualidade 

final dos produtos lácteos (Hui, 1993). Para uma proteólise visível não é necessária uma 

população de psicrotróficos elevada. Adams et al. (1975) observaram um decréscimo de 10 

a 20 % de caseína κ ao fim de dois dias a 5 °C, resultante de um crescimento de uma 

colónia isolada até 10 000 UFC/mL . De acordo com Fox (1982) e Kumaresan et al. (2007), 

as proteases do leite têm sido implicadas em vários processos de transformação do leite: 

gelificação de leite UHT, formação de aminoácidos durante a maturação de queijo, 

desenvolvimento de sabores amargos em leites e derivados e diminuição do rendimento 

queijeiro. 

Ultimamente foram publicados diversos estudos sobre o decréscimo do rendimento na 

produção de queijo devido à proteólise que, resulta em perda de caseína com o soro. A 

duração do armazenamento do leite a baixas temperaturas, as contagens de psicrotróficos 
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superiores a 106 UFC/mL de leite, a temperatura de armazenamento, e o tipo de 

psicrotróficos são factores que afectam o rendimento dos diversos tipos de queijo, curado e 

não curado (Hui, 1993). Pinto et al. (2006) referem mesmo que é imprudente utilizar leite cru 

com contagem de psicrotróficos superior a 5 × 106 UFC/mL. 

As pseudomonas são uma preocupação importante em relação à degradação lipídica (Shah, 

1994). Segundo Fox (1989), as lipases produzidas pelos psicrotróficos são mais importantes 

no desenvolvimento de defeitos no sabor e aroma em queijos do que as proteases, pois as 

proteases são solúveis em água e são perdidas durante o dessoramento, enquanto as 

lipases são adsorvidas pelos glóbulos de gordura, ficando retidas na massa de queijo, para 

além de que muitos dos metabolitos que se formam com origem nas reacções de lipólise e 

evoluções subsequentes revelam muito mais impacto no sabor e aroma do que nos 

resultantes da proteólise, mais associados à evolução da consistência e textura. 

A maior parte dos estudos sobre os problemas nos produtos lácteos de longa duração, 

identificam uma relação com a refrigeração, mas os efeitos desta nos produtos à base de 

leite cru poderão ser ainda mais gravosos. 

No primeiro caso, trata-se fundamentalmente de questões relacionadas com o rendimento 

da transformação ou com a estabilidade dos produtos, mas em queijos à base de leite cru, 

haverá que contar também com a influência microbiana directa, com maior ou menor 

incidência dependendo do tipo de produto. 

O estado micelar da caseína e o equilíbrio salino-proteico, na sua relação com a acidificação 

por via da actividade microbiana, bem como o efeito directo da acidificação no fabrico, e 

ainda a susceptibilidade da matéria gorda a alterações com importância organoléptica, são 

aspectos relevantes a ter em conta, no fabrico de queijos. A presença de microrganismos, 

quer devida a uma contaminação inicial elevada, quer por deficiente conservação do leite, 

são os aspectos mais preocupantes a nível do sector da produção de leite de pequenos 

ruminantes, podendo dizer-se que a qualidade microbiológica do leite é genericamente, 

senão muito má, pelo menos fortemente limitativa da obtenção de queijo de qualidade 

(Martins e Vasconcelos, 2001). 

Acresce ainda que nem sempre são utilizadas as melhores condições de refrigeração tendo 

em vista a problemática complexa da conservação do leite. 

Segundo o regulamento em vigor (CE n° 1662/2006), genericamente, o leite deve ser 

arrefecido a uma temperatura não superior a 8 °C imediatamente a seguir à ordenha, no 

caso de uma recolha diária, ou não superior a 6 °C no caso de uma recolha não diária. 
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Durante o transporte, a temperatura à chegada ao estabelecimento de destino, não deve ser 

superior a 10 °C. Refere ainda que estas temperaturas podem não ser respeitadas no caso 

de o leite não ter uma contagem de microrganismos totais a 30 °C igual ou inferior a 500 000 

UFC/ml e for transformado nas duas horas que se seguem à ordenha, ou for necessária 

uma temperatura mais elevado por razões tecnológicas ligadas ao fabrico. Segundo a 

bibliografia consultada, os 6 °C referidos no regulamento podem não ser suficientes para 

conservar um leite cru em condições microbiológicas para a sua posterior transformação, 

mesmo com contaminações inferiores a 500 000 UFC/ml, especialmente quando se 

consideram fabricos de queijo a partir de leite cru. 

Gonzalez et al. (1995) procederam à avaliação da qualidade microbiológica do leite de 

ovelha em tanques de refrigeração em queijarias da zona de produção do queijo de 

Manchego. Os resultados em termos de flora psicrotrófica foram inferiores a 5 × 105 UFC/mL 

para a maioria das amostras (73,18 %). Para as restantes (10,06 %, 12,85 % e 3,91 %) 

amostras os valores rondaram os 5 × 105 – 106, 106 – 107 e > 107 UFC/mL, respectivamente. 

Normalmente, é a partir de um milhão de bactérias psicrotróficas por mililitro de leite que os 

riscos de alteração são maiores. Este número é atingido ao fim de três dias, após a ordenha, 

a 4 °C, para um leite de qualidade média (Luquet, 1985). Em produtos finais com contagens 

microbianas dentro dos limites legais, podem também ocorrer transformações de origem 

microbiana (Ravanis e Lewis, 1995). 

De acordo com Vieira e Sá e Barbosa (1990), é principalmente durante a conservação do 

leite em tanques refrigerados, acima de 4 °C, e quando os períodos de armazenamento são 

longos (acima de 36 a 48 horas), que ocorre o desenvolvimento das bactérias psicrotróficas. 

Se a isto se juntar uma ordenha sem a qualidade higiénica recomendada, este leite ficará 

desde logo responsável pela má qualidade do queijo, manteiga e outros derivados em cujo 

fabrico for usado. A chamada de atenção para estes aspectos é tanto mais importante 

quanto é certo que muitos produtores acreditem que a preservação do leite pelo frio é 

indefinida, ou quase, e que a temperatura de arrefecimento a 7 °C ou 10 °C é mais que 

suficiente para o preservar de todos os riscos, o que não é verdade. 

Os riscos que advêm da actividade metabólica dos microrganismos psicrotróficos poderão 

ser controlados limitando a contaminação inicial, recorrendo a práticas adequadas de 

higiene no ciclo de produção e transformação do leite, podendo-se conseguir níveis 

inferiores a 103 UFC/mL. A aplicação de frio nas duas horas subsequentes à ordenha, a 

temperaturas entre 3 °C e 4 °C por períodos de conservação que não excedam as 48 h, 
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também limitam a elevação dos níveis de contaminação. Estas práticas permitirão uma 

qualidade microbiológica de níveis inferiores a 5 × 104 UFC/mL (Lenoir, 1980). 

Existem vários factores a condicionar a proporção de psicrotróficos no leite refrigerado, 

como o nível de contaminação e a composição da flora contaminante inicial, a temperatura, 

a duração da refrigeração (Feuillat et al., 1976; Bloque et al., 1980, Hantsis-Zacharov e 

Halpern, 2007) e, com menor influência, os sistemas de inibição natural do leite (Zall, 1990). 

A relação psicrotróficos/flora mesófila total de um leite antes da refrigeração pode variar 

entre limites tão amplos como de 3 a 90% (Feuillat et al., 1976), 1 a 87% (Pla et al., 1992) 

ou, em certos casos, ultrapassar mesmo o valor da flora total (Nuñez et al., 1984; Pla et al., 

1992). A variação destes níveis está dependente do grau de higiene conseguido no 

momento da ordenha; segundo Cousin (1982), menos de 10 % da microflora total são 

psicrotróficos no caso de ordenhas sob boas condições sanitárias, caso contrário podem 

exceder os 75 %. 

A temperatura é, sem dúvida, o factor mais importante pois, tem um efeito directo sobre a 

duração da fase de latência e o tempo de geração para cada microrganismo (Pla et al., 

1992). Dousset et al. (1988) observaram que os leites com níveis de psicrotróficos de 4,5 × 

104 UFC/mL iniciais atingiram níveis de 106 UFC/mL em 48 h a 8 °C e apenas 8 × 104 

UFC/mL no mesmo período de tempo a 3 °C 

A conservação entre 2 e 4 °C durante 72 h, ou a 6 e 8 °C durante 48 h, é recomendado para 

leite de ovelha somente para contagens iniciais inferiores a 103 UFC/mL (Nikolov, 1985). 

1.4.OBJECTIVOS DO PRESENTE ESTUDO 

No presente trabalho será estudado o efeito da refrigeração nas características tecnológicas 

do leite de ovelha, quer sobre a evolução da flora microbiana, quer sobre o impacto nas 

características físico-químicas do leite que condicionam a sua aptidão à coagulação e, por 

essa via, o respectivo comportamento no decurso das fases tecnológicas e a qualidade do 

produto final, constituindo-se, assim, como duas das componentes essenciais do valor 

tecnológico do leite cru para o fabrico de queijo. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. BREVE DESCRIÇÃO DA QUEIJARIA 

Este trabalho foi efectuado em colaboração com a empresa Flor de Cardo S. A., a qual 

cedeu os lotes de leite utilizados nos ensaios efectuados. 

Criada em 2003, a Flor de Cardo S. A. é uma jovem sociedade que se dedica à produção e 

comercialização de queijos tradicionais. 

Baseada numa antiga queijaria, na zona de produção do Queijo de 

Azeitão DOP, a Flor de Cardo criou os produtos da gama Divinus 

resultantes de uma estratégia que tem como objectivo principal a 

consolidação da qualidade e tipicidade regional em paralelo com a 

modernização das técnicas de produção. 

No respeito do legado de gerações anteriores, a Flor de Cardo alia o 

essencial das tecnologias tradicionais com modernos equipamentos, continuando a 

desvendar os segredos que a "arte queijeira" do nosso país nos legou (www.arcolsa.pt, 

consultado a 20/10/08). 

2.2. RECOLHA E PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS. 

O leite, cedido pela queijaria Flor de Cardo, foi recolhido no tanque de refrigeração da 

queijaria. O período da recolha das amostras decorreu de Janeiro a Maio às segundas-feiras 

de manhã, em recipiente previamente esterilizado. As amostras foram transportadas até ao 

laboratório sob refrigeração (em caixas isotérmicas). O tempo entre a recolha das amostras 

e as respectivas análises iniciais nunca foi superior a 8 h. 

Chegada ao laboratório a amostra de leite foi dividida em duas sub-amostras de 1L cada, 

uma para cada temperatura de refrigeração: 4±1 °C e 8±1 °C. Reservou-se ainda cerca de 

200 mL para as análises físico-químicas e 10 mL para as análises microbiológicas a efectuar 

antes da refrigeração, para caracterização inicial do leite. 
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Para cada uma das temperaturas, os ensaios de refrigeração decorreram durante sete dias, 

sendo efectuadas as análises de avaliação da aptidão à coagulação do leite nos dias zero, 

um, dois, três e sete, respectivamente, e análises microbiológicas nos dias zero, um, dois e 

três, respectivamente. 

2.3. ANÁLISES FÍSICO-QUÍMICAS 

No dia da recolha (dia zero), a amostra de 200 mL, foi colocada em banho-maria a 37 °C, 

para homogeneização. Parte desta amostra foi colocada a 32 °C para a avaliação da 

aptidão para a coagulação, mais à frente descrita, e outra parte da amostra foi colocada a 

20 °C, temperatura de trabalho em laboratório. Após estabilização, foram efectuadas as 

seguintes análises físico-químicas: 

• pH (20 °C) – por potenciometria (potenciómetro 713 pH Meter Metrohm, Herisau, 

Swiss); 

• Acidez – NP - 470 (IPQ, 1983b); 

• Matéria Gorda (MG) – NP - 469 (IPQ, 1983a); 

• Proteína Bruta (PB) – NP - 1986 (IPQ, 1991); 

• Resíduo Seco e Resíduo Seco Isento de Matéria Gorda – NP - 475 (IPQ, 1983d); 

• Densidade (20 °C) – NP - 474 (IPQ, 1983c). 

Nos últimos ensaios, foi também efectuado o teste da lactofermentação (Chavannes e 

Demont, 1945), que consistia em colocar dois tubos de ensaio, com cerca de 10 mL de leite 

cada, a 30 °C durante 24 h ± 1 h, sendo depois registada a existência ou ausência de 

alterações ocorridas no tubo: coagulação, proteólise ou produção de gás. O teste da 

lactofermentação foi repetido todos os dias, para as duas temperaturas de refrigeração, 

sempre em duplicado. 

Ao dia sete foi tirada uma foto-resumo (câmara digital), relativo ao ensaio que terminou 

contendo um tubo de ensaio referente a cada dia. Os tubos foram colocados por ordem de 

tempo e temperatura de refrigeração. A foto foi tirada sem flash e com os tubos sob um 

fundo preto, posteriormente foi trabalhada digitalmente recorrendo a um software de edição 

de imagens e fotografias (paint.NET, v.3.05). 
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A edição das fotos consistiu em diminuir o nível de entrada da cor branca e aumentar o nível 

de entrada do preto, depois usar o contraste e o brilho para obter uma melhor definição das 

alterações, estas variações variaram consoante a foto, tentando se melhorar a distinção das 

alterações, permitindo o realce das alterações que ocorreram dentro dos tubos (Figuras 1 e 

2), nomeadamente a produção de gás (presença de sulcos ao longo do coágulo) e 

proteólise (aparecimento de zonas de digestão do coágulo), pois são as alterações visíveis. 

 

 

Figura 1 – Foto-resumo para exemplo de resultados do teste da lactofermentação, original (a) e 

editada (b). 

 

 

Figura 2 – Exemplo de produção de gás (a) e de proteólise (b). 

Foi também efectuada a avaliação da aptidão para a coagulação, como factor representativo 

da aptidão do leite para o fabrico de queijo, a qual foi efectuada com o Optigraph®, segundo 

metodologia desenvolvida no exNTLD/DTPA do L-INIA, INRB, IP (Alves, 2003; Alves et al., 

2004). 

 

a 

 a b

b 
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O Optigraph® foi desenvolvido (1999) pelo INRA (Institut National de la Recherche 

Agronomique) de Grignon e pela empresa Ysebaert, com os objectivos de acompanhar a 

coagulação do leite em laboratórios de industrias de lacticínios e também de substituir um 

outro equipamento, o Formagraph®, que, ao contrário do Optigraph®, que se baseia num 

método óptico, se baseava num método reológico, com os inconvenientes daí inerentes, 

como a destruição das amostras. 

O Optigraph® é um sistema (hardware e software) que caracteriza a aptidão tecnológica do 

leite para a coagulação. Calcula em tempo real todos os parâmetros necessários para o 

correcto acompanhamento do fabrico do queijo: tempo de coagulação e evolução da firmeza 

do coágulo através de determinações feitas ao longo do tempo.  

O Optigraph® mede a atenuação do sinal óptico no infra-vermelho próximo, uma vez que, ao 

longo da coagulação, a luz emitida que vai atravessar o leite é progressivamente atenuada, 

devido às alterações na estrutura da micela da caseína (Ysebaert, 2000). O resultado de 

cada ensaio de coagulação vem expresso graficamente em “optigramas” (Figura 3), dos 

quais se extraem vários indicadores. 

R – Tempo de inicio de floculação ou de coagulação (em minutos ou 
segundos); 

AR – Parâmetro da consistência do gel; mede a intensidade do sinal óptico 
quando decorreu um tempo igual a 2R (Volt9); 

A2R – Parâmetro da consistência do gel; mede a intensidade do sinal 
óptico quando decorreu um tempo igual a 3R (Volt); 

0K20 – Tempo necessário, a partir de R, até que se obtenha uma 
consistência padrão equivalente a 6,5 Volt (em minutos ou segundos); 

A20, A40 – Intensidade do sinal óptico quando decorridos 20 e 40 minutos, 
respectivamente, desde o inicio do ensaio (Volt). 

Figura 3 – Representação gráfica de alguns parâmetros avaliados através do Optigraph (adaptado 

de Mahaut et al. (2000), por Martins et al. (2007)). 

O Optigraph® permite obter outros dados que aqui não estão explicitados, como por 

exemplo, A60, os quais serão mais úteis em coagulações que ocorram mais tardiamente. O 

suporte de amostras tem capacidade máxima para 10 amostras de leite, podendo o 

                                                 
9 Volt – (símbolo: V) é a Unidade SI de tensão eléctrica (diferença de potencial eléctrico), a qual 
denomina o potencial de transmissão de energia, em Joules, por carga eléctrica, em Coulombs, entre 
dois pontos distintos no espaço. 
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aparelho, no entanto, funcionar sem que todas as células estejam ocupadas. O volume de 

leite a utilizar é de 10 mL por célula, enquanto que o de coagulante pode ser arbitrado pelo 

operador, sendo usualmente de 1 mL. A temperatura a que decorre o ensaio pode variar 

entre 24 e 45 °C. 

Antes de cada ensaio, o Optigraph® calibra cada célula cheia e seleccionada 

individualmente, para um sinal inicial padrão, que, para leite de ovelha, está definido pelo 

laboratório em 7 Volt (Alves, 2003), após colocação a uma temperatura constante, que neste 

caso foi estabelecido em 32 °C, temperatura à qual vai decorrer a coagulação do leite. A 

duração dos ensaios foi fixada em 60 minutos para a utilização do coalho standard (Extracto 

de cuajo en polvo Granday® 6000), de forma a obter, em boas condições, todos os 

parâmetros de coagulação requeridos. Quando se utilizou o extracto de flor de cardo como 

coagulante, a duração dos ensaios foi de 120 minutos, obtendo-se dados de coagulação em 

situação próxima das condições reais de fabrico tradicional de queijo de ovelha. 

Previamente, as amostras de leite foram colocadas a 32 °C, em banho-maria, durante pelos 

menos 1 h, para equilíbrio físico-químico.  

Assim, em cada célula foram usados 10 mL de leite e 1 mL de solução de coagulante. Os 

coagulantes usados foram preparados da seguinte maneira: 

• Coalho Standard: solução de 0,08 % (m/v) de coalho standard (0,04 g de coalho em 

50 mL de água destilada), contendo 96±2 % de quimosina, para obtenção de 

resultados padrão, comparáveis com a bibliografia e com outros obtidos no 

laboratório; 

• Extracto de flor de cardo: preparado macerando em almofariz 4 g de flor de cardo 

com solução de cloreto de sódio (5 %, m/v), em extracções sucessivas, até 

preencher, após filtração em filtro Whatman n°40, 100 mL de volume final. Esta 

preparação em laboratório, pretendeu simular a coagulação real ocorrida na 

queijaria, a qual utiliza uma concentração equivalente a 0,4 g flor/L leite. 

Nos dias um, dois, três e sete respectivamente, retiraram-se 150 mL de leite de cada uma 

das temperaturas de refrigeração para análises físico-químicas, as determinações de pH e 

de acidez, e também para avaliar a aptidão à coagulação, repetindo os métodos 

anteriormente descritos. 
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2.4. ANÁLISES MICROBIOLÓGICAS 

As análises microbiológicas descritas a seguir foram efectuadas em amostras de leite, antes 

da refrigeração, e após um, dois e três dias de refrigeração, em cada das duas temperaturas 

(4 e 8 °C, respectivamente). 

Contagem de mesófilos a 30 °C – esta contagem foi feita de acordo com a norma ISO/DIS 

6610 (ISO/DIS, 1983), usando o meio de cultura PCA (Plate Count Agar), preparado da 

seguinte forma: 

• dissolver 11,25 g de meio desidratado em 500 mL de água destilada; autoclavar a 

121 °C durante 15 minutos; guardar à temperatura ambiente até à sua utilização 

final. 

Contagem de psicrotróficos a 21 °C – esta contagem foi feita de acordo com a norma 

ISO/DIS 8552 (ISO/DIS, 1986), usando o meio de cultura PCA adicionando 1 g de leite 

magro desidratado por litro. 

Estas contagens foram realizadas em triplicado. 

2.5. REGISTO E ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS RESULTADOS 

Todos os resultados e observações foram registados num caderno semanal, para posterior 

análise (exemplo em anexo). 

A análise de variância (ANOVA) dos resultados das contagens de UFC e dos resultados 

obtidos da aptidão para a coagulação do leite foi realizada com recurso ao programa 

Statistica™, versão 5, da Statsoft, EUA, utilizando o teste de Scheffé (Danzart, 1986), para 

comparação entre grupos. Os factores utilizados foram o tempo e a temperatura de 

refrigeração. Em todas as análises de variância foram considerados como valores 

significativos, aqueles cuja probabilidade de ocorrência foi superior a 95 % (p <0,05). 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1. COMPOSIÇÃO DO LEITE. 

No inicio de cada ensaio, foi efectuada a caracterização do leite utilizado. O Quadro IV 

resume as médias encontradas para os parâmetros avaliados, assim como alguns 

parâmetros estatísticos relativos aos mesmos. Os valores obtidos estão de acordo com a 

bibliografia consultada no que se refere às principais características do leite de ovelha, 

embora seja comum encontrar uma grande variação (Martins, 1989). De referir, no entanto, 

que os teores em proteína, importantes relativamente ao fabrico de queijo, designadamente 

para o rendimento do fabrico, são baixos para leite de ovelha. Um valor médio de 4,77% 

(m/m) está muito mais próximo dos valores que se obtêm para raças de produção elevada, 

como a Assaf (Marques de Almeida, 2007) do que de raças nacionais, como a Saloia, 

proporcionando certamente rendimentos queijeiros inferiores (Martins, 1989; Martins et al., 

2007). 

Quadro IV – Composição média do leite usado neste estudo.

 
Média Desv. Pad. Máx. Mín. N 

pH 6,62 0,06 6,73 6,52 14

Acidez (mL NaOH N/L leite) 25,2 3,3 30,0 16,5 14

MG (%, m/v) 7,2 0,9 8,8 4,8 14

Azoto Total (%, m/m) 0,747 0,038 0,819 0,646 14

PB (%, m/m) 4,77 0,24 5,23 4,12 14

Resíduo Seco (%, m/m) 17,63 0,91 18,73 15,21 14

Res Seco Isento de MG  
(%, m/m) 10,70 0,35 11,27 9,56 14

Densidade (20°C) 1,0345 0,0011 1,0362 1,0320 14

   
Contagem de psicrotróficos  
(21 °C) (UFC/mL) 6,28 × 105 1,31 × 106 5,80 × 106 5,40 × 103 14

Contagem de mesófilos totais 
(30 °C) (UFC/mL) 1,04 × 106 2,13 × 106 8,60 × 106 1,70 × 104 14
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A variabilidade associada às médias referidas, aqui representada pelo desvio-padrão, é 

importante, pois pode ter, no caso de alguns parâmetros da coagulação, implicações na 

interpretação dos resultados obtidos, as quais serão referidas mais à frente. 

No que se refere à contagem de microrganismos mesófilos totais, deve ser referido que a 

média obtida no início dos ensaios excede o valor estabelecido para o leite utilizado no 

fabrico de queijo, na produção (máx. 500 000 UFC/mL), o que não abona em favor da 

qualidade do leite, facto nada surpreendente para o que é comum no sector do leite de 

pequenos ruminantes (Martins e Vasconcelos, 2004). Deve notar-se ainda que o nível médio 

de microrganismos psicrotróficos no leite no início dos ensaios se situa a um log da 

contagem total de mesófilos, o que, se considerarmos os eventuais efeitos negativos deste 

tipo de microrganismos, pode significar problemas de qualidade do produto final. 

Podemos, no entanto, notar que, para os dois parâmetros microbianos, a variabilidade foi 

acentuada o que, sendo também comum, indica a necessidade de, no sector da produção 

de leite, serem adoptadas, de forma sistemática, práticas que possibilitem a obtenção de 

leite de boa qualidade microbiana de forma continuada, aumentando a probabilidade de 

êxito no fabrico de queijo de leite cru. 

A variabilidade nas características do leite, sobretudo microbiológicas, é um factor 

importante na heterogeneidade encontrada no queijo, a qual pode ser potenciada pela 

variabilidade físico-química (Martins e Vasconcelos, 2004; Martins et al., 2007).  

3.1. EFEITO DA REFRIGERAÇÃO NA APTIDÃO DO LEITE PARA A 
COAGULAÇÃO. 

O efeito da refrigeração foi avaliado mediante dois tipos de ensaio. O primeiro, é um 

processo padrão, em rotina no laboratório do Núcleo de Leite e Lacticínios do L-INIA, INRB 

IP, o qual, como se descreveu em 2.4, utiliza quimosina como coagulante, para um tempo 

de ensaio de 60 minutos, intervalo em que devem estar contidos uma série de parâmetros 

que permitam avaliar a evolução da firmeza do coágulo após o início da floculação ou 

agregação micelar. Nestas condições, o início da agregação micelar, R, deve ocorrer num 

período não inferior a 5-6 minutos, que não permitiria a identificação da coagulação por 

parte do equipamento, e não superior a 20 minutos, o que não permitiria obter, alguns 

parâmetros, como, por exemplo, o A2R. 
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A vantagem de usar este processo reside no facto de, sendo um processo padrão, permitir 

uma avaliação comparativa entre ensaios ou entre algumas condições de ensaios. No 

entanto, dado que as condições padrão de ensaio significam uma aproximação a um fabrico 

de queijo que se distancia do fabrico tradicional de queijo de leite cru de ovelha, como o 

queijo de Azeitão, Serra da Estrela ou Serpa, optou-se por realizar também uma linha de 

ensaios contemplando condições de fabrico próximas das tecnologias tradicionais destes 

queijos, simulando a fase de coagulação do fabrico de queijo de Azeitão (Vasconcelos, 

1990), constituindo uma relação enzima/substrato mais próxima da utilização real do 

coagulante e do fabrico, uma vez que esta relação é também um importante factor de 

condicionamento da coagulação (Alves, 2003). 

Assim, foi também utilizado como coagulante o extracto de cardo, numa proporção próxima 

da habitualmente utilizada nessa tecnologia, equivalente a 0,4g flor de cardo/L de leite, 

proporcionando reacções enzimáticas menos intensas que no método padrão, obtendo-se 

valores de R mais elevados e permitindo observar os valores de firmeza do gel até aos 120 

minutos, englobando assim os tempos totais de coagulação utilizados nos fabricos, entre os 

40 e os 80 minutos (Vasconcelos, 1990; Peixeiro, 2005), e podendo estudar os eventuais 

efeitos da refrigeração em condições mais próximas das reais. 

3.1.1. Coagulação com coalho standard (quimosina). 

Como se observa no Quadro V, o pH do leite foi significativamente influenciado (P <0,01) 

pelos factores em estudo, tempo e temperatura de refrigeração, bem como pela sua 

interacção. De facto, estes são factores conhecidos como decisivos no crescimento e 

metabolismo microbiano, os quais, no leite, têm como consequência, na maior parte das 

situações, a diminuição do pH, incluindo por efeito de microrganismos psicrotróficos, 

nomeadamente de tipo láctico (Nuñez et al., 1981). Este parâmetro é um importante factor 

da actividade enzimática e, portanto, o efeito do tempo e da temperatura de conservação foi 

também sensível (P <0,05) ao nível do tempo de início da floculação (R), o que não 

aconteceu com a interacção entre os dois factores. 

Relativamente aos parâmetros de consistência do gel, mais dependentes das características 

físico-químicas do leite do que da actividade enzimática, os factores em estudo revelaram 

um efeito não significativo (Quadro V). A única excepção foi a consistência ao fim de 20 

minutos de ensaio (A20), que foi influenciada significativamente (P <0,05) sobretudo pelo 

tempo de refrigeração. 
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Quadro V – Nível de significância dos diferentes factores em estudo nos parâmetros avaliados. 

 

 

                                      **→ Muito significativo (p <0,01); * → significativo (p <0,05); ns → não significativo 

Isto significa que, nas condições dos ensaios, a refrigeração não revelou efeito significativo 

nas características do coágulo, afectando apenas a primeira fase de coagulação, a fase 

enzimática, muito por efeito da variação do pH, as quais estarão certamente na base no 

efeito no A20, dado que é o parâmetro de consistência mais próximo do início da agregação 

micelar (R). 

Assim, as diferenças no parâmetro R podem não resultar do efeito directo da refrigeração, 

pois estão muito relacionadas com os níveis de pH, facto referido desde há muito. White e 

Davies (1958), por exemplo, notaram que o tempo necessário para o leite coagular com 

coalho reduziu com a diminuição do pH de 6,7 para 5,5. No caso do A20, as diferenças 

verificadas também podem não ser directamente devidas ao tempo de refrigeração, pois é 

um parâmetro muito dependente do R, sendo também dependente, como toda a fase de 

agregação micelar, de factores inerentes ao leite e às condições de ensaio (teor e tipo de 

proteína/caseína, proporção de Ca++, pH, temperatura), constituindo um fenómeno 

extremamente complexo (Dalgleish, 1999). 

Pela observação do Quadro VI, pode notar-se que, culminando a tendência decrescente do 

pH ao longo do tempo de refrigeração, menos acentuada a 4 °C, as diferenças tornaram-se 

significativas a partir dos sete dias, a 4 °C, e a partir dos três dias, para os 8 °C (Figura 4), 

denotando médias inferiores aos valores admitidos para alteração ainda aceitável no leite, 

próximo de 6,50-6,55. De la Fuente et al. (1997) e Raynal e Remeuf (2000) também não 

encontraram variações significativas no pH de leite de ovelha refrigerado durante dois dias a 

4 °C. Podemos verificar que o pH do leite refrigerado a 4 °C, aos sete dias, é igual ao pH do 

leite refrigerado a 8 °C, aos três dias. Estas diferenças representam bem a necessidade da 

refrigeração, a temperatura adequada, para conservar a qualidade do leite.  

 

 

pH R AR A2R A20 A40 0K20 

Tempo (dias) ** * ns ns * ns ns 

Temperatura (°C) ** * ns ns ns ns ns 

Tempo * Temperatura ** ns ns ns * ns ns 
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que comece mais cedo, efeito que se atenua com o tempo, como se poderá observar a 

partir do A40.  

QUADRO VII – Efeito do tempo e da temperatura de refrigeração nos parâmetros da aptidão do leite 

para a coagulação – A20 e A40. 

 

 

 

 

 

                               Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

                               Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

 

 

Figura 5 – Evolução de A20 (a) e A40 (b) durante o tempo de refrigeração para as duas 

temperaturas. 

 

A evolução do AR e do A2R (Quadro VIII e Figura 6) não revela diferenças estatisticamente 

significativas em função do tempo e da temperatura de refrigeração, embora a tendência 

seja de diminuição da consistência com o tempo de refrigeração, quando esta se efectuou a 

8 °C, mantendo-se estabilizada para os 4 °C. Apesar da coagulação do leite refrigerado a 8 

°C começar mais cedo (R inferior), não foram obtidas coalhadas mais consistentes em 

relação às coalhadas obtidas a partir do leite refrigerado a 4 °C.  
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Quadro VIII – Efeito do tempo de refrigeração e da refrigeração nos parâmetros da aptidão do leite 

para a coagulação – AR e A2R. 

 

 

 

 

 

                               Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

                               Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

 

FIGURA 6 – Evolução do AR (a) e do A2R (b) durante o tempo de refrigeração para as duas 

temperaturas. 

Um dos efeitos identificados na bibliografia referentes ao uso da refrigeração, que é a 

formação de coalhadas menos consistentes, não é, aqui, imediatamente identificado, uma 

vez que as consistências inferiores, padronizadas aos valores de R, se verificam para a 

refrigeração a 8 °C. A consistência da coalhada obtida pelo leite refrigerado a 4 °C passa de 

7,31 e 10,78 para 7,44 e 10,98, respectivamente para os parâmetros AR e A2R, isto é, sobe 

ligeiramente ao fim dos três dias. O mesmo não acontece para o leite refrigerado a 8 °C, 

pois a consistência desce, em média, respectivamente 0,21 e 0,28 Volt. 

No entanto, ao fim de 40 minutos de ensaio, a consistência da coalhada (A40) diminuiu para 

o leite refrigerado durante três dias a 4 °C, o que significa que, na situação em que o pH 

teve menor influência na coagulação (conservação a 4 °C), a agregação micelar foi mais 

lenta para maior tempo de refrigeração, facto também indicado pelo parâmetro 0K20 

(Quadro VI, Figura 7), o que pode indicar diminuição da aptidão do leite à coagulação, a 

qual não se revelou, no entanto, significativa. De la Fuente et al. (1997) não observaram 

mudanças na firmeza da coalhada obtida medida pelo Formagraph, mas uma diminuição na 
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velocidade de agregação micelar de 25 % para leite de ovelha refrigerado dois dias a 3 °C. 

Na realidade a diferença obtida foi pequena e poderá ser eventualmente recuperada no 

fabrico, por controlo das condições a utilizar. Infelizmente, diferenças destas ou até 

superiores não são, normalmente, corrigidas pelo fabrico pois não é efectuado qualquer 

controlo a não ser do tempo estipulado para a coagulação. 

 

FIGURA 7 – Evolução de 0k20 durante o tempo de refrigeração para as duas temperaturas. 

Estas diferenças na consistência da coalhada parecem, assim, estar muito relacionadas 

com o pH, o qual é reflexo da evolução da flora microbiana; a 8 °C existe um maior 

crescimento de microrganismos, nomeadamente psicrotróficos (será demonstrada mais á 

frente), que produzem enzimas proteolíticas que podem digerir a rede proteica formada 

durante a coagulação, podendo contribuir para diminuir a sua consistência e a respectiva 

resistência ao trabalho mecânico, durante o dessoramento e prensagem. 

Em resumo, podemos dizer que a refrigeração não afectou significativamente a aptidão do 

leite de ovelha em estudo para a coagulação, o que também está em concordância com a 

escassa bibliografia disponível consultada, que refere que o leite de ovelha parece não ser 

afectado pelo frio, pelo menos com o impacto que se verifica para o leite de vaca. De facto, 

Raynal e Remeuf (2000) referem que o leite de ovelha mostra grande estabilidade a nível 

micelar ao fim de 48h de refrigeração a 4 °C e, como reflexo disso, as propriedades 

tecnológicas não se alteram substancialmente. 
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3.1.2. Coagulação com extracto de cardo. 

Como referimos, recorreu-se à utilização do extracto de cardo para aproximar as condições 

de ensaio às condições de fabrico na queijaria, o que tem a vantagem de se poder estudar o 

tema da aptidão tecnológica a partir de relações enzima/substracto mais consentâneas com 

a utilização real do leite de ovelha na maior parte das tecnologias tradicionais de fabrico de 

queijo. 

QUADRO IX – Nível de significância dos diferentes factores em estudo nos parâmetros avaliados – 

pH, R, AR, A2R e 0K20. 

 

 

              **→ Muito significativo (p <0,01); * → significativo (p <0,05); ns → não significativo 

 

Como podemos verificar no Quadro IX, ocorreram algumas diferenças a nível da influência 

dos factores em estudo (tempo e temperatura de refrigeração). Os efeitos a nível do pH 

foram idênticos, altamente significativos para os dois factores e sua interacção (P <0,01). O 

tempo de refrigeração passou a afectar muito significativamente (P <0,01) o início da 

floculação (R) e a velocidade de agregação micelar (0K20), continuando a não afectar 

significativamente os parâmetros de consistência dependentes de R (AR e A2R). A 

temperatura de refrigeração passou também a afectar muito significativamente (P <0,01) o 

R. A conjugação dos dois factores apenas influencia significativamente o R (P <0,05). 

A coagulação teve um início muito mais tardio quando comparada com a dos ensaios 

anteriores, com quimosina, devido ao coagulante e à proporção utilizada (a força coagulante 

é menor em consequência da sua concentração), o que parece destacar os efeitos do tempo 

e da temperatura de refrigeração. 

O software do Optigraph permite a visualização de outros parâmetros da coagulação. Como 

o começo tardio da agregação micelar tornou os parâmetros de consistência A20 e A40 

insuficientes para analisar com maior rigor a evolução da coagulação, acrescentámos à 

análise os parâmetros A30, A40, A50, A60 e A90, os quais nos pareceram mais adequados para 

completar a análise destes ensaios de coagulação. 

pH R AR A2R 0K20 

Tempo (dias) ** ** ns ns ** 

Temperatura (°C) ** ** ns ns ns 

Tempo * Temperatura ** * ns ns ns 
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Quadro X – Nível de significância dos diferentes factores em estudo nos parâmetros avaliados – A20, 

A30, A40, A50, A60 E A90. 

 

 

 
            **→ Muito significativo (p <0,01); * → significativo (p <0,05); ns → não significativo. 

No Quadro X estão apresentados os níveis de significância para a influência dos factores 

em estudo nos parâmetros de consistência em função do tempo de ensaio de coagulação. 

Podemos observar que o tempo de refrigeração tem um efeito muito significativo (P <0,01) 

para o A20, A30, A40, A50 e A60, tendo apenas a temperatura de refrigeração um efeito muito 

significativo (P <0,01) para o A20, A30 e A40 e significativo (P <0,05) para o A50. A interacção 

dos dois factores demonstra um efeito muito significativo (P <0,01) para o A20 e o A30. Ou 

seja, praticamente em todas as situações, a influência dos factores faz-se sentir sobretudo 

na fase enzimática da coagulação, mas esse efeito estende-se para a fase de agregação 

micelar em função do tempo de fabrico. Nuns casos, mais cedo, e noutros, mais tarde, a 

refrigeração afecta a evolução da consistência do gel mas a tendência é para que não 

existam diferenças significativas para o final dos ensaios, Se considerarmos que a 

coagulação nos fabricos tradicionais decorre por um tempo global de 50-70 minutos, vemos 

que o tempo de refrigeração, factor para o qual é mais sensível a variação do pH, é um 

factor importante. A temperatura também o é mas o seu efeito quase que se esbate para o 

final da coagulação. A interacção revela um efeito menor provavelmente porque a 

temperaturas diferentes o efeito do tempo será também diferente, certamente mais 

significativo a 8 °C do que a 4 °C. 

Quadro XI – Efeito do tempo e da temperatura de refrigeração no pH e nos parâmetros da aptidão 

do leite para a coagulação com extracto de cardo – R e 0K20. 

               Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

               Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

A20 A30 A40 A50 A60 A90 

Tempo (dias) ** ** ** ** ** ns 

Temperatura (°C) ** ** ** * ns ns 

Tempo * Temperatura ** ** ns ns ns ns 

Tempo 
(dias) 

pH R 0K20 

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

0 6,62 aA 6,62 aA 1548 aA 1548 aA 653 aA 653 aA 

1 6,65 aA 6,64 aA 1528 aA 1503 aA 645 aA 643 aA 

2 6,63 aA 6,58 abA 1521 aA 1406 aA 631 aA 612 aA 

3 6,61 aA 6,49 bB 1460 abA 1161 abA 617 aA 551 aA 

7 6,49 bA 5,75 cB 1098 bA 838 bA 546 aA 498 aA 
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Quadro XII podemos observar que os valores de AR e de A2R não sofrem efeitos 

significativos ao longo da refrigeração, embora possamos verificar a ocorrência de uma 

diferença na consistência da coalhada no leite com sete dias de refrigeração, sendo a que 

foi obtida pela coagulação do leite refrigerado a 8 °C menor, o que se torna mais facilmente 

observável na Figura 10. 

QUADRO XII – Efeito do tempo e da temperatura de refrigeração nos parâmetros da aptidão do leite 

para a coagulação com extracto de cardo – AR e A2R. 

 

 

 

 

                     Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

                     Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

 

FIGURA 10 – Evolução de AR (a) e A2R (b) ao longo do tempo de refrigeração para as duas 

temperaturas. 

Nestas novas condições de ensaio, o início da floculação verifica-se entre os 20 e os 30 

minutos (Quadro XIII), tal como nas tecnologias tradicionais, excepto quando os valores de 

pH são acentuadamente baixos (Quadro XI), mesmo inferiores ao aceitável para o leite de 

fabrico. Como se pode ver no Quadro XIII, as médias do A20 são 0 em praticamente todos os 

tempos de refrigeração, o que pode ter influenciado os níveis de significância. 

 

 

4 °C

8 °C
7,60

8,00

8,40

8,80

0 1 2 3 7

V

Tempo em dias

4 °C

8 °C
11,00

12,00

13,00

14,00

0 1 2 3 7

V

Tempo em dias

Tempo 
(dias) 

AR A2R 

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

0 8,58 aA 8,58 aA 12,60 aA 12,60 aA 

1 8,67 aA 8,43 aA 12,96 aA 12,60 aA 

2 8,73 aA 8,37 aA 13,14 aA 12,73 aA 

3 8,51 aA 8,16 aA 12,98 aA 12,65 aA 

7 7,95 aA 7,63 aA 12,25 aA 11,18 aA 

a b 
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QUADRO XIII – Efeito do tempo de refrigeração e da refrigeração nos parâmetros da aptidão do leite 

para a coagulação com extracto de cardo – A20, A30 e A40. 

Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

Com a observação dos Quadros XIII e XIV também se pode verificar que as diferenças na 

consistência da coalhada ao longo do tempo de refrigeração se vão atenuando ao longo da 

coagulação, deixando de ser significativas a partir do A50, de igual modo, as diferenças 

significativas em função da temperatura de refrigeração verificadas para A20 e A30 para os 

sete dias de refrigeração deixam de existir. Note-se que apesar das diferenças apontadas 

não serem significativas não significa que sejam inexistentes, pois ao observar os Quadros 

verifica-se que estas existem apenas são mais pequenas (Figura 11).  

QUADRO XIV – Efeito do tempo e da temperatura refrigeração nos parâmetros da aptidão do leite 

para a coagulação com extracto de cardo – A50, A60 e A90. 

Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

 

Tempo  
(dias) 

A20 A30 A40 

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

0 0,00 bA 0,00 bA 1,83 bA 1,83 cA 5,39 bA 5,39 bA 

1 0,00 bA 0,00 bA 2,00 bA 2,16 bcA 5,59 bA 5,62 bA 

2 0,00 bA 0,00 bA 2,07 bA 3,01 bcA 5,69 abA 6,46 bA 

3 0,00 bA 1,21 bA 2,52 bA 5,46 bA 6,11 abA 8,80 abA 

7 2,27 aA 6,04 aB 6,54 aA 10,29 aB 9,16 aA 10,72 aA 

Tempo  
(dias) 

A50 A60 A90 

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

0 8,11 aA 8,11 aA 10,24 aA 10,24 aA 13,96 aA 13,96 aA 

1 8,35 aA 8,04 aA 10,49 aA 10,37 aA 14,13 aA 13,98 aA 

2 8,50 aA 9,10 aA 10,68 aA 11,11 aA 14,33 aA 14,86 aA 

3 9,16 aA 11,26 aA 10,96 aA 13,12 aA 14,45 aA 15,64 aA 

7 11,19 aA 12,27 aA 12,36 aA 12,73 aA 14,47 aA 14,68 aA 
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FIGURA 11 – Evolução da consistência do gel durante a coagulação de leite com 1, 2, 3 e 7 dias de 

refrigeração, para as duas temperaturas de refrigeração, a, b, c e d respectivamente. 

As diferenças entre as duas temperaturas ao 7 °dia vão diminuindo ao longo da coagulação: 

3,77; 3,75; 1,56; 1,08; 0,37; 0,21; aos 20, 30, 40, 50, 60 e 90 minutos respectivamente. Tal 

fenómeno pode ser facilmente visualizado na Figura 11(d). 

3.2. EFEITO DA REFRIGERAÇÃO NA EVOLUÇÃO DA POPULAÇÃO 
MICROBIANA. 

O outro factor relevante para o fabrico de queijo com leite cru é, como referimos, a 

população microbiana do leite, factor este que pretende valorizar em termos de 

especificidade do produto final. Uma concentração elevada de microrganismos, devida a 

uma deficiente condução do processo de obtenção do leite, quer devida a uma incorrecta 

conservação do leite, pode tornar-se muito prejudicial para o queijo. 

Neste trabalho foi igualmente estudado o efeito das condições de conservação do leite de 

ovelha na evolução da população microbiana, através da evolução da população microbiana 

mesófila, bem como no desenvolvimento da população psicrotrófica. Este ultimo grupo de 
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microrganismos é susceptível de criar grandes problemas ao nível da produção de queijo de 

leite cru. 

Como podemos ver no Quadro XV o tempo de refrigeração e a temperatura revelaram 

ambos um efeito muito significativo (P <0,01), já esperado, na evolução tanto da população 

psicrotrófica como da mesófila. A interacção dos dois factores apenas tem efeito muito 

significativo (P <0,01) para a evolução da população psicrotrófica, sendo apenas significativo 

(P <0,05) para a evolução da flora mesófila. 

Como é referido na bibliografia, as baixas temperaturas de armazenamento do leite têm 

grande influência na evolução da flora microbiana do leite, limitando o seu crescimento, 

criando, no entanto, condições adequadas ao desenvolvimento da flora psicrotrófica. 

Também é referido que a evolução da flora mesófila acidificante tem efeito no pH do leite, tal 

como podemos verificar no Quadro XV. 

Quadro XV – Nível de significância dos diferentes factores em estudo nos parâmetros avaliados. 

pH Log UFC/mL (21 °C) Log UFC/mL (30 °C) 
Tempo (dias) ** ** ** 

Temperatura (°C) ** ** ** 

Tempo * Temperatura ** ** * 

              **→ Muito significativo (p <0,01); * → significativo (p <0,05); ns → não significativo 

No Quadro XVI estão representadas as mudanças ocorridas na evolução da flora 

microbiana durante o tempo e temperatura de refrigeração. Verifica-se que, a 8 °C, ambas 

as populações microbianas (mesófila e psicrotrófica) aumentaram 2 ciclos logarítmicos em 

três dias de refrigeração, aumento este que se torna significativo ao segundo dia, enquanto 

a 4 °C, como seria de esperar, esse aumento é menor, sendo significativo ao terceiro dia. 

Kumaresan et al. (2007) observaram que, em leite cru de vaca, refrigerado a 2 °C, o 

crescimento dos psicrotróficos apenas foi significativo do 5º dia para o 7º dia. Contudo, a 

refrigeração a 4 °C e a 7 °C proporcionou crescimentos altamente significativos (P <0,01) 

entre os dias zero, três, cinco e sete.  
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Quadro XVI – Efeito do tempo e da temperatura de refrigeração no pH e nas contagens de 

psicrotróficos a 21 °C e de mesofilos totais a 30 °C. 

Na mesma coluna, minúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

Na mesma linha, para cada parâmetro, maiúsculas diferentes apontam diferenças significativas entre médias (P <0,05) 

Ainda no Quadro XVI, podemos verificar que, ao 3º dia, a temperatura de refrigeração teve 

um efeito significativo na população de psicrotróficos, enquanto nos mesófilos esse efeito foi 

significativo desde o 2º dia de refrigeração. Estes resultados estão de acordo com os obtidos 

por Kumaresan et al (2007), que obtiveram nas contagens microbianas em leite cru de vaca, 

diferenças significativas, ao 3º dia para a refrigeração a 2 °C, 4 °C e 7 °C. 

Um aspecto que parece relevante é a proximidade entre os níveis das populações mesófila 

e psicrotrófica no início de ensaio (zero dias), os quais, como já se referiu são elevados, um 

pouco superiores aos níveis regulamentares exigidos para leite destinada à produção deste 

tipo de queijo. Kumaresan et al. (2007) obtiveram contagens de psicrotróficos (log) de 3,66 ± 

0,05, 4,96 ± 0,06 e 5,03 ± 0,11 para leite de vaca recolhido no local de produção, num 

entreposto de recolha e na indústria, respectivamente. 

Estes resultados reflectem alguma falta de qualidade do leite, sobretudo no que se refere ao 

nível de psicrotróficos, embora a metodologia analítica adoptada neste trabalho utilize a 

temperatura de 21 °C para a contagem destes microrganismos, próxima dos 30 °C da 

contagem de mesófilos. Trata-se de uma opção que permite maior rapidez na obtenção dos 

resultados (24 h) em comparação com os dez dias de incubação a 6,5 °C do processo de 

referência. De acordo com Pereira et al. (2008) o ensaio a 21 °C permite obter a melhor 

correlação com os resultados obtidos através do método de referência. 

De qualquer forma, a proporção elevada de psicrotróficos em relação aos mesófilos é uma 

situação potencialmente pouco favorável para a utilização do leite cru, quando se 

perspectiva uma conservação sob refrigeração. Com efeito, sob condições deficientes de 

refrigeração, os problemas têm tendência a agudizar-se, pois, como se pode observar na 

Figura 12, o efeito da temperatura de refrigeração é maior na evolução dos psicrotróficos do 

que para os mesófilos; a diferença entre as temperaturas para a evolução dos níveis entre 

Tempo 
(dias) 

pH Log UFC/mL (21 °C) Log UFC/mL (30 °C) 

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

0 6,62 aA 6,62 aA 5,14 cA 5,14 bA 5,45 bA 5,45 bA 

1 6,65 aA 6,64 aA 5,26 bcA 5,61 bA 5,36 bA 5,83 bA 

2 6,63 aA 6,58 abA 6,00 abA 6,78 aA 6,00 abA 6,81 aB 

3 6,61 aA 6,49 bB 6,25 aA 7,38 aB 6,47 aA 7,33 aB 

7 6,49 bA 5,75 cB         
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ambos os grupos é maior para o grupo de microrganismos que tem a capacidade de se 

desenvolver a temperaturas baixas. 

 

Figura 12 – Evolução da população mesófila (a) e da população psicrotrófica (b) ao longo do tempo 

de refrigeração, para as duas temperaturas. 

As diferenças nos crescimentos obtidos parecem, assim, uma boa razão para considerar 4 

°C uma temperatura adequada de refrigeração. Os mesófilos registaram aumentos de 10 e 

52 vezes, e os psicrotróficos aumentaram 15 e 87 vezes, para 4 °C e 8 °C, respectivamente. 

Nuñez et al. (1981) obtiver crescimentos de 81 vezes para os mesófilos totais e de 41 vezes 

para o psicrotróficos, em leite de ovelha refrigerado a 4 °C. As diferenças verificadas entre 

os nossos valores e os valores de Nuñez et al. (1981), podem ser explicados pela evolução 

das condições de ordenha, onde estão incluídos diversos aspectos, como a localização e a 

estação do ano em que são recolhidas as amostras, que segundo Silva et al. (2003), têm 

efeito significativo nos níveis microbianos iniciais e, por isso, na evolução que revelam ao 

longo da conservação. 

A Figura 12 permite, também, verificar que a refrigeração a 4 °C é mais indicada para a 

conservação do leite, mantendo, um nível semelhante de contagens microbianas, mesmo no 

caso de leites com teores microbianos iniciais elevados. Para ambas as temperaturas, três 

dias de refrigeração conduzem a contagens microbianas muito elevadas, embora à 

temperatura de 4 °C, a contagem de mesófilos esteja apenas ligeiramente acima do que é, 

de certo modo, comum acontecer em leite de ovelha no fabrico de queijo.  
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Figura 13 – Contagens inicias de psicrotróficos e mesófilos, ao longo do estudo (E – ensaio). 

Como é possível ver na Figura 13 poucos foram os ensaios que tiveram contagens iniciais 

de mesófilos acima do permitido pela regulamentação em vigor para o leite cru de ovelha, 

na produção, destinado ao fabrico de queijo, sem sofrer qualquer processamento térmico, 

embora estes valores permitidos por lei, no caso de alguns tipos de queijo possam mostrar-

se mesmo assim problemáticos para o seu fabrico, pois o que conta na realidade é a flora 

microbiana na altura do fabrico, na queijaria. No Quadro XVII e nos gráficos no anexo IV, 

está bem representado que ao longo do tempo de refrigeração, mesmo quando temos 

contaminações baixas, estas tendem a subir e a passar mesmo os 500 000 UFC/mL. 

Podemos verificar que, ao 2º dia de refrigeração, mais de 80 % das amostras de leite 

refrigerado a 8 °C já tinham passado o limite referido, tanto de mesófilos como 

psicrotróficos. Por outro lado, para os leites refrigerados a 4 °C, nem ao 3º dia 80 % das 

amostras tinham chegado a esse limite. 

Quadro XVII – Quadro-resumo do nº de ensaios que ultrapassam as 500 000 UFC/mL e respectivas 

percentagens. 

Dias 

Nº de ensaios % de ensaios  

4 °C 8 °C 4 °C 8 °C 

21 °C 30 °C 21 °C 30 °C 21 °C 30 °C 21 °C 30 °C 

0 3 4 3 4 23,1 30,8 23,1 30,8 

1 2 6 4 7 15,4 46,2 30,8 53,8 

2 6 8 11 11 46,2 61,5 84,6 84,6 

3 8 9 13 13 61,5 69,2 100,0 100,0 
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No sentido de avaliar o significado tecnológico dos níveis microbianos no início dos ensaios 

e ao longo da refrigeração, foi utilizado o teste da lactofermentação, um teste indirecto e 

algo subjectivo, embora simples, pouco dispendioso e exigente em material e equipamento, 

que se baseia nas modificações que o leite sofre quando colocado a uma temperatura 

favorável aos microrganismos (35 °C). Ao fim de 24h, a observação do estado do leite 

permite um conjunto útil de indicações que podem ser interpretadas em função das 

situações. 

Este teste foi desenvolvido há muito tempo, essencialmente para aferir da influência do tipo 

de flora microbiana, quer na avaliação da aptidão do leite para o fabrico de queijo por via da 

fermentação láctica, baseando-se na actividade acidificante da flora láctica naturalmente 

presente no leite, quer para detectar o eventual efeito da presença no leite de bactérias 

produtoras de gás e susceptíveis de criarem problemas de opado em queijo, quer ainda 

para testar a qualidade microbiológica de soluções enzimáticas coagulantes em fabricos 

baseados em coagulações enzimáticas ou mistas (Chavannes e Demont, 1945). 

No caso do fabrico de Queijo de Azeitão e semelhantes, em que a actividade microbiana 

acidificante é importante para a qualidade do queijo no decurso da maturação (Vasconcelos, 

1990) e que a presença de contaminantes mesófilos produtores de gás pode afectar essa 

mesma qualidade, esta prova simples é de extrema utilidade uma vez que permite avaliar, 

em conjunto com a prova de redução do azul de metileno, o tipo de flora microbiana 

dominante. 

No presente trabalho, a utilização da prova da lactofermentação resumida aos últimos cinco 

ensaios de conservação, teve como finalidade, como se referiu, qualificar tipos de flora 

microbiana dominantes, no sentido de discernir se os dois grupos de microrganismos 

avaliados se sobrepunham ou se referiam a populações distintas de microrganismos. 

Os resultados, resumidos no Quadro XVIII, com origem nos dados recolhidos na prova da 

lactofermentação (imagens no anexo III) indicam a existência de amostras de leite (E8) que 

não coagularam ao fim de 24 h a 35 °C, e que mantiveram esse padrão ao longo dos 

ensaios de refrigeração. Apenas ao fim de sete dias a 8 °C, a acidificação conduziu à 

coagulação do leite, o que sugere uma deficiência de flora microbiana acidificante no leite de 

origem, onde se incluem as bactérias lácticas, benéficas para o fabrico de queijo; ou seja, os 

níveis elevados de microrganismos mesófilos são susceptíveis de incluírem uma grande 

proporção de microrganismos psicrotróficos.  
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Quadro XVIII – resumo dos resultados do teste de lactofermentação. 

Tempo 
(dias) 

Temperatura de refrigeração 

4 °C 8 °C 

E8 E9 E10 E11 E12 E13 E8 E9 E10 E11 E12 E13 

0 nc nc Cg Cgp Cgp Cgp nc nc Cg Cgp Cgp Cgp 

1 nc C Cg CGp CGp Cgp nc Cg Cg CP CGp Cgp 

2  nc CGp Cgp CGp CGp Cgp nc Cg Cgp CgP CGp nc 

3 nc CGp Cgp CP Cgp nc nc Cg Cgp CP Cgp nc 

7 nc nc nc nc CP nc CP CP Cgp nc CGP nc 

 

 

O padrão mais frequente, cujo exemplo se mostra na Figura 14, corresponde a leite que 

coagula em 24 h e que, mais a 8 °C do que a 4 °C, mostra contaminação e crescimento de 

flora microbiana produtora de gás, eventualmente coliformes, e proteolítica, o que poderá 

estar associado à presença abundante de psicrotróficos, não coagulando em 24 h ao fim de 

sete dias de conservação a 4 °C. De acordo com Bramley e Mckinnon (1990), a ausência de 

coágulo na prova de lactofermentação é indicativa de presença de resíduos de substâncias 

antimicrobianas ou da presença de um número baixo de células microbianas. 

 

 

Figura 14 – Exemplo de um teste de lactofermentação. 

(t0 a t7 – tempo de refrigeração em dias) 

    Cpg    CGp       CP      CGp    CgP       CP     CP        nc        nc 

     t 0               t 1                    t 2                   t 3                    t 7  
    4 °C      8 °C    4 °C     8 °C      4 °C   8 °C     4 °C     8 °C 

Legenda: nc – Não coagulado; C – coagulado; g – ligeira produção de gás; p – proteólise; 

G – produção de gás; P – proteólise intensa. 
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O Quadro XVIII mostra ainda que a refrigeração prolongada, sobretudo a 4 °C, é susceptível 

de alterar o tipo de flora microbiana dominante, no sentido do enriquecimento em flora não 

acidificante. Aos sete dias de refrigeração a 4 °C, o leite não coagulou na prova da 

lactofermentação, o que pressupõe inactivação deste tipo de flora. A 8 °C, a não coagulação 

não foi tão frequente, mas o acentuar da proteólise do leite foi uma nota importante nalguns 

ensaios. 

Em suma, observou-se a diminuição do pH ao longo da refrigeração, devido à evolução da 

flora microbiana acidificante mesófila e, segundo Nuñez et al. (1981), também devido a 

bactérias lácticas psicrotróficas. Essa diminuição foi mais acentuada a 8 °C do que a 4 °C, 

demonstrando que é possível refrigerar o leite a 4 °C até três dias sem alterações 

significativas; em contrapartida, ao fim de três dias a 8 °C, o valor de pH é inferior ao valor 

de 6,5, recomendado pela bibliografia para o fabrico de queijo. 

O inicio da coagulação diminuiu, isto é, a coagulação ocorreu mais cedo, o que é, de certo 

modo, contrário ao que é referido pela bibliografia, visto que o frio tende a diminuir o 

tamanho da micela e a solubilizar o cálcio, tornado as micelas mais estáveis, o que dificulta 

a coagulação. Segundo Hui (1993), uma população superior a 108 UFC/ml de psicrotróficos 

pode contribuir também para diminuir o tamanho da micela pela proteólise que se pode 

registar selectivamente ao nível das caseínas α e β, deixando a caseína κ mais vulnerável 

ao coalho (Knaut e Bruderer, 1965; Yanagiva et al., 1973; DeBeukelar, 1975; Cousin, 1976; 

Cousin e Marth, 1976; Hui, 1993). Como anteriormente constatado por outros autores, e 

como já referimos, neste trabalho a evolução do pH terá eventualmente contrariado os 

efeitos negativos da refrigeração a nível do comportamento do leite face à coagulação. 
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5. CONCLUSÕES 

A partir dos resultados apresentados, parece ser possível concluir que a refrigeração 

prolongada do leite, sobretudo a temperaturas pouco adequadas a esse processo de 

conservação, conduz a uma depreciação acentuada das condições microbiológicas para 

utilização do leite de ovelha cru para o fabrico de queijo, o qual já apresenta, em regra, 

condições difíceis quanto aos aspectos higiénicos. Desde que as contaminações do leite 

sejam minimamente prevenidas, a conservação sob refrigeração correcta permite dispor de 

matéria-prima pouco alterada microbiologicamente. 

Um dos efeitos mais importantes da conservação do leite refere-se à evolução do pH, a 

qual, para além dos dois dias de conservação, e sobretudo a temperaturas pouco 

adequadas, como os 8 °C nos nossos ensaios, conduz a uma diminuição significativa do 

nível de pH, prejudicando o fabrico de queijo, quer pela via microbiana, quer pela via físico-

química. Ao fim de sete dias a 8 °C, o leite apresenta-se mesmo coagulado ou com um nível 

de pH que dificulta o controlo da coagulação, afectando as fases posteriores do fabrico. 

A aptidão à coagulação do leite de ovelha é, assim, afectada pelas condições mais 

desfavoráveis de conservação mas, até aos três dias de conservação, o leite de ovelha 

parece não sofrer alterações na sua estrutura proteica, ao contrário do que é referido 

generalizadamente para o leite de vaca, pelo menos a ponto de afectar significativamente o 

seu comportamento no que se refere à agregação micelar e, portanto, a nível das 

características da coalhada, embora esse efeito tenha sido detectado ligeiramente em 

condições de ensaio próximas das condições reais de fabrico, a partir dos dois dias de 

refrigeração. De facto, o leite conservado a 4 °C mostrou coalhadas menos consistentes do 

que quando a conservação se efectuou a 8 °C. 

O maior efeito da refrigeração a nível da coagulação foi na fase enzimática e decorreu 

essencialmente da evolução do pH com a refrigeração. Não é uma surpresa, mas é 

importante a nível do controlo do processo de fabrico e deveria ser levado em conta nas 

queijarias; regra geral, a duração da fase enzimática da coagulação, que pode ser um 

excelente indicador do decurso da mesma e da projecção à fase adequada ao corte da 

coalhada, não é considerada. 
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Como já foi realizado em estudos sobre o leite de vaca, seria interessante realizar estudos 

mais aprofundados sobre o efeito da refrigeração sobre o leite de ovelha, procurar descobrir 

se temperaturas ainda mais baixas que os 4 °C seriam mais adequadas à conservação do 

leite, qual o efeito dos psicrotróficos sobre a fracção proteica no leite de ovelha, visto ser a 

que tem mais importância no fabrico de queijo, sendo esta bastante diferente da fracção 

proteica do leite de vaca, tanto a nível da composição como a nível organizacional das 

caseínas e não existirem estudos actuais sobre a matéria. 

Em ordem a auxiliar o fabrico tradicional de queijo a partir de leite cru de ovelha, encontrar 

possíveis formas de contrariar os efeitos da refrigeração, seja a nível das etapas de fabrico, 

seja a nível das condições de conservação da matéria-prima, o leite de ovelha.  
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7. ANEXOS 

ANEXO I 

Quadro da caracterização inicial do leite estudado com os respectivos parâmetros 

estatísticos: média, desvio-padrão, máximo, mínimo e N. 

pH Acidez MG 
Azoto 
Total PB Res. Seco Res. Seco Isento de MG Densidade 

( mL NaOH 
N/L leite) 

(%) 
(m/v) 

(%) 
(m/v) 

(%) 
(m/m) 

(%) 
(m/m) 

(%) 
(m/m) 

Ensaio prévio 6,60 25,0 7 0,720 4,60 17,28 10,52 1,0349 
6,8 0,749 4,78 17,25 10,68 

Ensaio 1 6,52 26,5 4,8 0,704 4,49 15,30 10,67 1,0360 
4,8 0,787 5,02 15,21 10,58 

Ensaio 2 6,62 25,0 8 0,772 4,92 18,64 10,91 1,0350 
8 18,55 10,82 

Ensaio 3 6,67 16,5 7 0,751 4,79 17,18 10,42 1,0350 
7 0,762 4,86 17,61 10,85 

Ensaio 4 6,58 28,0 7,3 0,749 4,78 17,72 10,66 1,0340 
7,3 0,711 4,53 17,92 10,86 

Ensaio 5 6,65 23,0 6,3 0,726 4,63 16,52 10,43 1,0335 
6,3 0,723 4,62 16,54 10,44 

Ensaio 6 6,56 23,0 7,3 0,739 4,71 17,91 10,85 1,0340 
7,3 0,742 4,74 17,91 10,85 

Ensaio 7 6,64 22,0 7,1 0,753 4,80 17,46 10,59 1,0342 
7,1 0,646 4,12 17,40 10,54 

Ensaio 8 6,57 27,0 7,8 0,751 4,79 18,33 10,78 1,0340 
7,8 0,732 4,67 18,32 10,78 

Ensaio 9 6,73 26,5 6,9 0,807 5,15 17,79 11,12 1,0345 
6,9 0,789 5,04 17,80 11,13 

Ensaio 10 6,68 26,5 7,5 18,51 11,27 1,0352 
7,6 0,781 4,98 16,90 9,56 

Ensaio 11 6,53 27,0 8,8 0,715 4,56 18,73 10,20 1,0320 
8,7 0,702 4,48 18,72 10,29 

Ensaio 12 6,63 26,5 0,796 5,08 18,43 11,08 1,0345 
7,6 0,756 4,83 18,50 11,16 

Ensaio 13 6,64 30,0 7,1 17,66 10,81 1,0362 
7,2 0,819 5,23 17,65 10,70 

Média 6,62 25,18 7,16 0,747 4,77 17,63 10,70 1,0345 
Desvio-Padrão 0,06 3,28 0,90 0,038 0,24 0,91 0,35 0,0011 
Máximo 6,73 30,00 8,80 0,819 5,23 18,73 11,27 1,0362 
Mínimo 6,52 16,50 4,80 0,646 4,12 15,21 9,56 1,0320 
N 14 14 14 14 14 14 14 14 
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ANEXO II 

Quadros com os resultados obtidos durante os ensaios com a utilização do coalho standard. 
Ensaio 1 

Dias 
temp. 

de refr. pH R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C 

T0 6,617 755 8,23 12,4 5,58 12,98 382 3,11 1,21 × 105 5,08 1,82 × 105 5,26 
T0 6,617 748 7,02 11,4 4,91 12,21 447 2,79 1,19 × 105 5,08 1,85 × 105 5,27 
T0 6,617 744 6,61 10,19 4,59 10,84 476 2,63 1,57 × 105 5,20 1,63 × 105 5,21 
T1 4 °C 6,604 697 6,42 9,62 5,14 10,65 470 2,68 3,07 × 105 5,49 3,90 × 105 5,59 
T1 4 °C 6,604 687 5,90 8,73 4,84 9,69 514 2,51 3,50 × 105 5,54 2,70 × 105 5,43 
T1 4 °C 6,604 698 7,69 11,56 6,18 12,88 386 3,13 3,70 × 105 5,57 4,20 × 105 5,62 
T1 8 °C 6,599 691 6,84 11,00 5,52 12,73 435 2,95 2,41 × 106 6,38 2,21 × 106 6,34 
T1 8 °C 6,599 696 6,35 9,53 5,11 10,62 474 2,66 2,55 × 106 6,41 2,40 × 106 6,38 
T1 8 °C 6,599 694 6,32 9,68 5,13 10,91 476 2,64 2,41 × 106 6,38 2,26 × 106 6,35 
T2 4 °C 6,631 699 6,25 9,25 4,97 10,20 483 2,61 7,60 × 105 5,88 6,60 × 105 5,82 
T2 4 °C 6,631 701 5,81 8,69 4,62 9,61 530 2,46 1,10 × 106 6,04 6,00 × 105 5,78 
T2 4 °C 6,631 697 7,54 11,20 6,03 12,37 395 3,06 9,30 × 105 5,97 7,10 × 105 5,85 
T2 8 °C 6,613 672 6,46 9,85 5,48 11,34 453 2,80 1,03 × 107 7,01 1,75 × 107 7,24 
T2 8 °C 6,613 668 6,06 9,09 5,17 10,40 485 2,64 8,84 × 106 6,95 2,04 × 107 7,31 
T2 8 °C 6,613 650 5,82 8,78 5,18 10,26 497 2,62 1,02 × 107 7,01 1,66 × 107 7,22 
T3 4 °C 6,606 674 6,02 9,01 5,10 10,10 493 2,61 6,30 × 105 5,80 1,42 × 106 6,15 
T3 4 °C 6,606 669 5,58 8,36 4,80 9,43 538 2,46 6,00 × 105 5,78 1,28 × 106 6,11 
T3 4 °C 6,606 669 6,53 9,83 5,59 11,12 447 2,82 6,60 × 105 5,82 1,17 × 106 6,07 
T3 8 °C 6,467 563 6,05 9,17 6,57 11,61 429 3,00 1,50 × 107 7,18 2,60 × 107 7,41 
T3 8 °C 6,467 565 5,71 8,13 6,13 10,86 462 2,83 1,52 × 107 7,18 2,30 × 107 7,36 
T3 8 °C 6,467 555 5,47 8,35 6,03 10,54 477 2,79 2,01 × 107 7,30 1,30 × 107 7,11 
T7 4 °C 6,558 567 5,14 7,01 5,39 9,00 581 2,36
T7 4 °C 6,558 581 5,27 8,07 5,51 10,57 505 2,63
T7 4 °C 6,558 592 6,81 10,58 6,93 13,45 393 3,24

 
Ensaio 2 

Dias 
temp. 

de refr. pH R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C 

T0 6,672 820 6,96 10,08 4,09 9,93 481 2,48 1,58 × 105 5,20 3,68 × 105 5,57 
T0 6,672 830 6,58 9,64 3,75 9,36 519 2,35 1,50 × 105 5,18 4,60 × 105 5,66 
T0 6,672 851 8,54 11,44 4,54 11,89 396 2,86 1,53 × 105 5,18 3,96 × 105 5,60 
T1 4 °C 6,722 853 6,87 10,08 3,59 9,63 502 2,38 >1000 >3,00 2,14 × 106 6,33 
T1 4 °C 6,722 876 6,56 9,57 3,21 8,95 544 2,23 >1000 >3,00 2,27 × 106 6,36 
T1 4 °C 6,722 887 8,64 12,65 4,04 11,72 405 2,77 >1000 >3,00 2,16 × 106 6,33 
T1 8 °C 6,707 882 7,50 10,99 3,56 10,24 468 2,48 >1000 >3,00 6,40 × 106 6,81 
T1 8 °C 6,707 868 6,86 10,13 3,45 9,55 507 2,34 >1000 >3,00 6,90 × 106 6,84 
T1 8 °C 6,707 879 6,80 10,22 3,33 9,47 517 2,30 >1000 >3,00 5,30 × 106 6,72 
T2 4 °C 6,686 831 6,86 10,23 3,89 9,90 494 2,44 8,50 × 106 6,93 1,22 × 107 7,09 
T2 4 °C 6,686 843 6,54 9,54 3,56 9,18 529 2,31 9,60 × 106 6,98 9,40 × 106 6,97 
T2 4 °C 6,686 863 8,55 12,58 4,35 11,88 403 2,83 7,00 × 106 6,85 1,08 × 107 7,03 
T2 8 °C 6,668 801 7,16 10,60 4,41 10,59 460 2,51 2,23 × 107 7,35 3,70 × 107 7,57 
T2 8 °C 6,668 807 6,79 9,93 4,14 9,88 489 2,47 2,06 × 107 7,31 2,30 × 107 7,36 
T2 8 °C 6,668 821 6,77 9,93 3,98 9,76 497 2,44 2,04 × 107 7,31 2,20 × 107 7,34 
T3 4 °C 6,692 815 7,01 10,18 4,19 10,05 473 2,52 9,00 × 106 6,95 1,00 × 107 7,00 
T3 4 °C 6,692 826 6,66 9,71 3,83 9,47 510 2,39 1,17 × 107 7,07 2,00 × 107 7,30 
T3 4 °C 6,692 841 8,71 12,84 4,77 12,36 386 2,94 9,70 × 106 6,99 2,00 × 107 7,30 
T3 8 °C 6,588 745 7,13 10,62 5,09 11,20 438 2,77 3,40 × 107 7,53 2,60 × 107 7,41 
T3 8 °C 6,588 751 6,74 10,05 4,76 10,49 468 2,64 2,50 × 107 7,40 3,30 × 107 7,52 
T3 8 °C 6,588 764 6,63 9,94 4,49 10,24 484 2,56 3,10 × 107 7,49 3,20 × 107 7,51 
T7 4 °C 6,583 689 6,43 9,55 5,20 10,63 464 2,71
T7 4 °C 6,583 708 6,11 9,02 4,74 9,79 503 2,53
T7 4 °C 6,583 715 7,89 11,75 6,02 12,74 385 3,14
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Ensaio 3 

Dias 
temp. 

de refr. pH R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C 

T0 6,580 673 5,86 8,71 4,95 9,81 513 2,54 8,40 × 103 3,92 1,70 × 104 4,23 
T0 6,580 669 5,43 8,08 4,65 9,10 560 2,40 5,50 × 103 3,74 2,20 × 104 4,34 
T0 6,580 674 6,94 10,38 5,87 11,65 420 2,94 5,40 × 103 3,73 1,80 × 104 4,26 
T1 4 °C 6,599 671 6,13 9,00 5,20 10,25 480 2,65 3,30 × 103 3,52 4,00 × 104 4,60 
T1 4 °C 6,599 687 5,85 8,52 4,81 9,55 524 2,48 3,30 × 103 3,52 3,00 × 104 4,48 
T1 4 °C 6,599 690 7,56 11,17 6,18 12,34 290 3,09 4,00 × 103 3,60 3,00 × 104 4,48 
T1 8 °C 6,566 668 6,46 9,51 5,55 10,91 451 2,78 3,08 × 104 4,49 3,00 × 104 4,48 
T1 8 °C 6,566 689 6,22 9,16 5,08 10,29 482 2,53 3,14 × 104 4,50 3,00 × 104 4,48 
T1 8 °C 6,566 688 6,21 9,16 5,12 10,31 483 2,53 3,74 × 104 4,57 1,00 × 104 4,00 
T2 4 °C 6,578 731 6,66 9,84 5,00 10,47 467 2,56 1,70 × 103 3,23 1,00 × 104 4,00 
T2 4 °C 6,578 738 6,36 9,39 4,64 9,92 495 2,53 3,60 × 103 3,56 1,00 × 104 4,00 
T2 4 °C 6,578 748 8,19 12,09 5,81 12,55 500 3,11 4,40 × 103 3,64 1,00 × 104 4,00 
T2 8 °C 6,555 730 6,96 10,43 5,15 11,14 443 2,77 1,98 × 105 5,30 2,00 × 105 5,30 
T2 8 °C 6,555 737 6,53 9,74 4,77 10,32 479 2,51 2,40 × 105 5,38 1,00 × 105 5,00 
T2 8 °C 6,555 739 6,58 9,77 4,76 10,33 476 2,59 1,64 × 105 5,21 4,00 × 105 5,60 
T3 4 °C 6,527 676 6,34 9,37 5,37 10,45 467 2,59 1,70 × 104 4,23 <100000 <5,00 
T3 4 °C 6,527 684 6,04 8,97 5,03 9,95 496 2,58 1,70 × 104 4,23 <100000 <5,00 
T3 4 °C 6,527 702 8,03 11,83 6,37 12,93 372 3,20 1,80 × 104 4,26 <100000 <5,00 
T3 8 °C 6,489 675 6,68 9,92 5,05 11,17 438 2,83 2,50 × 106 6,40 2,00 × 106 6,30 
T3 8 °C 6,489 683 6,35 9,43 5,26 10,48 469 2,68 2,09 × 106 6,32 2,00 × 106 6,30 
T3 8 °C 6,489 688 6,13 9,30 5,03 10,29 488 2,62 3,01 × 106 6,48 3,00 × 106 6,48 
T7 4 °C 6,503 675 6,25 9,45 5,26 10,94 473 2,71
T7 4 °C 6,503 694 5,97 8,86 4,82 9,78 512 2,52
T7 4 °C 6,503 702 7,74 11,52 6,15 12,61 386 3,13

 

 
Ensaio 4 

Dias 
temp. 

de refr. pH R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C 

T0 6,651 804 6,06 8,73 3,73 8,70 564 2,25 1,28 × 105 5,11 1,50 × 105 5,18 
T0 6,651 813 5,69 8,21 3,39 8,12 619 2,12 7,90 × 104 4,90 1,11 × 105 5,05 
T0 6,651 825 7,45 10,81 4,32 10,57 447 2,63 1,17 × 105 5,07 1,00 × 105 5,00 
T1 4 °C 6,691 819 6,16 8,79 3,65 8,67 561 2,25 1,25 × 105 5,10 1,25 × 105 5,10 
T1 4 °C 6,691 829 5,89 8,43 3,34 8,23 596 2,15 1,03 × 105 5,01 1,58 × 105 5,20 
T1 4 °C 6,691 843 7,62 10,89 4,14 10,52 446 2,62 1,07 × 105 5,03 1,35 × 105 5,13 
T1 8 °C 6,680 839 6,56 9,46 3,60 9,16 526 2,33 1,87 × 105 5,27 2,80 × 105 5,45 
T1 8 °C 6,680 840 6,20 8,48 3,42 8,69 562 2,22 2,27 × 105 5,36 3,00 × 105 5,48 
T1 8 °C 6,680 841 6,20 9,00 3,37 8,72 565 2,22 1,75 × 105 5,24 3,90 × 105 5,59 
T2 4 °C 6,662 818 6,35 9,17 3,72 9,02 536 2,31 5,20 × 105 5,72 1,00 × 105 5,00 
T2 4 °C 6,662 835 6,00 8,67 3,36 8,43 588 2,17 4,40 × 105 5,64 5,00 × 105 5,70 
T2 4 °C 6,662 845 7,72 11,24 4,18 10,82 437 2,64 4,10 × 105 5,61 3,00 × 105 5,48 
T2 8 °C 6,671 787 6,56 9,50 4,23 9,60 500 2,46 1,96 × 106 6,29 3,00 × 106 6,48 
T2 8 °C 6,671 795 6,28 9,06 3,92 9,10 534 2,33 1,88 × 106 6,27 2,00 × 106 6,30 
T2 8 °C 6,671 816 6,27 9,04 3,67 8,92 545 2,28 2,28 × 106 6,36 4,00 × 106 6,60 
T3 4 °C 6,660 864 6,60 9,61 3,32 9,09 536 2,26 5,70 × 105 5,76 <1000000 <6,00 
T3 4 °C 6,660 840 6,01 8,86 3,25 8,56 584 2,17 2,80 × 105 5,45 1,00 × 106 6,00 
T3 4 °C 6,660 837 7,68 11,32 4,19 10,99 441 2,67 6,00 × 105 5,78 <1000000 <6,00 
T3 8 °C 6,653 803 6,52 9,75 3,93 9,72 512 2,41 2,92 × 106 6,47 3,00 × 106 6,48 
T3 8 °C 6,653 833 6,28 9,33 3,48 9,05 549 2,27 2,98 × 106 6,47 1,00 × 106 6,00 
T3 8 °C 6,653 786 6,03 8,99 3,83 9,12 554 2,31 2,98 × 106 6,47 2,00 × 106 6,30 
T7 4 °C 6,625 776 6,21 8,94 4,14 9,11 531 2,35
T7 4 °C 6,625 794 5,86 8,47 3,70 8,51 583 2,21
T7 4 °C 6,625 804 7,59 11,07 4,65 11,02 433 2,72
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 Ensaio 5 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,559 23,0 744 6,85 9,92 4,93 10,36 456 2,67 4,38 × 104 4,64 2,77 × 105 5,44 
T0 6,559 23,0 747 6,54 9,45 4,66 9,86 483 2,55 3,52 × 104 4,55 1,85 × 105 5,27 
T0 6,559 23,0 752 8,28 12,03 5,80 12,55 378 3,10 3,29 × 104 4,52 9,23 × 104 4,97 
T1 4 °C 6,581 30,0 742 6,77 9,88 4,90 10,36 461 2,65 5,37 × 104 4,73 1,67 × 105 5,22 
T1 4 °C 6,581 30,0 758 6,47 9,42 4,50 9,76 495 2,51 8,20 × 104 4,91 1,85 × 105 5,27 
T1 4 °C 6,581 30,0 766 8,37 12,19 5,69 12,57 378 3,09 5,87 × 104 4,77 1,78 × 105 5,25 
T1 8 °C 6,560 27,5 748 7,16 10,49 5,11 10,98 436 2,76 2,29 × 105 5,36 2,15 × 105 5,33 
T1 8 °C 6,560 27,5 775 6,98 10,25 4,68 10,50 460 2,62 1,98 × 105 5,30 2,97 × 105 5,47 
T1 8 °C 6,560 27,5 767 6,81 10,05 4,64 10,36 471 2,59 2,02 × 105 5,30 1,88 × 105 5,27 
T2 4 °C 6,572 27,5 745 6,76 10,00 4,88 10,52 463 2,55 2,97 × 105 5,47 5,07 × 105 5,71 
T2 4 °C 6,572 27,5 758 6,43 9,45 4,49 9,79 498 2,50 3,38 × 105 5,53 5,54 × 105 5,74 
T2 4 °C 6,572 27,5 772 8,35 12,19 5,57 12,51 381 3,06 3,35 × 105 5,52 6,00 × 105 5,78 
T2 8 °C 6,540 26,5 735 7,02 10,40 5,18 11,02 441 2,76 7,61 × 106 6,88 1,12 × 107 7,05 
T2 8 °C 6,540 26,5 752 6,73 9,98 4,73 10,46 470 2,62 7,52 × 106 6,88 8,72 × 106 6,94 
T2 8 °C 6,540 26,5 757 6,70 9,87 4,65 10,28 475 2,59 6,23 × 106 6,79 5,60 × 106 6,75 
T3 4 °C 6,570 27,5 761 6,95 10,18 4,77 10,54 457 2,66 4,51 × 105 5,65 6,23 × 105 5,79 
T3 4 °C 6,570 27,5 773 6,61 9,66 4,38 9,87 490 2,51 5,60 × 105 5,75 1,25 × 106 6,10 
T3 4 °C 6,570 27,5 775 8,46 12,37 5,58 12,65 378 3,09 6,32 × 105 5,80 6,23 × 105 5,79 
T3 8 °C 6,535 28,0 749 7,39 10,83 5,23 11,35 422 2,83 2,60 × 107 7,42 2,52 × 107 7,40 
T3 8 °C 6,535 28,0 750 6,94 10,25 4,89 10,75 453 2,69 3,04 × 107 7,48 2,52 × 107 7,40 
T3 8 °C 6,535 28,0 753 6,93 10,20 4,85 10,66 455 2,68 2,42 × 107 7,38 8,41 × 107 7,92 
T7 4 °C 6,506 30,0 729 6,96 9,96 5,25 10,50 440 2,72
T7 4 °C 6,506 30,0 747 6,68 9,54 4,82 9,95 470 2,58
T7 4 °C 6,506 30,0 758 8,49 12,16 5,97 12,58 367 3,14

 

 
 Ensaio 6 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,642 22,0 856 7,77 12,52 4,10 11,64 448 2,65 1,14 × 106 6,06 9,00 × 105 5,95 
T0 6,642 22,0 856 7,14 10,52 3,74 9,98 483 2,45 8,92 × 105 5,95 1,16 × 106 6,06 
T0 6,642 22,0 858 6,57 9,65 3,42 9,12 533 2,28 1,05 × 106 6,02 1,06 × 106 6,03 
T1 4 °C 6,656 25,0 851 7,03 10,33 3,67 9,87 492 2,43 >1000 >3,00 3,52 × 102 2,55 
T1 4 °C 6,656 25,0 853 6,64 9,77 3,44 9,32 525 2,31 >1000 >3,00 3,20 × 102 2,51 
T1 4 °C 6,656 25,0 859 8,50 12,47 4,32 11,82 405 2,83 >1000 >3,00 3,14 × 102 2,50 
T1 8 °C 6,653 26,0 821 7,28 10,71 4,21 10,50 458 2,59 >1000 >3,00 1,04 × 107 7,02 
T1 8 °C 6,653 26,0 835 6,93 10,18 3,81 9,84 491 2,45 >1000 >3,00 8,80 × 106 6,94 
T1 8 °C 6,653 26,0 837 6,96 10,25 3,80 9,88 490 2,45 >1000 >3,00 8,70 × 106 6,94 
T2 4 °C 6,649 25,0 844 6,98 10,27 3,76 9,83 492 2,44 8,00 × 106 6,90 5,50 × 106 6,74 
T2 4 °C 6,649 25,0 849 6,58 9,35 3,48 9,23 529 2,30 8,30 × 106 6,92 7,30 × 106 6,86 
T2 4 °C 6,649 25,0 863 8,44 12,43 4,25 11,73 528 2,80 7,60 × 106 6,88 6,20 × 106 6,79 
T2 8 °C 6,580 28,5 789 7,34 10,87 4,67 10,97 442 2,70 3,68 × 107 7,57 2,34 × 107 7,37 
T2 8 °C 6,580 28,5 791 6,90 10,24 4,32 10,32 474 2,57 3,68 × 107 7,57 2,80 × 107 7,45 
T2 8 °C 6,580 28,5 799 6,85 10,12 4,21 10,12 483 2,52 3,48 × 107 7,54 2,04 × 107 7,31 
T3 4 °C 6,659 26,0 807 7,62 12,47 4,56 12,35 448 2,82 1,09 × 107 7,04 1,26 × 107 7,10 
T3 4 °C 6,659 26,0 854 7,20 10,54 4,03 10,23 472 2,53 1,22 × 107 7,09 1,11 × 107 7,05 
T3 4 °C 6,659 26,0 857 6,61 9,72 3,67 9,39 520 2,35 1,15 × 107 7,06 1,32 × 107 7,12 
T3 8 °C 6,263 38,5 584 8,63 11,77 8,95 12,42 310 3,62 2,46 × 108 8,39 2,11 × 108 8,32 
T3 8 °C 6,263 38,5 572 7,45 11,03 7,88 13,93 350 3,49 2,26 × 108 8,35 2,73 × 108 8,44 
T3 8 °C 6,263 38,5 571 6,82 10,14 7,27 12,36 382 3,23 2,82 × 108 8,45 1,97 × 108 8,29 
T7 4 °C 6,453 33,0 671 7,44 12,50 6,21 15,15 398 3,36
T7 4 °C 6,453 33,0 679 6,68 10,25 5,64 11,85 439 2,87
T7 4 °C 6,453 33,0 682 6,27 9,41 5,21 10,58 474 2,68
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 Ensaio 7 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,572 27,0 736 7,58 11,07 5,58 11,73 406 2,93 1,83 × 104 4,26 4,80 × 104 4,68 
T0 6,572 27,0 734 6,76 9,92 4,99 10,59 458 2,57 1,97 × 104 4,29 4,40 × 104 4,64 
T0 6,572 27,0 732 6,35 9,26 4,71 9,81 494 2,54 2,10 × 104 4,32 4,00 × 104 4,60 
T1 4 °C 6,587 28,0 737 7,51 10,44 5,49 10,85 409 2,86 1,75 × 104 4,24 3,80 × 104 4,58 
T1 4 °C 6,587 28,0 746 7,07 11,04 5,04 11,79 443 2,77 1,44 × 104 4,16 2,60 × 104 4,41 
T1 4 °C 6,587 28,0 750 6,47 9,44 4,57 9,86 491 2,53 1,49 × 104 4,17 3,80 × 104 4,58 
T1 8 °C 6,582 30,0 738 8,10 11,83 5,89 12,50 381 3,11 1,17 × 105 5,07 1,06 × 105 5,03 
T1 8 °C 6,582 30,0 751 7,18 10,50 5,03 10,95 439 2,76 1,20 × 105 5,08 1,06 × 105 5,03 
T1 8 °C 6,582 30,0 746 6,66 9,79 4,74 10,26 473 2,61 1,04 × 105 5,02 1,06 × 105 5,03 
T2 4 °C 6,581 29,0 725 6,62 9,96 4,97 10,78 466 2,66 3,20 × 104 4,51 1,10 × 105 5,04 
T2 4 °C 6,581 29,0 739 6,28 9,22 4,57 9,77 504 2,49 3,80 × 104 4,58 9,00 × 104 4,95 
T2 4 °C 6,581 29,0 754 6,23 12,04 5,75 12,58 381 3,09 4,40 × 104 4,64 7,00 × 104 4,85 
T2 8 °C 6,558 31,0 729 6,95 10,23 5,17 10,92 442 2,75 1,18 × 106 6,07 9,60 × 105 5,98 
T2 8 °C 6,558 31,0 740 6,68 9,82 4,84 10,35 468 2,64 8,90 × 105 5,95 8,10 × 105 5,91 
T2 8 °C 6,558 31,0 738 6,48 9,96 4,75 10,93 484 2,59 8,80 × 105 5,94 7,10 × 105 5,85 
T3 4 °C 6,584 25,0 730 6,87 10,45 5,13 11,26 451 2,75 2,01 × 105 5,30 2,50 × 105 5,40 
T3 4 °C 6,584 25,0 745 6,43 9,43 4,52 9,91 493 2,53 1,97 × 105 5,29 2,00 × 105 5,30 
T3 4 °C 6,584 25,0 761 8,52 12,38 5,85 12,83 380 3,16 1,89 × 105 5,28 2,50 × 105 5,40 
T3 8 °C 6,559 27,5 735 7,14 10,55 5,24 11,17 432 2,81 1,69 × 107 7,23 1,29 × 107 7,11 
T3 8 °C 6,559 27,5 707 6,43 9,57 5,07 10,37 473 2,54 1,53 × 107 7,18 1,17 × 107 7,07 
T3 8 °C 6,559 27,5 749 6,72 9,91 4,75 10,38 470 2,61 1,55 × 107 7,19 1,27 × 107 7,10 
T7 4 °C 6,584 27,5 706 6,50 9,70 5,09 10,69 467 2,68
T7 4 °C 6,584 27,5 729 6,25 9,25 4,66 9,91 501 2,51
T7 4 °C 6,584 27,5 743 8,24 12,06 5,92 12,69 377 3,13

 

 
 Ensaio 8 

Dias 
temp.  

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log  
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,727 26,5 933 8,88 13,19 3,57 11,64 407 2,69 3,66 × 105 5,56 9,50 × 105 5,98 
T0 6,727 26,5 919 8,35 12,67 3,43 11,18 432 2,59 4,26 × 105 5,63 1,15 × 106 6,06 
T0 6,727 26,5 933 8,26 12,65 3,25 10,91 439 2,53 3,12 × 105 5,49 9,90 × 105 6,00 
T1 4 °C 6,737 29,0 919 8,41 12,42 3,51 11,07 425 2,61 7,84 × 105 5,89 8,20 × 105 5,91 
T1 4 °C 6,737 29,0 928 7,95 11,70 3,22 10,36 456 2,46 6,96 × 105 5,84 7,60 × 105 5,88 
T1 4 °C 6,737 29,0 927 10,22 15,11 4,13 13,36 358 3,06 9,96 × 105 6,00 5,90 × 105 5,77 
T1 8 °C 6,735 30,0 897 8,89 13,13 4,02 11,96 397 2,81 >1000 >3,00 5,00 × 105 5,70 
T1 8 °C 6,735 30,0 912 8,43 12,39 3,59 11,19 422 2,64 >1000 >3,00 5,00 × 105 5,70 
T1 8 °C 6,735 30,0 921 8,28 12,36 3,42 10,95 433 2,57 >1000 >3,00 5,00 × 105 5,70 
T2 4 °C 6,727 29,0 912 8,77 13,05 3,75 11,71 409 2,73 3,49 × 106 6,54 4,90 × 106 6,69 
T2 4 °C 6,727 29,0 923 8,38 12,47 3,41 11,08 431 2,58 3,80 × 106 6,58 4,30 × 106 6,63 
T2 4 °C 6,727 29,0 935 10,81 16,18 4,22 14,14 345 3,17 3,79 × 106 6,58 4,30 × 106 6,63 
T2 8 °C 6,694 30,0 881 9,22 13,94 4,43 12,75 379 2,95 1,34 × 107 7,13 8,80 × 106 6,94 
T2 8 °C 6,694 30,0 909 8,99 13,22 3,86 11,95 400 2,78 1,06 × 107 7,03 9,30 × 106 6,97 
T2 8 °C 6,694 30,0 942 9,03 13,67 3,45 11,76 404 2,69 1,33 × 107 7,12 1,04 × 107 7,02 
T3 4 °C 6,667 26,5 900 8,68 12,58 3,89 11,53 407 2,74 6,30 × 106 6,80 8,00 × 106 6,90 
T3 4 °C 6,667 26,5 919 8,28 12,19 3,42 10,89 435 2,57 6,00 × 106 6,78 4,00 × 106 6,60 
T3 4 °C 6,667 26,5 901 10,48 15,53 4,68 14,12 344 3,23 7,80 × 106 6,89 1,00 × 107 7,00 
T3 8 °C 6,625 28,5 840 9,10 13,82 4,98 13,20 373 3,06 1,63 × 107 7,21 1,40 × 107 7,15 
T3 8 °C 6,625 28,5 841 8,55 12,74 4,66 12,22 395 2,90 1,84 × 107 7,26 1,80 × 107 7,26 
T3 8 °C 6,625 28,5 828 8,27 12,53 4,69 12,16 403 2,87 1,50 × 107 7,18 1,70 × 107 7,23 
T7 4 °C 6,614 30,5 812 9,41 15,99 5,67 15,74 351 3,33
T7 4 °C 6,614 30,5 820 8,55 10,22 5,04 10,13 384 2,89
T7 4 °C 6,614 30,5 829 8,09 11,98 4,57 11,68 414 2,82
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 Ensaio 9 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A40 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,675 26,5 880 9,70 14,02 4,77 13,02 356 3,08 2,06 × 105 5,31 4,20 × 105 5,62 
T0 6,675 26,5 867 8,64 12,32 4,38 11,73 395 2,84 1,84 × 105 5,26 5,60 × 105 5,75 
T0 6,675 26,5 895 8,26 11,80 3,84 10,92 422 2,64 2,07 × 105 5,32 4,60 × 105 5,66 
T1 4 °C 6,676 27,5 890 8,50 12,36 4,00 14,41 409 2,72 2,85 × 105 5,45 6,10 × 105 5,79 
T1 4 °C 6,676 27,5 894 7,92 11,49 3,72 10,57 442 2,56 3,13 × 105 5,50 5,80 × 105 5,76 
T1 4 °C 6,676 27,5 889 10,04 14,68 11,84 13,59 351 3,16 3,12 × 105 5,49 5,50 × 105 5,74 
T1 8 °C 6,673 28,0 899 9,14 13,59 4,16 12,29 389 2,87 8,20 × 105 5,91 7,00 × 105 5,85 
T1 8 °C 6,673 28,0 899 8,61 12,56 3,87 11,41 409 3,72 9,10 × 105 5,96 7,10 × 105 5,85 
T1 8 °C 6,673 28,0 914 8,62 12,86 3,73 11,38 411 2,68 7,60 × 105 5,88 7,50 × 105 5,88 
T2 4 °C 6,631 28,0 943 8,91 12,72 3,43 11,29 408 2,67 3,16 × 106 6,50 2,60 × 106 6,41 
T2 4 °C 6,631 28,0 949 8,30 12,02 3,12 10,55 439 2,49 3,17 × 106 6,50 3,60 × 106 6,56 
T2 4 °C 6,631 28,0 971 10,84 15,80 3,68 13,51 348 3,05 3,00 × 106 6,48 4,90 × 106 6,69 
T2 8 °C 6,629 30,0 903 9,20 13,43 4,15 12,20 383 2,87 2,18 × 107 7,34 1,29 × 107 7,11 
T2 8 °C 6,629 30,0 921 8,95 12,93 3,71 11,60 397 2,74 2,29 × 107 7,36 1,14 × 107 7,06 
T2 8 °C 6,629 30,0 906 8,64 12,63 3,82 11,46 405 2,71 2,21 × 107 7,34 1,10 × 107 7,04 
T3 4 °C 6,624 29,5 885 8,37 12,12 4,04 11,28 414 2,71 5,70 × 106 6,76 1,60 × 107 7,20 
T3 4 °C 6,624 29,5 896 7,93 11,49 3,69 0,56 442 2,55 4,10 × 106 6,61 2,20 × 107 7,34 
T3 4 °C 6,624 29,5 924 10,65 15,44 4,43 13,81 343 3,18 4,80 × 106 6,68 1,90 × 107 7,28 
T3 8 °C 6,563 32,5 792 8,76 12,74 5,57 12,83 369 3,12 4,40 × 107 7,64 3,30 × 107 7,52 
T3 8 °C 6,563 32,5 809 8,37 12,17 5,08 12,07 391 2,95 4,40 × 107 7,64 2,80 × 107 7,45 
T3 8 °C 6,563 32,5 811 8,34 12,18 5,04 12,06 392 2,94 4,70 × 107 7,67 3,70 × 107 7,57 
T7 4 °C 6,602 31,0 821 8,18 12,09 4,78 11,88 403 2,86
T7 4 °C 6,602 31,0 838 7,90 11,54 4,38 11,14 425 2,72
T7 4 °C 6,602 31,0 845 10,34 15,06 5,59 14,49 334 3,41
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Quadros com os resultados obtidos durante os ensaios com a utilização do coalho de 

extracto de flor de cardo. 

 

 

 

Ensaio 1F (extracto de flor de cardo) 

Dias 
temp. 

 de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A30 A40 A50 A60 A90 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log  
21 °C 

CM 
30 °C 

Log  
30 °C

T0 6,675 26,5 1684 11,46 16,71 0,00 1,20 5,97 9,64 12,45 17,34 509 0,72 2,1 × 105 5,31 4,2 × 105 5,62 
T0 6,675 26,5 1673 10,20 15,07 0,00 1,16 5,39 8,65 11,20 15,73 568 0,71 1,8 × 105 5,26 5,6 × 105 5,75 
T0 6,675 26,5 1685 9,60 14,10 0,00 1,00 4,96 8,04 10,45 14,72 610 0,67 2,1 × 105 5,32 4,6 × 105 5,66 
T1 4 °C 6,676 27,5 1660 9,31 13,66 0,00 1,19 5,09 7,93 10,32 14,32 627 0,72 2,9 × 105 5,45 6,1 × 105 5,79 
T1 4 °C 6,676 27,5 1683 8,78 13,00 0,00 0,91 4,56 7,37 9,57 13,51 664 0,65 3,1 × 105 5,50 5,8 × 105 5,76 
T1 4 °C 6,676 27,5 1734 11,32 16,76 0,00 0,67 5,37 9,00 11,89 17,13 531 0,58 3,1 × 105 5,49 5,5 × 105 5,74 
T1 8 °C 6,673 28,0 1647 9,75 14,50 0,00 1,34 5,32 8,43 10,91 15,33 591 0,76 8,2 × 105 5,91 7,0 × 105 5,85 
T1 8 °C 6,673 28,0 1696 9,35 14,00 0,00 0,91 4,78 7,78 10,17 14,57 624 0,64 9,1 × 105 5,96 7,1 × 105 5,85 
T1 8 °C 6,673 28,0 1708 9,34 14,07 0,00 0,80 4,66 7,66 10,04 14,57 627 0,62 7,6 × 105 5,88 7,5 × 105 5,88 
T2 4 °C 6,631 28,0 1696 9,08 13,61 0,00 0,86 4,64 7,57 9,88 14,12 645 0,63 3,2 × 106 6,50 2,6 × 106 6,41 
T2 4 °C 6,631 28,0 1760 8,81 13,06 0,00 0,32 4,01 6,84 9,07 13,26 687 0,49 3,2 × 106 6,50 3,6 × 106 6,56 
T2 4 °C 6,631 28,0 1786 11,39 17,11 0,00 0,15 4,89 8,52 11,52 17,20 543 0,44 3,0 × 106 6,48 4,9 × 106 6,69 
T2 8 °C 6,629 30,0 1666 9,76 14,54 0,00 1,18 5,19 8,30 10,79 15,27 597 0,72 2,2 × 107 7,34 1,3 × 107 7,11 
T2 8 °C 6,629 30,0 1701 9,17 13,71 0,00 0,82 4,53 7,55 9,86 14,24 638 0,62 2,3 × 107 7,36 1,1 × 107 7,06 
T2 8 °C 6,629 30,0 1708 9,21 13,82 0,00 0,76 4,54 7,53 9,85 14,31 639 0,61 2,2 × 107 7,34 1,1 × 107 7,04 
T3 4 °C 6,624 29,5 1662 8,98 13,31 0,00 1,10 4,80 7,86 9,94 14,07 644 0,7 2,9 × 106 6,46 1,6 × 107 7,20 
T3 4 °C 6,624 29,5 1713 8,68 12,85 0,00 0,68 4,26 7,04 9,25 13,27 684 0,58 2,3 × 106 6,35 2,2 × 107 7,34 
T3 4 °C 6,624 29,5 1742 11,16 16,62 0,00 0,59 5,19 8,79 11,65 16,99 541 0,56 2,9 × 106 6,47 1,9 × 107 7,28 
T3 8 °C 6,563 32,5 1444 9,12 14,12 0,00 2,93 6,64 9,61 11,94 16,19 575 1,19 4,4 × 107 7,64 3,3 × 107 7,52 
T3 8 °C 6,563 32,5 1490 8,64 13,57 0,00 2,37 5,92 8,72 10,94 15,09 620 1,04 4,4 × 107 7,64 2,8 × 107 7,45 
T3 8 °C 6,563 32,5 1504 8,67 13,51 0,00 2,26 5,82 8,63 10,91 15,26 623 1,01 4,7 × 107 7,67 3,7 × 107 7,57 
T7 4 °C 6,602 31,0 1541 8,42 12,68 0,00 1,87 5,31 7,41 9,46 13,20 649 0,9 
T7 4 °C 6,602 31,0 1546 8,13 12,23 0,00 1,48 4,80 9,24 11,88 16,91 693 0,8 
T7 4 °C 6,602 31,0 1613 10,32 15,71 0,00 5,95   549 0,86 
T7 8 °C 5,394 74,0 1018 3,68 6,27 1,60 2,86   804 1,42 
T7 8 °C 5,394 117,0 674 6,66 8,27 5,55 8,07 7,71 8,10 10,17 14,00 980 2,58 
T7 8 °C 5,394 160,0 638 6,82 16,01 6,13 10,27   627 2,99 

Ensaio 2F (extracto de flor de cardo) 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A30 A40 A50 A60 A90 0K20 A30m

CM 
21 °C 

Log 
21 °C 

CM 
30 °C 

Log 
30 °C

T0 6,531 27,0 1174 6,51 9,94 0,00 3,96 6,70 8,64 10,09 12,28 693 1,47 2,2 × 104 4,34 5,8 × 104 4,76 
T0 6,531 27,0 1210 6,23 9,59 0,00 3,56 6,16 8,09 9,52 11,55 749 1,36 2,1 × 104 4,32 5,3 × 104 4,72 
T0 6,531 27,0 1209 7,87 12,19 0,00 4,50 7,79 10,23 12,11 15,06 577 1,62 2,1 × 104 4,32 5,3 × 104 4,72 
T1 4 °C 6,601 27,5 1205 6,53 9,95 0,00 3,77 6,49 8,50 9,92 12,15 709 1,42 1,4 × 104 4,14 9,0 × 104 4,95 
T1 4 °C 6,601 27,5 1246 6,33 9,63 0,00 3,35 6,00 7,97 9,37 11,62 751 1,3 9,3 × 103 3,97 5,0 × 104 4,70 
T1 4 °C 6,601 27,5 1246 8,06 12,27 0,00 4,25 7,62 10,14 11,93 14,86 577 1,55 1,1 × 104 4,05 5,0 × 104 4,70 
T1 8 °C 6,610 27,5 1210 6,95 10,67 0,00 3,97 6,87 9,03 10,60 13,13 659 1,47 3,6 × 104 4,56 3,0 × 104 4,48 
T1 8 °C 6,610 27,5 1224 6,53 9,98 0,00 3,61 6,34 8,38 9,86 12,34 714 1,37 2,7 × 104 4,42 3,0 × 104 4,48 
T1 8 °C 6,610 27,5 1258 6,67 10,26 0,00 3,42 6,23 8,26 9,87 12,50 711 1,32 2,7 × 104 4,42 4,0 × 104 4,60 
T2 4 °C 6,587 30,0 1241 7,11 10,81 0,00 3,74 6,73 8,97 10,54 12,90 661 1,41 8,0 × 104 4,90 1,1 × 105 5,04 
T2 4 °C 6,587 30,0 1243 6,65 10,11 0,00 3,46 6,29 8,37 9,85 12,12 710 1,34 6,6 × 104 4,82 8,0 × 104 4,90 
T2 4 °C 6,587 30,0 1250 8,49 12,99 0,00 4,42 7,96 10,67 12,61 15,59 551 1,59 8,1 × 104 4,91 6,0 × 104 4,78 
T2 8 °C 6,590 29,5 1230 7,35 11,26 0,00 3,99 7,08 9,38 11,04 13,80 631 1,48 2,4 × 106 6,38 1,5 × 106 6,19 
T2 8 °C 6,590 29,5 1245 6,97 10,71 0,00 3,68 6,62 8,83 10,45 13,07 672 1,39 1,8 × 106 6,25 1,9 × 106 6,28 
T2 8 °C 6,590 29,5 1247 6,89 10,61 0,00 3,60 6,48 8,68 10,33 13,08 685 1,37 2,0 × 106 6,29 1,5 × 106 6,18 
T3 4 °C 6,599 28,0 1199 6,58 10,05 0,00 3,79 6,58 8,63 10,05 12,32 698 1,42 3,4 × 105 5,53 6,0 × 105 5,78 
T3 4 °C 6,599 28,0 1239 6,24 9,56 0,00 3,33 5,95 9,34 9,34 11,55 761 1,3 3,9 × 105 5,59 5,0 × 105 5,70 
T3 4 °C 6,599 28,0 1255 6,95 12,45 0,00 4,17 7,56 12,01 12,01 15,05 579 1,53 3,3 × 105 5,52 6,0 × 105 5,78 
T3 8 °C 6,600 29,0 1217 6,95 10,63 0,00 3,90 6,79 8,95 10,50 13,26 667 1,45 1,0 × 107 7,01 7,2 × 106 6,86 
T3 8 °C 6,600 29,0 1212 6,56 10,11 0,00 3,75 6,46 8,54 10,05 12,50 705 1,41 8,8 × 106 6,94 6,9 × 106 6,84 
T3 8 °C 6,600 29,0 1213 6,51 10,06 0,00 3,71 6,41 8,44 9,99 12,95 712 1,4 9,9 × 106 7,00 5,6 × 106 6,75 
T7 4 °C 6,603 29,5 1180 6,50 10,10 0,16 3,97 6,75 8,77 10,21 12,45 686 1,47
T7 4 °C 6,603 29,5 1217 6,16 9,51 0,00 3,44 6,03 7,97 9,41 11,61 759 1,35
T7 4 °C 6,603 29,5 1232 7,94 12,40 0,00 4,29 7,54 10,19 12,16 15,32 583 1,56
T7 8 °C 6,193 42,0 1207 6,28 9,84 4,46 8,23 10,51 12,10 13,09 14,75 494 2,62
T7 8 °C 6,193 42,0 1213 5,95 9,35 4,18 7,73 10,00 11,43 12,42 14,11 529 2,49
T7 8 °C 6,193 42,0 1207 5,76 9,22 4,08 7,57 10,03 11,85 13,31 17,08 541 2,44
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Ensaio 3F (extracto de flor de cardo) 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A30 A40 A50 A60 A90 0K20 A30m 
CM 

21 °C 
Log 

21 °C 
CM 

30 °C 
Log 

30 °C
T0 6,603 26,5 1764 8,84 13,32 0,00 0,30 3,98 6,81 9,10 13,48 689 0,48 7,9 × 105 5,90 8,8 × 105 5,94 
T0 6,603 26,5 1764 8,31 12,48 0,00 0,28 3,78 6,39 8,54 12,65 736 0,48 8,0 × 105 5,90 1,3 × 106 6,12 
T0 6,603 26,5 1718 8,04 12,08 0,00 0,61 3,96 6,49 8,53 12,45 746 0,57 6,1 × 105 5,78 8,3 × 105 5,92 
T1 4 °C 6,714 26,5 1615 8,54 12,71 0,00 1,49 4,90 7,67 9,75 13,60 663 0,8 >1000 >3,00 5,8 × 106 6,76 
T1 4 °C 6,714 26,5 1653 7,98 11,87 0,00 1,05 4,33 6,88 8,90 12,50 729 0,68 >1000 >3,00 4,8 × 106 6,68 
T1 4 °C 6,714 26,5 1686 10,30 15,44 0,00 1,06 5,31 8,60 11,24 16,13 568 0,69 >1000 >3,00 3,6 × 106 6,56 
T1 8 °C 6,692 27,0 1605 9,11 13,75 0,00 1,61 5,32 8,22 10,57 14,85 620 0,83 5,1 × 105 5,71 6,2 × 105 5,79 
T1 8 °C 6,692 27,0 1611 8,66 12,91 0,00 1,52 4,95 4,48 9,86 13,93 657 0,81 5,9 × 105 5,77 5,6 × 105 5,75 
T1 8 °C 6,692 27,0 1596 8,45 12,97 0,00 1,62 4,99 7,70 9,80 14,34 668 0,84 5,5 × 105 5,74 6,2 × 105 5,79 
T2 4 °C 6,665 27,0 1635 8,42 12,68 0,00 1,27 4,68 7,37 9,57 13,46 680 0,74 1,7 × 107 7,24 9,2 × 106 6,96 
T2 4 °C 6,665 27,0 1629 7,80 11,71 0,00 1,18 4,36 6,90 8,89 12,44 740 0,72 1,1 × 107 7,04 7,5 × 106 6,88 
T2 4 °C 6,665 27,0 1668 10,15 15,26 0,00 1,19 5,33 8,59 11,21 16,00 577 0,72 1,2 × 107 7,06 9,6 × 106 6,98 
T2 8 °C 6,572 28,5 1531 8,93 13,70 0,00 2,11 5,75 8,67 10,94 15,31 613 0,97 1,3 × 107 7,11 9,5 × 106 6,98 
T2 8 °C 6,572 28,5 1539 8,48 12,88 0,00 1,90 5,37 8,06 10,24 14,26 656 0,91 1,1 × 107 7,03 1,2 × 107 7,06 
T2 8 °C 6,572 28,5 1527 8,33 13,18 0,00 2,00 5,41 8,30 10,30 15,08 656 0,94 1,1 × 107 7,04 1,4 × 107 7,14 
T3 4 °C 6,634 27,5 1535 8,22 12,50 0,00 1,93 5,37 7,98 10,01 13,70 668 0,92 4,1 × 107 7,61 3,7 × 107 7,57 
T3 4 °C 6,634 27,5 1571 7,88 11,88 0,00 1,57 4,82 7,37 9,36 12,88 611 0,82 3,9 × 107 7,59 3,3 × 107 7,52 
T3 4 °C 6,634 27,5 1599 10,24 15,46 0,00 1,79 5,90 9,29 11,92 16,59 554 0,88 4,3 × 107 7,63 3,6 × 107 7,56 
T3 8 °C 6,563 31,5 1136 8,88 13,59 0,00 5,83 9,58 12,24 14,11 16,87 493 1,97 8,6 × 107 7,93 5,8 × 107 7,76 
T3 8 °C 6,563 31,5 1148 8,49 13,02 0,00 5,43 9,04 11,65 13,35 16,12 517 1,87 6,9 × 107 7,84 5,3 × 107 7,72 
T3 8 °C 6,563 31,5 1157 8,48 13,18 0,00 5,34 8,93 11,59 13,50 17,12 511 1,84 7,0 × 107 7,85 6,0 × 107 7,78 
T7 4 °C 6,602 61,5 850 6,81 11,05 3,19 7,39 10,48 12,43 13,54 14,56 514 2,4 
T7 4 °C 6,602 61,5 860 6,39 10,40 2,83 6,87 9,74 11,57 12,67 13,62 550 2,25 
T7 4 °C 6,602 61,5 850 8,17 13,30 3,78 8,91 12,57 14,91 16,41 18,07 438 2,81 
T7 8 °C 5,394 79,5 642 9,72 13,45 8,80 13,03 14,10 13,89 13,08  309 3,92 
T7 8 °C 5,394 79,5 645 9,15 12,72 8,24 12,32 13,42 13,21 12,36  324 3,73 
T7 8 °C 5,394 79,5 644 9,08 12,86 8,18 12,40 13,83 14,17 17,05 13,44 326 3,75 

Ensaio 4F (extracto de flor de cardo) 

Dias 
temp. 

de refr. pH Acidez R AR A2R A20 A30 A40 A50 A60 A90 0K20 A30m 
CM 

21 °C 
Log 

21 °C 
CM 

30 °C 
Log 

30 °C
T0 6,64 30,0 1560 8,18 12,23 0,00 1,72 5,12 7,76 9,77 13,28 675 0,86 >1000 >3,00 8,6 × 106 6,93 
T0 6,64 30,0 1576 7,75 11,58 0,00 1,52 4,69 7,23 9,13 12,53 726 0,81 >1000 >3,00 7,4 × 106 6,87 
T0 6,64 30,0 1555 9,93 11,91 0,00 2,12 6,16 9,40 11,99 16,44 561 0,97 >1000 >3,00 7,8 × 106 6,89 
T1 4 °C 6,638 25,0 1554 8,65 12,94 0,00 1,82 5,46 8,26 10,44 13,95 641 0,89 2,9 × 107 7,46 2,4 × 107 7,39 
T1 4 °C 6,638 25,0 1527 8,03 11,92 0,00 1,90 5,19 7,82 9,85 12,97 683 0,91 2,7 × 107 7,43 2,6 × 107 7,42 
T1 4 °C 6,638 25,0 1527 10,24 15,34 0,00 2,52 6,70 10,06 12,70 16,85 594 1,08 2,7 × 107 7,43 2,6 × 107 7,42 
T1 8 °C 6,576 25,5 1506 9,21 14,13 0,00 2,36 6,10 9,14 11,56 16,01 592 1,04 6,8 × 107 7,83 6,9 × 107 7,84 
T1 8 °C 6,576 25,5 1454 8,47 12,86 0,00 2,65 6,11 8,83 10,98 14,48 623 1,12 7,0 × 107 7,84 6,9 × 107 7,84 
T1 8 °C 6,576 25,5 1518 8,67 11,14 0,00 2,16 5,72 8,52 10,25 11,68 627 0,98 6,5 × 107 7,82 5,7 × 107 7,76 
T2 4 °C 6,535 27,0 1441 8,58 12,78 0,00 2,69 6,25 9,06 11,22 14,21 614 1,13 8,0 × 107 7,90 1,6 × 107 7,21 
T2 4 °C 6,535 27,0 1465 8,11 12,11 0,00 2,34 5,69 8,37 10,42 13,32 657 1,03 9,6 × 107 7,98 1,7 × 107 7,22 
T2 4 °C 6,535 27,0 1438 10,18 15,40 0,00 3,23 7,44 10,81 13,39 17,36 509 1,27 7,7 × 107 7,89 1,4 × 107 7,15 
T2 8 °C 6,300 33,5 1131 8,71 13,66 0,00 5,75 9,47 12,24 14,32 18,20 501 1,95 1,6 × 107 7,21 5,7 × 107 7,76 
T2 8 °C 6,300 33,5 1169 8,48 13,12 0,00 5,20 8,79 11,47 13,48 16,89 526 1,8 1,6 × 107 7,19 5,6 × 107 7,75 
T2 8 °C 6,300 33,5 1182 8,10 11,56 0,00 5,07 8,23 10,24 11,68 14,85 535 1,77 1,5 × 107 7,18 5,6 × 107 7,75 
T3 4 °C 6,540 28,5 1316 8,65 13,00 0,00 3,74 7,47 10,18 12,19 14,88 568 1,41 3,6 × 107 7,56 2,6 × 107 7,41 
T3 4 °C 6,540 28,5 1340 8,16 12,20 0,00 3,37 6,80 9,40 11,30 13,84 610 1,31 4,0 × 107 7,60 3,7 × 107 7,57 
T3 4 °C 6,540 28,5 1351 10,43 15,90 0,00 4,22 8,63 12,00 14,55 18,23 484 1,54 3,5 × 107 7,54 3,7 × 107 7,57 
T3 8 °C 6,101 38,5 790 8,76 13,33 5,13 10,35 13,43 15,28 16,63 19,26 387 3,19 1,5 × 108 8,18 1,3 × 108 8,11 
T3 8 °C 6,101 38,5 799 8,37 12,88 4,80 9,75 12,89 14,98 16,57 14,89 402 3,03 1,7 × 108 8,22 2,5 × 108 8,40 
T3 8 °C 6,101 38,5 819 8,48 13,79 4,64 9,86 13,63 16,53 18,96 18,17 404 3,06 1,6 × 108 8,21 2,3 × 108 8,36 
T7 4 °C 6,110 43,0 752 8,30 12,34 5,55 11,42 12,76 9,69 8,29  388 3,18 
T7 4 °C 6,110 43,0 763 7,95 11,77 5,13 9,70 12,06 13,21 13,66  408 3,02 
T7 4 °C 6,110 43,0 769 10,36 15,52 6,54 12,60 15,91 17,65 18,25  331 3,8 
T7 8 °C 5,520 70,0 713 9,70 12,35 7,43 11,74 12,35 11,69 11,15  325 3,57 
T7 8 °C 5,520 70,0 724 9,45 12,47 6,95 11,48 12,74 12,34 10,16  336 3,5 
T7 8 °C 5,520 70,0 728 9,33 11,39 6,91 10,31 10,86 13,95 14,47  377 3,48 
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ANEXO III 

Resultados do teste de lactofermentação. 

 

Dias Ensaio 8 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Não Coagulou 4,40 × 104 1,97 × 104 

T1 4 °C Não Coagulou 3,40 × 104 1,56 × 104 
T1 8 °C Não Coagulou 1,06 × 105 1,14 × 105 
T2 4 °C Não Coagulou 9,00 × 104 3,80 × 104 
T2 8 °C Não Coagulou 8,27 × 105 9,83 × 105 
T3 4 °C Não Coagulou 2,33 × 105 1,96 × 105 
T3 8 °C Não Coagulou 1,24 × 107 1,59 × 107 
T7 4 °C Não Coagulou   
T7 8 °C Proteólise intensa     

 

 

Dias Ensaio 9 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Não Coagulou 1,03 × 106 3,68 × 105 

T1 4 °C Coágulo Fraco 7,23 × 105 8,25 × 105 
T1 8 °C Ligeira produção de gás 5,00 × 105 - 
T2 4 °C Ligeira proteólise e produção de gás 4,50 × 106 3,69 × 106 
T2 8 °C Ligeira produção de gás  9,50 × 106 1,24 × 107 
T3 4 °C Ligeira proteólise e produção de gás 7,33 × 106 6,70 × 106 
T3 8 °C Ligeira produção de gás 1,63 × 107 1,66 × 107 
T7 4 °C Não Coagulou   
T7 8 °C Muita proteólise     

 

 

        T1                     T2                            T3                               T7  
       8 °C          4 °C         8 °C        4 °C          8 °C          4 °C         8 °C 
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Dias Ensaio 10 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Diminuta produção de gás 4,80 × 105 1,99 × 105 

T1 4 °C Diminuta produção de gás 5,80 × 105 3,03 × 105 
T1 8 °C Diminuta produção de gás 7,20 × 105 8,30 × 105 
T2 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 3,70 × 106 3,11 × 106 
T2 8 °C Ligeira produção de gás e proteólise 1,18 × 107 2,23 × 107 
T3 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 1,90 × 107 4,87 × 106 
T3 8 °C Diminuta produção de gás 3,27 × 107 4,50 × 107 
T7 4 °C Não Coagulou   
T7 8 °C Ligeira produção de gás e proteólise     

 

 

Dias Ensaio 11 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Ligeira produção de gás e proteólise 5,47 × 104 2,13 × 104 

T1 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 6,33 × 104 1,14 × 104 
T1 8 °C Muita proteólise 3,33 × 104 2,98 × 104 
T2 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 8,33 × 104 7,57 × 104 
T2 8 °C Diminuta produção de gás e proteólise 1,66 × 106 2,04 × 106 
T3 4 °C Muita proteólise 5,67 × 105 3,53 × 105 
T3 8 °C Muita proteólise 6,57 × 106 9,67 × 106 
T7 4 °C Não Coagulou   
T7 8 °C Não Coagulou     

 

        T0               T1                     T2                        T3                   T7  
      4 °C      8 °C      4 °C      8 °C       4 °C    8 °C     4 °C      8 °C 

      T0               T1                      T2                        T3                    T7  
    4 °C        8 °C      4 °C      8 °C        4 °C    8 °C       4 °C     8 °C 
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Dias Ensaio 12 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Ligeira produção de gás e proteólise 1,01 × 106 7,32 × 105 

T1 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 4,73 × 106 - 
T1 8 °C Diminuta produção de gás e proteólise 6,00 × 105 5,48 × 105 
T2 4 °C Diminuta produção de gás e proteólise 8,77 × 106 1,32 × 107 
T2 8 °C Diminuta produção de gás e proteólise 1,17 × 107 1,15 × 107 
T3 4 °C Ligeira produção de gás e proteólise 3,53 × 107 4,10 × 107 
T3 8 °C Ligeira produção de gás e proteólise 5,70 × 107 7,50 × 107 
T7 4 °C Totalmente digerido   
T7 8 °C Muita proteólise     

 
Dias Ensaio 13 Micro 30 °C Micro 21 °C 
T0 Ligeira produção de gás e proteólise 7,93 × 106 - 

T1 4 °C Ligeira produção de gás e proteólise 2,57 × 107 2,76 × 107 
T1 8 °C Diminuta produção de gás e proteólise 6,50 × 107 6,76 × 107 
T2 4 °C Ligeira produção de gás e proteólise 1,56 × 107 8,43 × 107 
T2 8 °C Não coagulado/Coágulo fraco 5,65 × 107 1,56 × 107 
T3 4 °C Coágulo fraco 3,33 × 107 3,70 × 107 

T3 8 °C 
Coágulo fraco/Ligeira produção de 

gás e proteólise 2,03 × 108 1,60 × 108 
T7 4 °C Não Coagulou   

T7 8 °C 
Ligeira produção de gás e  
proteólise/coágulo fraco     

 

   T0               T1                     T2                        T3                         T7  
4 °C     8 °C      4 °C        8 °C       4 °C       8 °C       4 °C        8 °C 

       T0            T1                        T2                      T3                    T7 
    4 °C     8 °C       4 °C       8 °C      4 °C     8 °C      4 °C     8 °C 
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ANEXO IV 

Quadros-resumo e respectivos gráficos das contagens microbianas ao longo da 

refrigeração, com uma linha representando o limite de contagens de mesófilos totais 

regulamentado (500 000 UFC/mL). 

 

Dia 1 4 °C 8 °C 
21 °C 30 °C 21 °C 8 °C 30 °C 

E1 3,8066 4,1461 5,5015 5,7609 
E2 5,5344 5,5563 6,3903 6,4260 
E3 - 6,3404 - 6,7924 
E4 3,5482 4,5229 4,5211 4,3680 
E5 5,0479 5,1441 5,2930 5,5097 
E6 4,8115 5,2469 5,3213 5,3683 
E7 - 6,5168 - 6,9685 
E8 4,1931 4,5315 5,0556 5,0253 
E9 5,9166 5,8593 - 5,6990 
E10 5,4819 5,7634 5,9191 5,8573 
E11 4,0582 4,8016 4,4742 4,5229 
E12 - 6,6752 5,7385 5,7782 
E13 7,4404 7,4099 7,8299 7,8129 
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Dia 2 
4 °C 8 °C 

21 °C 30 °C 21 °C 30 °C 
E1 - - - - 
E2 5,6049 5,8173 6,9906 7,2593 
E3 6,9226 7,0334 7,3243 7,4367 
E4 3,5097 4,0000 5,3025 5,3680 
E5 5,6596 5,4771 6,3096 6,4771 
E6 5,5098 5,7432 6,8524 6,9300 
E7 6,9013 6,8016 7,5579 7,3790 
E8 4,5798 4,9542 5,9927 5,9173 
E9 6,5674 6,6532 7,0946 6,9777 
E10 6,4928 6,5682 7,3477 7,0707 
E11 4,8789 4,9208 6,3096 6,2201 
E12 7,1217 6,9428 7,0607 7,0669 
E13 7,9260 7,1931 7,1941 7,7508 
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Dia 3 
4 °C 8 °C 

21 °C 30 °C 21 °C 30 °C 
E1 4,9303 5,0743 7,0594 7,3424 
E2 5,7993 6,1106 7,2244 7,3153 
E3 7,0058 7,2218 7,4771 7,4819 
E4 4,2389 - 6,4037 6,3680 
E5 5,6842 5,5229 6,4713 6,3010 
E6 5,7387 5,9192 7,4294 7,6516 
E7 7,0620 7,0899 8,4003 8,3560 
E8 5,2915 5,3680 7,2014 7,0946 
E9 6,8261 6,8653 7,2192 7,2131 
E10 6,4303 7,2788 7,6532 7,5141 
E11 5,5482 5,7533 6,9853 6,8173 
E12 7,6128 7,5482 7,8751 7,7559 
E13 7,5682 7,5229 8,2050 8,3082 
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ANEXO V 
Modelo do caderno semanal usado na recolha dos resultados. 

  Página 1     Página 2 

 

  Página 3     Página 4 

 

 
 

T7 
Data:  
Nome ficheiro: 
1 h a 32 °C 
pH = 4 °C  Acidez= 4 °C 
         8 °C                8 °C 

Temp. 4 °C 8 °C 
Cuvete 5 6 7 8 9 10 

Conc. Coalho 0,08% 0,08% 
R : : : : : : 

AR       
A2R       
A20       
A40       

OK20 : : : : : : 
A30m       

 

 
T2 

 
 
Data:  
Nome ficheiro: 
1 h a 32 °C 
pH = 4 °C  Acidez= 4 °C 
         8 °C                8 °C 

Temp. 4 °C 8 °C 
Cuvete 5 6 7 8 9 10 

Conc. Coalho 0,08% 0,08% 
R : : : : : : 

AR       
A2R       
A20       
A40       

OK20 : : : : : : 
A30m       

 
T3 

 
 

Data:  
Nome ficheiro: 
1 h a 32 °C 
pH = 4 °C  Acidez= 4 °C 
         8 °C                8 °C 

Temp. 4 °C 8 °C 
Cuvete 5 6 7 8 9 10 

Conc. Coalho 0,08% 0,08% 
R : : : : : : 

AR       
A2R       
A20       
A40       

OK20 : : : : : : 
A30m       

 

 
 

Teste ATC 
 

T0 
Data:  
Nome ficheiro: 
1 h a 32 °C 
pH =   Acidez= 
 

Cuvete 8 9 10 
Conc. Coalho 0,08% 

R : : : 
AR    

A2R    
A20    
A40    

OK20 : : : 
A30m    

 
T1 

Data:  
Nome ficheiro: 
1 h a 32 °C 
pH = 4 °C  Acidez= 4 °C 
         8 °C                8 °C 

Temp. 4 °C 8 °C 
Cuvete 5 6 7 8 9 10 

Conc. Coalho 0,08% 0,08% 
R : : : : : : 

AR       
A2R       
A20       
A40       

OK20 : : : : : : 
A30m       

 

 

 

 

n° Ensaio 

Data  
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  Página 5     Página 6 

 

  Página 7 

 

30 °C 
T0 – Data 

Diluições    
1    
2    
3    

 
T1 – Data 

4 °C    
1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
T2 – Data 

4 °C    

1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
T3 – Data 

4 °C    
1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
Observações: 
 

Contagens - Microbiologia 
21 °C 

T0 – Data 
Diluições    

1    
2    
3    

 
T1 – Data 

4 °C    
1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
T2 – Data 

4 °C    
1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
T3 – Data 

4 °C    
1    
2    
3    

 
8 °C    

1    
2    
3    

 
Observações: 

Testes Físico-químicos 
 

Acidez ( mL NaOH N/L leite)  
MG (%)  
Azoto  

Humidade (%)  
Densidade   

 
Cálculos: 
 

• Acidez: 
(10 mL leite + Fenolftaleína) 
 
Vol. NaOH gasto = 
 

• MG 
(10 mL H2SO4 d=1,826 + 11 mL leite + 1 mL Álcool Amílico, centrifuga 7-8 min) 

  
 

• Azoto 
(1 mL leite + 1 pastilha + 5 mL H2SO4 pro-análise) 

  
 

• Humidade 
(15g de areia – 3 h estufa + 5 mL leite) 

 Peso cápsula + areia  
 + 5 mL leite  
 1ª Pesagem  
 2ª Pesagem  
 3ª Pesagem  
 4ª Pesagem  
 5ª Pesagem  
 6ª Pesagem  
 7ª Pesagem  
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