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RESUMO

Este trabalho teve como objectivo estudar o efeito da refrigeracado no leite de ovelha. Apds
caracterizacgo 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 evolugdo da populagdo microbiana (mesofila total
(ISO/DIS 6610) e psicrotréfica (ISO/DIS 8552)), do pH e da aptiddo a coagulagao, através
de ensaios de coagulagdo com o Optigraph. Ao fim de trés dias de refrigeracao, registaram-
se aumentos nos valores das contagens de mesodfilos de 10 e 52 vezes e de 15 e 87 vezes
nos valores dos psicrotroficos, a 4 °C e a 8 °C, respectivamente. O pH diminuiu
significativamente ao longo da refrigeracao, sobretudo a 8 °C e a partir do 2° dia, o que
influenciou significativamente o inicio da agregacdo micelar. A refrigeracdo a 4 °C nao
apresentou efeito significativo na aptidao a coagulagdo e permitiu controlar a evolugdo das

populagdes microbianas (psicrotroficas particularmente) por um periodo de 48 horas.

Os resultados apresentados reforcam a convicgdo de que quando a refrigeracao € feita a
temperaturas e tempos de armazenagem inadequados, poderdo ser seleccionadas
populagdes de bactérias psicrotroficas que poderdo afectar negativamente o fabrico de

queijo com leite cru.

Palavras-chave: Leite cru de ovelha, queijo de ovelha, refrigeragao, psicrotroficos, aptidao a

coagulagao



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 2™ 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 Azeitdo. 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, Ay, A4 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 Aso, Asg, Aeo, Ag. 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 10°
CFU/mL of psychrotrophic can also help reduce the size of the micelle by proteolysis that
can selectively record level of a- and 3 casein, leaving the k-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. INTRODUCAO

A grande parte do leite de ovelha produzido mundialmente destina-se a producéo de queijo
(Schoenian, 2006, consultado a 09/10/08). E possivel afirmar que, em Portugal, a totalidade
de leite de ovelha produzido ¢ utilizado no fabrico de queijo (Martins et al., 2005; Martins et
al., 2007). O fabrico de queijo é, na sua esséncia, um processo de conservacdo dos
componentes do leite, um produto alimentar facilmente perecivel, por periodos mais ou
menos longos. A maior ou menor alteragdo, utilizando diferentes meios de conservagao,
como a desidratagao, a acidificagdo ou a diminuigao do pH, s&o aspectos que compdem, 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 necessario garantir a
subsisténcia econdmica, mantendo a qualidade requerida pelo consumidor e as
caracteristicas proprias dos produtos. No fabrico de queijo tradicional ou nas DOP
(Denominagao de Origem Protegida), esta necessidade é ainda maior, tendo sido
necessaria, ao longo do tempo, a incorporagéo de elementos das tecnologias industriais, de
forma a acompanhar o aumento de volume de produgdo, mantendo no entanto, uma

producao préxima do tradicional (Martins e Vasconcelos, 2001).

A refrigeragdo do leite, logo a seguir a ordenha, durante o transporte e, por vezes, na
queijaria, € um dos elementos que faz parte das tecnologias industriais e que foi incorporado
no fabrico tradicional de queijo. A refrigeracdo do leite tornou possivel um aumento dos
niveis de produgao de queijo, nem sempre acompanhado dos niveis de qualidade do queijo
desejados, embora em muitos casos se tenha considerado uma adaptagao dos métodos de

trabalho tradicionais.

A refrigeracdo do leite é ja uma pratica habitual e até imprescindivel na producao de leite
para consumo e na produgao de queijo de leite de vaca. A utilizacdo da refrigeracao logo a
seguir a ordenha ajuda a controlar a microflora mesofila, mas pode trazer novos problemas,
como por exemplo o desenvolvimento da flora psicrotréfica (Canigova, 1998; Canigova et
al., 2002; Hadbavny et al., 2002; OndrasSovic et al., 2002)

A carga microbioldgica do leite cru € de extrema importancia na qualidade final dos produtos
lacteos. Quando é refrigerado, leite de baixa qualidade microbiolégica ndo se conserva por
longos periodos, devido a presenca de bactérias psicrotréficas formadoras ou nao 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 psicrotréfico surgiu no Seminario da Federagao
Internacional de Lacticinios (F.I.L., 1968), o qual engloba todos os microrganismos cujo
éptimo de temperatura ocorre a cerca de 8 °C, podendo adaptar-se & gama dos mesofilos'
(até £28 °C) (Witter, 1961; Law, 1979; Cousin, 1982; Veisseyer, 1988; Cromie, 1992). Em
Outubro de 1976, num encontro da International Dairy Federation, os psicrotréficos ficaram
definidos como microrganismos que podem crescer a 7 °C ou menos, independentemente

da sua temperatura 6ptima (Collins, 1981).

1.1.LEITE DE OVELHA

Nao se conhece a origem exacta da primeira utilizagdo da ovelha na producéo leiteira, mas
sabe-se que acompanhou o desenvolvimento da civilizagcdo mediterranica. O Antigo
Testamento, a lliada, a Odisseia, as Bucélicas, mencionam ou narram o pastoreio de
ovelhas nos tempos de entédo (Luquet, 1985). Apesar de diminuta a nivel mundial (Quadro 1),
a tradicdo herdada da tradicdo mediterrdnica da producido de leite de ovelha nota-se
também em Portugal (Quadro Il), onde a propor¢ao face ao total de leite produzido (cerca de
4,7% em 2007) suplanta a propor¢ao que se verifica a nivel da produ¢do mundial (cerca de
1,5%).

Quadro | — Produgcdo mundial de leite em 2007.

Espécie | Toneladas (milhdes) %
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

' Meséfilos — microrganismos com 6ptimo de crescimento 30 - 45 °C.
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Quadro Il - Produgéo portuguesa de leite em 2007.
Espécie | Toneladas(milho6es) % % 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 Pais para definir e caracterizar o leite
de ovelha, o prNP 3547 (1987) — “Leite cru de ovelha. Definicdo e caracteristicas”, da-se o
nome de leite cru de ovelha ao liquido segregado pelas glandulas mamarias de uma ou
varias ovelhas sadias, ndo fatigadas, mantidas em boas condigdes alimentares e de higiene,
obtido com asseio numa ou mais ordenhas, completas e ininterruptas, livre de substancias

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

O leite de ovelha distingue-se dos leites de vaca e de cabra, quanto ao sistema micelar, o
equilibrio salino ou comportamento na coagulagdo (Storry et al.,1983; Ono et al., 1989;
Remeuf et al.,, 1989; Pellegrini et al., 1994), essencialmente relacionados com a sua

composic¢ao (Quadro IlI).

Quadro Ill - Composigéo global de diferentes leites (%).
Leite EST Proteina Caseinas Matéria Gorda Lactose
Vaca 13,0 3,2 2,8 3,9 4,9
Ovelha | 18,4 55 4,5 7,2 4,7
Cabra 13,0 3,5 2,6 4,2 44-47
(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
célcio, fésforo, potassio e magnésio do que o leite de vaca. Contém ainda maior quantidade
de acidos gordos de cadeia curta e média que o leite de vaca, o que apresenta conhecidos
beneficios para a saude 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 & um produto alimentar resultante da transformacgéo do leite, numa massa semi-
sélida, que convenientemente trabalhada, pode ser consumida em fresco, depois de curada
ou no estado fundido (Rebelo, 1983).

Nao se conhece ao certo a data do inicio da industria queijeira, mas € considerada por
Rebelo (1983) como “uma das maiores, mais remotas e Uteis conquistas do Homem”, pois
durante séculos foi a Unica forma de conservagao dos principais constituintes do leite.
Embora haja vestigios do fabrico de queijo pelo Homem pré-histérico, a referéncia escrita

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

Como ja foi referido, grande parte do leite de ovelha produzido mundialmente destina-se a
producdo de queijo, facto que se justifica quer pela tradicdo que acompanha a produgéo
deste tipo de leite, quer pela sua especial aptidao para esse fim. A aptiddo queijeira de um
leite identifica a sua particular adequagao para ser coagulado, por via enzimatica ou acida,
para o tratamento da coalhada e para o crescimento de todos o0s microrganismos

importantes nos processos da elaboragcédo e maturagao do queijo (Spreer, 1991).

A viscosidade do leite de ovelha é maior devido a sua riqueza em sdlidos e as suas
qualidades queijeiras promovem um rendimento queijeiro® duas vezes superior ao leite de
vaca. Tem uma capacidade anti-bacteriana mais evidenciada que o leite de vaca devido a
sua actividade imunolégica caracteristica. Sendo o leite de ovelha duas vezes mais
mineralizado que o leite de vaca apresenta um maior poder tamp&o, o que pode ser uma
vantagem para a sua conservagao, visto ser mais resistente a fermentacao lactica, mas,
quando se tratar da sua transformacao, pode apresentar limitagcdes. A coalhada formada a
partir do leite de ovelha é muito mais firme que a obtida de leite de vaca (Luquet, 1985), em
sequéncia das diferencas de composicdo ao nivel da riqueza em matéria coagulavel,
essencialmente proteina e matéria gorda, e também devido a composicao e caracteristicas
da fracgao proteica, mais precisamente a fracgao caseinica, 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 ndo tém, geralmente, sabores amargos,
caracteristica que esta relacionada com baixa concentragdo de caseina as em relacdo as

caseinas totais (Luquet, 1985).

1.2.APTIDAO TECNOLOGICA DO LEITE - COAGULAGAO

De acordo com Vieira de Sa e Barbosa (1990), a coagulacdo € um fendmeno pelo qual a
caseina se separa dos restantes constituintes do leite, dando origem, por um lado, a um
corpo solido, a que se chama primeiro coalhada e depois queijo; e, por outro lado, a um
liquido, a que se chama soro, contendo este ainda em suspensao algumas substancias

sélidas. A coagulacao é o fenémeno central do fabrico de queijo.

As micelas de caseina podem flocular de duas formas, por abaixamento do valor do pH,
chamada de coagulagcdo por acidificagdo, ou por accdo enzimatica, designada por

coagulagéo enzimatica.

A coagulacgao por acidificagdo é caracterizada pela obtencédo de uma coalhada fragil e pouco
resistente mecanicamente, com elasticidade e plasticidade praticamente nulas (Eck, 1987;
Mahaut et al., 2000; Alves, 2003). Devido a estas caracteristicas, tem aplicagao prépria no
que se refere ao fabrico de queijo. A coagulagdo enzimatica & talvez a técnica de
coagulagdo mais usada para o fabrico de queijo, dando origem a uma coalhada coesa
impermeavel, contractil e maleavel (Mahaut et al.,, 2000). Ocorre em duas fases: fase

enzimatica ou primaria e fase de coagulagéo ou secundaria (Eck, 1987).

A fase enzimatica é caracterizada pela hidrélise da caseina K, estabilizadora das micelas de
caseina, provocada pelas enzimas proteoliticas — quimosina, pepsina, proteinases de
origem vegetal e de origem microbiana. Esta hidrolise ocorre na ligagdo Fen105 — Met106, e
divide a caseina Kk em paracaseina Kk (1-105) e caseinomacropéptido (CMP) ou
glicomacropéptido (GMP) (106-169). Apds a hidrélise, o CMP (hidréfilo e acido) é libertado
para o soro, enquanto a paracaseina k (hidréfoba® e basica) permanece nas micelas
(Dalgleish, 1999).

A fase da coagulacdo ocorre devido as diferencas estruturais entre a caseina K e a
paracaseina K que, nao contendo propriedades estabilizadoras, permite a floculagao das

micelas. Com a libertacdo do CMP no soro, ocorre uma diminuicdo das forcas de repulsao

® Hidrofoba — Repele agua e outras moléculas polares.
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electrostatica e do grau de hidratacdo responsaveis pela estabilidade micelar. Com o
aumento da instabilidade ocorrem ligagdes intramicelares, com participagédo do calcio iénico,
comecgando assim a agregag¢ao micelar ou coagulagdo. As ligagbes intramicelares sao
hidrofobas, electrostaticas e salinas (Eck, 1987; Dalgleish, 1999; Mahaut et al., 2000).

Apesar de serem apresentadas de forma sequencial, as fases da coagulagédo vao ocorrendo
em simultaneo, isto é, a segunda fase pode comegar sem que a primeira fase tenha ainda
terminado. A coagulagéo tem inicio logo que haja uma proporc¢ao relativamente elevada de
caseina K hidrolisada (Eck, 1987; Dalgleish, 1999; Mahaut et al., 2000).

A coagulacao pode ser afectada por varios factores. A fase enzimatica € mais susceptivel a
natureza e quantidade da enzima, a temperatura, ao pH e ao substrato (tipo de caseina k),
factores estes associados a actividade enzimatica (McMahon e Brown, 1984; Dalgleish,
1999). A fase da coagulacdo ¢é influenciada pela concentracdo de Ca®* em solugdo e pela
temperatura. Aparentemente o pH nao tem muita influéncia nesta fase (Dalgleish, 1993).
Afectando a estabilidade e o equilibrio caseinico, a refrigeracdo é um dos factores
importantes no que se refere ao comportamento do leite na coagulagdo e isso tem sido
estudado em particular no caso do leite de vaca. Os estudos relativos ao efeito da
refrigeragéo na coagulacao do leite de ovelha s&o praticamente inexistentes, atribuindo-se a
este tipo de leite uma maior resisténcia aos efeitos da refrigeracédo (Raynal e Remeuf, 2000).

Este é um dos aspectos que serdo estudados neste trabalho.

A aptidao tecnolégica do leite para o fabrico de queijo pode ser avaliada pelo
comportamento durante a fase de coagulagdo, mediante o0 acompanhamento de parametros
como o inicio da floculagdo, tempo de coagulagdo e tempo de endurecimento (ou
consolidacao). O inicio da floculagao corresponde ao intervalo de tempo compreendido entre
a adicdo do agente coagulante e o surgimento dos primeiros flocos, correspondendo
essencialmente a fase enzimatica do processo de coagulagdo. O tempo de coagulagao
equivale ao tempo que medeia entre a adicdo de coagulante e o corte do coagulo no
processo de fabrico de queijo; € um parametro largamente utilizado na pratica queijeira e
que marca o inicio das fases subsequentes do fabrico de queijo. Por ultimo, o tempo de
endurecimento é descrito como sendo o periodo de aumento de firmeza do coagulo,
correspondendo ao inverso da velocidade de reorganizacdo do gel (velocidade de
agregacao ou aglomeracao micelar); é o tempo que separa o inicio da floculagido do tempo
de coagulacdo. Existem diversos tipos de métodos laboratoriais para caracterizar a
coagulacéo: fisicos (reoldgicos, ultrasénicos, opticos), quimicos ou térmicos (Mahaut et al.,
2000).
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1.3.REFRIGERAGAO

A refrigeracdo tem como objectivo conservar as qualidades iniciais dos produtos
alimentares, neste caso especifico, do leite, até a sua posterior utilizacdo. Nao se pode
esperar uma melhoria da qualidade de um leite refrigerado. Isto €, a ma qualidade

microbioldgica nao sera melhorada pela refrigeragédo, apenas se impede o seu agravamento.

A implementacdo da refrigeracdo trouxe vantagens para o produtor de leite e para a
industria queijeira, nomeadamente a nivel logistico. Para o produtor, possibilitou o
espacamento da recolha do leite, sem compromisso de coordenacdo com a ordenha, e
permitiu poupar numa operagado cara e frequentemente fonte de contaminacdo do leite,
maximizando as levas de leite para a industria (Alais, 1985; Ribeiro e Carvalho, consultado a
09/10/08). Ao possibilitar a melhoria da qualidade do leite, a refrigeracdo aumentou o prego
do leite pago ao produtor. Para a industria, a refrigeragcdo possibilitou a ampliacdo dos
horéarios de recepg¢ao 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
utilizacdo de tanques de refrigeragdo na exploragdo seja factor de modernizacdo e
progresso, muitos outros nao obtiveram os mesmos resultados. A causa desse fracasso
reside numa deficiente limpeza e desinfeccdo dos tanques e a incorrecta utilizacdo do
sistema de frio (Alais, 1985).

Uma refrigeragao eficaz garante a manutencao do nivel de qualidade higiénica, pois limita o
desenvolvimento dos microrganismos até o processamento do leite (Weatherup et al., 1988).
Contudo, quando a refrigeracdo se associa a tempos de armazenagem prolongados,
surgem novos problemas higiénicos, devido a selecgdo de uma flora psicrotrofica que
podera passar a constituir a flora dominante (Miranda e Gripon, 1986). Devido ao seu
desenvolvimento e actividade metabdlica a baixas temperaturas de refrigeracdo, estes
microrganismos virdo a ter fortes implicagcbes na qualidade dos produtos lacteos (Gripon,
1983).

Estas implicagbes da refrigeracdo podem ser importantes, sendo de referir, por exemplo, a
instabilidade dos leites de consumo tratados pelo calor, de conservagdo longa, que
motivaram inclusivamente praticas novas na grande industria do leite de vaca, como a

termizacao.

Ao nivel da produgédo tradicional de queijo, com base essencialmente em leite de ovelha, a
utilizacdo da refrigeracdo 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 pressdes a nivel da procura dos produtos, de grande qualidade,
verificando-se, ao longo dos ultimos anos, grandes modificacdes ao nivel da estrutura
produtiva, quer de leite quer de queijo (Martins e Vasconcelos, 1993; Martins et al, 2000).
Verificando-se que a esta evolugdo vem estando associada uma degradacao da qualidade
do produto final, sobretudo visivel no queijo mais sensivel, o queijo de pasta mole, mais
dependente dos factores da produgao animal (raca, sistema de exploragdo e respectivos
reflexos nas caracteristicas do leite) e dos factores tecnoldgicos, entre os quais se situa a

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

Dias (1998) faz igualmente referéncia a problemas novos derivados da introdugdo de novas
tecnologias ao servigo da producédo de queijos artesanais, nomeadamente a partir de leite

cru refrigerado, como:

¢ Maior tempo de coagulagao do leite, coalhada menos firme e mais hidratada;

e Maiores perdas de coalhada pelo soro apds dessoramento, diminuindo o rendimento.
Enquanto o leite normal apresenta um rendimento em queijo fresco de 16%
(massal/volume), o queijo fabricado com leite refrigerado apresenta um rendimento
de 12%;

o Formacgao prematura da casca do queijo, associada a uma produgdo muito menor de
reima*. Em alguns casos extremos, verificou-se a rotura da casca de queijos com
algum tempo de cura, libertando uma grande quantidade de agua do seu interior;

o Textura grosseira da massa apés duas e trés semanas de cura, contrastando com o
“amanteigado” do queijo normal. Existe, no entanto, a formagdo de uma camada fina
entre a casca e a massa com textura amanteigada, mas de sabor extremamente

amargo, acido e aroma muito activo.

Segundo Martins e Vasconcelos (2004), estes problemas ndo tém uma origem uUnica mas
resultam de uma cadeia de causas e de praticas que culminam num produto de
caracteristicas pouco apropriadas ao tipo de maturagao que vai sofrer, e ao longo da qual se
associam deficiéncias a nivel microbiano que conduzem a alteracdo das caracteristicas
tipicas do queijo e frequentemente ao aparecimento de defeitos da crosta e da pasta que

muitas vezes dificultam e até inviabilizam a sua comercializagao.

A relagdo entre a utilizacdo da refrigeracdo 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.

* Reima — Substancia viscosa a superficie do queijo.



1. Introducao

1.3.1. EFEITO A NIVEL FiSICO-QUIMICO

A utilizacao da refrigeracao tem implicagdes tanto a nivel microbiolégico como a nivel fisico-
quimico. A nivel fisico-quimico podemos evidenciar modificagbes nas duas fases dispersas
do leite: a fase coloidal e a fase gorda, alteragdes estas que influenciam a aptidao

tecnolégica do leite (Luquet, 1985).

A fase coloidal do leite € composta por micelas constituidas, na maior parte, pelas caseinas
as, B e K, com calcio ou fosfato de calcio fortemente associados. E importante manter um
equilibrio salino entre a fase coloidal e aquosa do leite, pois, com o aumento da
mineralizacao, as micelas engrossam e ficam menos estaveis, o que facilita o trabalho do

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

O frio tem duas acg¢bes na fase coloidal. Por um lado, a caseina B, que apresenta uma
estrutura polimérica a 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 caseinas Kk e as (embora em fracgbes menores) (Lenoir e
Schneid, 1987), resultando no aumento da sua dispersdo, o que leva a diminuicdo 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 calcio (Lenoir
et al.,, 1974; Ali et al,, 1980a; Luquet, 1985), responsavel pela formagdo de pontes
estabilizadoras da estrutura quaternaria das caseinas (Scott, 1986; Singh et al., 1996) nos
grupos fosfoserilicos (Lucey et al., 1993), tendendo a separa-lo da micela, contribuindo
assim para a sua dispersao (Luquet, 1985; Brule et al., 1987; Lenoir et al., 1987; Walstra,
1990). Com a diminuigcdo do tamanho da micela e a solubilizagdo do fosfato de calcio,
diminui a aptidao do leite para coagular pelo coalho (Raynal e Remeuf, 2000). O frio torna a

fase coloidal mais estavel (Luquet, 1985).

Como consequéncia da refrigeracao, verifica-se assim o aumento do tempo de coagulagéo
(McMahon e Brown, 1984a, Luquet, 1985), uma diminuicdo da firmeza do gel, um
dessoramento mais dificil (McMahon e Brown, 1984a, Luquet, 1985; Mahieu, 1985) e
maiores perdas no soro (Luquet, 1985). As alteracdes da forma nativa das caseinas as; € 3,
tornam-nas mais acessiveis a acc¢ao proteolitica do coalho (McMahon et al.,, 1984b),
podendo resultar na formagao de péptidos que originem um sabor amargo (Kessler, 1981;
Madrid, 1990; Macedo et al., 1996).
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Os efeitos da utilizagao do frio apresentam uma certa reversibilidade. O armazenamento do
leite a 20-30 °C durante 24 h, apdés a refrigeracdo, restabelece o equilibrio salino, no
entanto, o restabelecimento da caseina € mal conhecido, possivelmente da-se segundo
uma estrutura diferente, deixando a caseina B a superficie da micela (Luquet, 1985) e
depois difundir para o interior da micela (Creamer et al.,, 1977). Existem outras

possibilidades de correcgao, tais como:

¢ Adicao de cloreto de calcio CaCl, 0,1 g/L a 0,2 g/L (Ali et al., 1980b; Luquet, 1985);

e Manutencao do leite a 30 °C durante 2 h, antes da adigdo do coalho (Luquet, 1985);

e Colocacao do leite na presenca de uma pequena quantidade de fermento lactico
durante 15 h a 10-20 °C (Luquet, 1985);

o Utilizar o material retido por ultra-filtragdo enriquecendo-o em calcio e aumentando
em simultadneo o teor em proteina (Ali et al., 1980b; Luquet, 1985);

o Acidificacao ligeira do leite (Luquet, 1985; Puhan, 1989) ou termizacao (Dzuree e
Zall, 1985; Luquet, 1985).

Contudo, ainda nao foi provado que a forma inicial da micela seja totalmente restaurada
(Davies e Law, 1983).

A fase gorda é constituida por glébulos, formados por triglicéridos parcialmente cristalizados
a temperatura ambiente, rodeados por uma membrana hidréfila que garante a proteccao do

glébulo e a estabilidade da emulsao (Luquet, 1985).

Na fase gorda, a diminuicdo da temperatura promove a cristalizagdo dos triglicéridos,
provocando uma retracgao do glébulo com deformagdo da membrana. Se esta diminuicado
for rapida, os cristais formados sdo mais pequenos, sendo os estragos na membrana
menores. Em caso contrario, num arrefecimento lento (acima dos 20 minutos), ocorre a
formacgéo de cristais maiores, com o aumento do risco de ruptura da membrana, facilitando o
aparecimento de defeitos por alteracées dos triglicéridos e dos acidos gordos. Com o frio, a
hidrofilia® desaparece (a matéria gorda é hidréfoba), o que resulta numa tendéncia dos
glébulos para se aglutinarem e subirem até a superficie (Luquet, 1985). Com o frio, os
cristais de gordura dos triglicéridos de menor ponto de fusdo podem penetrar nas caseinas e
membranas dos triglicéridos de maior ponto de fusdo, libertando proteases e lipases
(Mahieu, 1985; Hsien-Yeh-Hsu et al., 1986; Madrid, 1990), causando defeitos no sabor e no

aroma.

® Hidrofilia — propriedade fisica que permite & molécula ligar-se a agua e outras moléculas polares.
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1.3.2. EFEITO A NiVEL DA MICROBIOLOGIA NO LEITE

A temperatura € um dos factores mais importantes para o desenvolvimento microbiano. A
nivel microbioldgico, a refrigeragdo altera a microflora presente no leite, favorecendo o
desenvolvimento dos microrganismos psicrotréficos em detrimento da flora mesdfila (Alais,
1985; Spreer, 1991).

Segundo Alais (1985), o leite de vaca consiste numa solucdo neutra, fortemente
tamponizada, muito rica em substancia 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, ndo é um meio de cultura universal, por varias razoes:

¢ A fonte glucidica energética & somente constituida por lactose, aglucar que algumas
bactérias e leveduras metabolizam menos facilmente que a glucose;

e Apesar do conteudo em substancias azotadas ser elevado (mais de 3%), a
quantidade de aminoacidos livres e péptidos é pequena, o que constitui um factor
limitante para numerosas espécies bacterianas;

e Apds a ordenha, o leite contém substancias anti-bacterianas que o protegem contra a
invasao de certos germes sensiveis e que explicam, em parte, a fase de laténcia que

se observa no inicio 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 util. Trata-se de um dos aspectos decisivos para a qualidade
do queijo, pois o factor biolégico 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 transformacgao tecnolégica. Sao agentes prejudiciais todos os
microrganismos de contaminagcdo susceptiveis de causar defeito no queijo, como os
produtores de gas ou agentes de protedlise intensa. No entanto, também se pode tornar
indesejavel a presenca de elevadas concentragées de microrganismos uteis, como bactérias
lacticas, que podem provocar problemas tecnoldgicos graves, impossibilitando a obtengao

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

O conteudo microbiano do leite cru diz muito acerca da sua qualidade, esta intimamente
relacionada com o grau de contaminagéo inicial e com o binédmio tempo/temperatura em que
o leite permanece desde a ordenha até o seu processamento ou transformacao (Silveira et
al., 2005, consultado a 09/10/08). E, em parte, devido & higiene mantida no processo da sua
obtengdo, ao estado das instalacdes de ordenha, a qualidade bacteriolégica das aguas,
qualidade do ar dos estabulos, aos utensilios nao perfeitamente higienizados,

armazenamento e transporte do leite; por outro lado, o estado sanitario da vaca, em especial

11
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do ubere, é fundamental para a qualidade microbiolégica do leite (Spreer, 1991; Silveira et

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

a falta de rigor com que é realizada a ordenha, isto €, uma ordenha onde nao sejam

tomados cuidados com factores de contaminagao do leite, anteriormente descritos, sera um

leite com um elevado nivel de contaminacgao.

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

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

contaminagéao tém, por vezes, associados diferentes grupos microbianos:

e Animal

(0}

Quando o animal sofre de mastite ou mamite, os microrganismos passam do
Ubere para o leite através da ordenha. Esta € a origem mais importante para a
contaminagcdo 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;

Através das fezes, o animal pode ser causa indirecta de contaminacdes do leite.
Quando a recolha do leite ndo se faz com cuidados de higiene, microrganismos

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

e Meio exterior

(0}

Agua e solo sdo “reservatérios” de microrganismos patogénicos®. E através de
vectores como o pd e as gotas de agua que 0s microrganismos podem chegar ao
leite no momento da sua ordenha ou durante o seu tratamento/transformacao.
Este tipo de contaminagdo € responsavel principalmente pelos microrganismos
das doencgas préprias do Homem (Salmonellas, estreptococos (grupo A), bacilo

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

e Homem

(o}

O Homem é responsavel por controlar os vectores de contaminacdo descritos
anteriormente sendo também causa directa de contaminagio. Principalmente,
pela negligéncia ao nivel do cuidado com a ordenha que, pode ser as méos sujas,
a expectoracao, roupas, etc., durante todo o processo pelo qual passa o leite e

onde se da a intervencao directa do Homem (Alais, 1985).

6 Patogénicos — originam ou transmitem doencas.
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Thomas e Thomas (1973) demonstraram que a linha de lactodutos, os tanques de recepc¢ao,
na sala do leite, os tanques de transporte e o equipamento das industrias transformadoras

sao a principal fonte de psicrotroficos no leite cru.

As situagbes gravosas para a qualidade do leite, previamente descritas, sdo atenuadas ou
mesmo evitadas se usarmos correctamente a cadeia de frio com tempos de armazenamento
adequados. Segundo varios autores (Alais, 1985; Luquet, 1985; Ribeiro e Carvalho,
consultado a 09/10/08) o leite deve atingir os 4 °C, como maximo, praticamente
instantaneamente. O tempo em refrigeracdo deve ser ajustado ao nivel de contaminagao
inicial; por exemplo, no caso de um leite de boa qualidade microbioldgica, a refrigeracdo nao
deve ultrapassar os trés dias (dois na exploragdo, mais um de transporte e armazenagem na
fabrica). Se o leite for de ma qualidade microbiolégica, a refrigeracdo devera ser efectuada
por um periodo de tempo menor (Luquet, 1985). O tempo de conservagao é inversamente

proporcional a contaminacgao inicial e a temperatura de conservacgao.

E também a nivel da variagdo induzida na componente microbiana, quer por via da
contaminacao quer pelo processo de conservacao, que se pode também afectar a qualidade
do queijo, com maior incidéncia a nivel do queijo fabricado a partir de leite cru, uma vez que
na tecnologia ndo se limita a presenga microbiana. Sdo as diferengcas entre os produtos
finais obtidos e as exigéncias colocadas, por exemplo, a nivel da obtencéo da certificacdo
das DOP, que tém sido razao de grande preocupacao e até de descrédito do uso de uma
pratica tao importante como a refrigeracdo, como foi referido por Dias (1998). Muito
provavelmente, havera, para este tipo de queijos (de leite cru), limitagdes a refrigeracdo 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 nivel da refrigeracao.

A flora microbiana do leite pode ser agrupada com base na sua acg¢ao, em flora desejavel e
indesejavel. A flora desejavel é inofensiva para o consumidor e pode impedir a actividade de
microrganismos indesejaveis e também dar origem a fermentagdes com reflexos favoraveis
no gosto e aroma, quer no leite quer nos seus derivados. A flora indesejavel inclui
microrganismos patogénicos e pode produzir fermentagdes que tornam o leite impréprio

para o consumo (Rebelo, 1983).

Uma das condigdes indispensaveis para se obter um queijo de boa qualidade é que o
fabrico e a maturacdo do queijo ocorram de forma o6ptima e, para tal, € necessaria a
contribuicdo de uma flora especifica de maturagcédo (Spreer, 1991) e boas condi¢cbes para
que se desenvolva (Martins e Vasconcelos, 2004). Esta flora especifica integra o grupo da

flora desejavel, com caracteristicas especificas e diversidade muito relacionadas com as
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condigbes 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 a superficie ou no interior do queijo, € causadora de diversas
alteragdes que vao influenciar as caracteristicas finais do queijo através da hidrdlise de
lactose, da protedlise e da lipdlise (Vieira de Sa et al., 1970c e 1990; Piton, 1988), por via da
secrecao de enzimas, de produgdo de aromas e da regulagado da difusdo dos gases (Piton,
1988).

Parte das enzimas coagulantes adicionadas, que se mantém activas durante o processo de
maturacdo dos queijos, bem como as enzimas produzidas pela microflora do leite cru,
promovem a producgao de novos péptidos que influenciam o sabor final dos queijos (Pires et
al., 1997). Nos queijos curados com forte contribuicdo da flora microbiana de superficie,
como os queijos tradicionais portugueses mais caracteristicos, a influéncia da reima nas
caracteristicas 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 relacao superficie/volume (Reps,
1993).

As caracteristicas do queijo resultam assim de um conjunto de acgdes fisicas, quimicas e
bioquimicas, que se exercem sobre o leite e os seus componentes, por via de diversos
factores de transformacgao e agentes quimicos e bioldgicos, nativos do leite, adquiridos ao
longo do processo de fabrico. As caracteristicas do queijo, tais como consisténcia 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 desejavel para competir com o desenvolvimento da flora indesejavel,
contém ainda varias proteinas ndo imunoldgicas que tém propriedades antimicrobianas. As
quatro proteinas mais comuns e estudadas sao a lactoperoxidase, a lactoferrina, a lisozima,
e a xantina oxidase. Estas proteinas estdo envolvidas num sistema complexo que inactiva
0s microrganismos. A lactoperoxidase forma um sistema antimicrobiano com peréxido de
hidrogénio e tiocianato. A lactoferrina é uma proteina que se liga ao ido Fe*" e ao anido
carbonato. A lisozima é uma proteina que pode ter um efeito enzimatico directo/indirecto ou
um efeito ndo enzimatico sobre os microrganismos. A xantina oxidase esta envolvida na
producdo de perdxido de hidrogénio, que tanto pode ser usado pelo sistema da

lactoperoxidase ou directamente como um agente antimicrobiano (Hui, 1993).
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A utilizacao da refrigeracdo em condicdes deficientes pode tornar-se uma fonte potencial de
problemas para o fabrico do queijo, pois € susceptivel de alterar completamente o equilibrio
da flora microbiana do leite, favorecendo o desenvolvimento dos psicrotréficos, agentes de
graves problemas na evolugdo e na qualidade do queijo, os quais apenas tém sido
evidentes nos ultimos anos, sendo inesperados e até desconhecidos para a grande maioria
dos agentes transformadores, sobretudo no sector mais tradicional (Martins e Vasconcelos,
2004).

A deterioragdo microbioldgica do leite e seus derivados é dependente da qualidade do leite
cru usado na produgdo e da contaminagao inicial e durante o processamento. A congelagéo
e a refrigeracdo tém sido extensivamente utilizados para diminuir o desenvolvimento dos

psicrotréficos e parar o desenvolvimento dos mesdfilos e terméfilos’ (Hui, 1993).

A flora psicrotrofica ndo constitui um grupo taxondmico, pois inclui bactérias, fungos e
leveduras (sdo capazes de se desenvolver sobre praticamente todos os substratos, mesmo
asfalto e tijolo), com tempo de gerac&o® curto, entre 0 °C e 7 °C, e uma temperatura minima
até -10 °C (Chandler e McMeekin, 1985; Sgrhaug, 1992; Serhaug e Stepaniak, 1997). E
sensivel ao cloro (Luquet, 1985) e, embora a maioria seja inactivada pela pasteurizacao,
existem psicrotroficos termorresistentes e psicrotréficos formadores de esporos que sao
responsaveis por defeitos na textura e no sabor dos produtos leiteiros de longa duragéo
(Hui, 1993). Os psicrotroficos produzem enzimas termorresistentes (Griffiths et al., 1981;
Patel et al., 1983; Rebelo, 1983; Alais, 1985; Luquet, 1985; Vieira de Sa e Barbosa, 1990;
Hui, 1993); 80 % dos psicrotréficos produzem enzimas lipoliticas e 60 % tém actividade
simultaneamente lipolitica e proteolitica (Luquet, 1985). Estas enzimas estéo relacionadas
com perdas de qualidade e redugao da validade do leite UHT e de outros produtos lacteos
(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; Sgrhaug e Stepaniak,

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

De entre os psicrotréficos, 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

" Termofilos - Bactérias que tém temperatura 6ptima de multiplicagéo entre 45 °C e 65 °C, minima de
35 °C e 45 °C, e maxima entre 60 °C e 90 °C.

8 Tempo de geragao — tempo em que ocorre a duplicacdo da populagao (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 influéncia nos tempos de geragcao 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
sdo conhecidos como agentes de deterioragdo do leite e seus derivados durante o
armazenamento em refrigeragdo e, na presenca de ar tempo de geracdo € ainda mais
reduzido. Kohlmann (1991) observou que as P. fragi e a P. flurescens, com um nivel inicial
de 10° UFC/ml, aos dez dias a 7 °C apresentaram actividade proteolitica enquanto que
outros psicrotroficos com contaminagodes iniciais iguais, apresentaram actividade proteolitica

mais tarde.

As proteases produzidas pelos psicrotroficos no leite degradam, selectivamente, as
caseinas (Hui, 1993), caseina a1, B € kK (McPhee e Griffiths, 2002), mas também podem
atacar as proteinas do soro (Skean e Overcast, 1960). A caseina K é a primeira a ser
degradada (Adams et al.,, 1975; Fairbairn e Law, 1986) o que tem implicacdes na
estabilidade do leite e no fabrico de queijo, uma vez que a caseina Kk tem um papel

fundamental na estabilizagao das micelas e na coagulacao do leite (Webb e Johnson, 1965).

O tamanho da micela de caseina vai diminuindo com o aumento do desenvolvimento das
bactérias psicrotroficas (para populagdes superiores a 102 UFC/mL). A degradacdo da
caseina durante o armazenamento do leite pode ter um efeito determinante na qualidade
final dos produtos lacteos (Hui, 1993). Para uma protedlise visivel nao é necessaria uma
populagao de psicrotréficos elevada. Adams et al. (1975) observaram um decréscimo de 10
a 20 % de caseina k ao fim de dois dias a 5 °C, resultante de um crescimento de uma
colonia isolada até 10 000 UFC/mL . De acordo com Fox (1982) e Kumaresan et al. (2007),
as proteases do leite tém sido implicadas em varios processos de transformacao do leite:
gelificacdo de leite UHT, formacdo de aminoacidos durante a maturacdo de queijo,
desenvolvimento de sabores amargos em leites e derivados e diminuicdo do rendimento

queijeiro.

Ultimamente foram publicados diversos estudos sobre o decréscimo do rendimento na
producdo de queijo devido a protedlise que, resulta em perda de caseina com o soro. A

duracdo do armazenamento do leite a baixas temperaturas, as contagens de psicrotréficos
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superiores a 10° UFC/mL de leite, a temperatura de armazenamento, e o tipo de
psicrotréficos sao factores que afectam o rendimento dos diversos tipos de queijo, curado e
ndo curado (Hui, 1993). Pinto et al. (2006) referem mesmo que é imprudente utilizar leite cru

com contagem de psicrotréficos superior a 5 x 10° UFC/mL.

As pseudomonas s&o uma preocupagao importante em relagdo a degradacéo lipidica (Shah,
1994). Segundo Fox (1989), as lipases produzidas pelos psicrotroficos sdo mais importantes
no desenvolvimento de defeitos no sabor e aroma em queijos do que as proteases, pois as
proteases sdo soluveis em agua e sdo perdidas durante o dessoramento, enquanto as
lipases sao adsorvidas pelos glébulos de gordura, ficando retidas na massa de queijo, para
além de que muitos dos metabolitos que se formam com origem nas reacgdes de lipdlise e
evolugdes subsequentes revelam muito mais impacto no sabor e aroma do que nos

resultantes da protedlise, mais associados a evolugéo da consisténcia e textura.

A maior parte dos estudos sobre os problemas nos produtos lacteos de longa duracéo,
identificam uma relacdo com a refrigeragcdo, mas os efeitos desta nos produtos a base de

leite cru poderao ser ainda mais gravosos.

No primeiro caso, trata-se fundamentalmente de questdes relacionadas com o rendimento
da transformag¢do ou com a estabilidade dos produtos, mas em queijos a base de leite cru,
havera que contar também com a influéncia microbiana directa, com maior ou menor

incidéncia dependendo do tipo de produto.

O estado micelar da caseina e o equilibrio salino-proteico, na sua relacdo com a acidificagcao
por via da actividade microbiana, bem como o efeito directo da acidificagdo no fabrico, e
ainda a susceptibilidade da matéria gorda a alteragbes com importancia organoléptica, sdo
aspectos relevantes a ter em conta, no fabrico de queijos. A presenga de microrganismos,
quer devida a uma contaminacéo inicial elevada, quer por deficiente conservagao do leite,
sdo os aspectos mais preocupantes a nivel do sector da producédo de leite de pequenos
ruminantes, podendo dizer-se que a qualidade microbiolégica do leite é genericamente,
sendo muito ma, pelo menos fortemente limitativa da obtencdo de queijo de qualidade

(Martins e Vasconcelos, 2001).

Acresce ainda que nem sempre sdo utilizadas as melhores condi¢des de refrigeragao tendo

em vista a problematica complexa da conservagao do leite.

Segundo o regulamento em vigor (CE n° 1662/2006), genericamente, o leite deve ser
arrefecido a uma temperatura ndo superior a 8 °C imediatamente a seguir a ordenha, no

caso de uma recolha diaria, ou ndo superior a 6 °C no caso de uma recolha nao diaria.
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Durante o transporte, a temperatura a chegada ao estabelecimento de destino, ndo deve ser
superior a 10 °C. Refere ainda que estas temperaturas podem né&o ser respeitadas no caso
de o leite ndo 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 a ordenha, ou for necessaria
uma temperatura mais elevado por razbes tecnoldgicas ligadas ao fabrico. Segundo a
bibliografia consultada, os 6 °C referidos no regulamento podem nao ser suficientes para
conservar um leite cru em condigbes microbioldgicas para a sua posterior transformacao,
mesmo com contaminagdes inferiores a 500 000 UFC/mI, especialmente quando se

consideram fabricos de queijo a partir de leite cru.

Gonzalez et al. (1995) procederam a avaliagdo da qualidade microbiolégica do leite de
ovelha em tanques de refrigeragdo em queijarias da zona de producdo do queijo de
Manchego. Os resultados em termos de flora psicrotréfica foram inferiores a 5 x 10° 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 x 10° — 10°, 10° — 10" e > 10" UFC/mL, respectivamente.

Normalmente, é a partir de um milhdo de bactérias psicrotroficas por mililitro de leite que os
riscos de alteragdo sao maiores. Este numero é atingido ao fim de trés dias, apés 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 transformag¢des de origem

microbiana (Ravanis e Lewis, 1995).

De acordo com Vieira e Sa e Barbosa (1990), é principalmente durante a conservagéo do
leite em tanques refrigerados, acima de 4 °C, e quando os periodos de armazenamento sédo
longos (acima de 36 a 48 horas), que ocorre o desenvolvimento das bactérias psicrotroficas.
Se a isto se juntar uma ordenha sem a qualidade higiénica recomendada, este leite ficara
desde logo responsavel pela ma qualidade do queijo, manteiga e outros derivados em cujo
fabrico for usado. A chamada de atencido para estes aspectos é tanto mais importante
quanto é certo que muitos produtores acreditem que a preservagao 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, 0 que nio é verdade.

Os riscos que advém da actividade metabdlica dos microrganismos psicrotréficos poderao
ser controlados limitando a contaminagao inicial, recorrendo a praticas adequadas de
higiene no ciclo de produgcdo e transformacdo do leite, podendo-se conseguir niveis
inferiores a 10° UFC/mL. A aplicacdo de frio nas duas horas subsequentes a ordenha, a

temperaturas entre 3 °C e 4 °C por periodos de conservagao que nao excedam as 48 h,
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também limitam a elevacdo dos niveis de contaminacado. Estas praticas permitirdo uma

qualidade microbioldgica de niveis inferiores a 5 x 10* UFC/mL (Lenoir, 1980).

Existem varios factores a condicionar a proporgao de psicrotréficos no leite refrigerado,
como o nivel de contaminacao e a composi¢cao da flora contaminante inicial, a temperatura,
a duracao da refrigeracao (Feuillat et al., 1976; Bloque et al.,, 1980, Hantsis-Zacharov e
Halpern, 2007) e, com menor influéncia, os sistemas de inibicdo natural do leite (Zall, 1990).
A relagao psicrotréficos/flora mesofila total de um leite antes da refrigeragcao pode variar
entre limites tdo 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 (Nufez et al., 1984; Pla et al.,
1992). A variagdo destes niveis esta dependente do grau de higiene conseguido no
momento da ordenha; segundo Cousin (1982), menos de 10 % da microflora total séo
psicrotréficos no caso de ordenhas sob boas condigdes sanitarias, caso contrario podem

exceder 0os 75 %.

A temperatura é, sem duvida, o factor mais importante pois, tem um efeito directo sobre a
duracdo da fase de laténcia e o tempo de geragdo para cada microrganismo (Pla et al.,
1992). Dousset et al. (1988) observaram que os leites com niveis de psicrotréficos de 4,5 x
10* UFC/mL iniciais atingiram niveis de 10° UFC/mL em 48 h a 8 °C e apenas 8 x 10*

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

A conservacgao 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 10° UFC/mL (Nikolov, 1985).

1.4.0BJECTIVOS DO PRESENTE ESTUDO

No presente trabalho sera estudado o efeito da refrigeragao nas caracteristicas tecnolégicas
do leite de ovelha, quer sobre a evolugao da flora microbiana, quer sobre o impacto nas
caracteristicas fisico-quimicas do leite que condicionam a sua aptiddao a coagulacao e, por
essa via, o respectivo comportamento no decurso das fases tecnoldgicas e a qualidade do
produto final, constituindo-se, assim, como duas das componentes essenciais do valor

tecnolégico do leite cru para o fabrico de queijo.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. BREVE DESCRIGAO DA QUEIJARIA

Este trabalho foi efectuado em colaboracdo 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 a producéo e

comercializagdo de queijos tradicionais.

Flor de Cardo  Baseada numa antiga queijaria, na zona de produg¢ao do Queijo de
Azeitdo DOP, a Flor de Cardo criou os produtos da gama Divinus
resultantes de uma estratégia que tem como objectivo principal a
consolidacdo da qualidade e tipicidade regional em paralelo com a

modernizagao das técnicas de producéo.

No respeito do legado de geragdes 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 pais nos legou (www.arcolsa.pt,
consultado a 20/10/08).

2.2. RECOLHA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS.

O leite, cedido pela queijaria Flor de Cardo, foi recolhido no tanque de refrigeracdo da
queijaria. O periodo da recolha das amostras decorreu de Janeiro a Maio as segundas-feiras
de manha, em recipiente previamente esterilizado. As amostras foram transportadas até ao
laboratério sob refrigeracao (em caixas isotérmicas). O tempo entre a recolha das amostras

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

Chegada ao laboratdrio a amostra de leite foi dividida em duas sub-amostras de 1L cada,
uma para cada temperatura de refrigeragédo: 4+1 °C e 8+1 °C. Reservou-se ainda cerca de
200 mL para as analises fisico-quimicas e 10 mL para as analises microbioldgicas a efectuar

antes da refrigeragao, para caracterizagao inicial do leite.
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Para cada uma das temperaturas, os ensaios de refrigeracao decorreram durante sete dias,
sendo efectuadas as analises de avaliagdo da aptiddo a coagulagéo do leite nos dias zero,
um, dois, trés e sete, respectivamente, e analises microbiolégicas nos dias zero, um, dois e

trés, respectivamente.

2.3. ANALISES FiSICO-QUIMICAS

No dia da recolha (dia zero), a amostra de 200 mL, foi colocada em banho-maria a 37 °C,
para homogeneizagdo. Parte desta amostra foi colocada a 32 °C para a avaliacdo da
aptidao para a coagulacdo, mais a frente descrita, e outra parte da amostra foi colocada a
20 °C, temperatura de trabalho em laboratério. Apds estabilizacdo, foram efectuadas as

seguintes analises fisico-quimicas:

e pH (20 °C) — por potenciometria (potenciémetro 713 pH Meter Metrohm, Herisau,
Swiss);

e Acidez — NP - 470 (IPQ, 1983b);

e Matéria Gorda (MG) — NP - 469 (IPQ, 1983a);

e Proteina Bruta (PB) — NP - 1986 (IPQ, 1991);

o Residuo Seco e Residuo Seco Isento de Matéria Gorda — NP - 475 (IPQ, 1983d);

¢ Densidade (20 °C) — NP - 474 (IPQ, 1983c).

Nos ultimos ensaios, foi também efectuado o teste da lactofermentacdo (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 existéncia ou auséncia de
alteragbes ocorridas no tubo: coagulagdo, protedlise ou producdo de gas. O teste da
lactofermentagao foi repetido todos os dias, para as duas temperaturas de refrigeragao,

sempre em duplicado.

Ao dia sete foi tirada uma foto-resumo (c&mara 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 refrigeracao. A foto foi tirada sem flash e com os tubos sob um
fundo preto, posteriormente foi trabalhada digitalmente recorrendo a um software de edicéo

de imagens e fotografias (paint.NET, v.3.05).
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A edicao das fotos consistiu em diminuir o nivel de entrada da cor branca e aumentar o nivel
de entrada do preto, depois usar o contraste e o brilho para obter uma melhor definicido das
alteracoes, estas variacdes variaram consoante a foto, tentando se melhorar a distingdo das
alteragdes, permitindo o realce das alteragdes que ocorreram dentro dos tubos (Figuras 1 e
2), nomeadamente a producdo de gas (presenca de sulcos ao longo do coagulo) e

protedlise (aparecimento de zonas de digestdo do coagulo), pois séo as alteragdes visiveis.

Figura 1 — Foto-resumo para exemplo de resultados do teste da lactofermentacgao, original (a) e
editada (b).

Figura 2 — Exemplo de produgéo de gas (a) e de protedlise (b).

Foi também efectuada a avaliagcdo da aptidao para a coagulagédo, como factor representativo
da aptiddo 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).
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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
coagulagao do leite em laboratérios de industrias de lacticinios e também de substituir um
outro equipamento, o Formagraph®, que, ao contrario do Optigraph®, que se baseia num
metodo oOptico, se baseava num método reoldgico, com os inconvenientes dai inerentes,

como a destruicido das amostras.

O Optigraph® é um sistema (hardware e software) que caracteriza a aptidao tecnoldgica do
leite para a coagulagdo. Calcula em tempo real todos os parametros necessarios para o
correcto acompanhamento do fabrico do queijo: tempo de coagulagéo e evolugao da firmeza

do coagulo através de determinacgdes feitas ao longo do tempo.

O Optigraph® mede a atenuacdo do sinal dptico no infra-vermelho préximo, uma vez que, ao
longo da coagulacédo, a luz emitida que vai atravessar o leite é progressivamente atenuada,
devido as alteragdes na estrutura da micela da caseina (Ysebaert, 2000). O resultado de
cada ensaio de coagulacdo vem expresso graficamente em “optigramas” (Figura 3), dos

quais se extraem varios indicadores.

R — Tempo de inicio de floculagdo ou de coagulagdo (em minutos ou
segundos);

AR — Parémetro da consisténcia do gel; mede a intensidade do sinal éptico
quando decorreu um tempo igual a 2R (Voltg);

e EEe -

A2R — Pardmetro da consisténcia do gel; mede a intensidade do sinal
6ptico quando decorreu um tempo igual a 3R (Volt);

0K20 — Tempo necessario, a partir de R, até que se obtenha uma
R consisténcia padrédo equivalente a 6,5 Volt (em minutos ou segundos);

Az, Ay — Intensidade do sinal éptico quando decorridos 20 e 40 minutos,
respectivamente, desde o inicio do ensaio (Volt).

Figura 3 — Representacdo grafica de alguns parametros avaliados através do Optigraph (adaptado
de Mahaut et al. (2000), por Martins et al. (2007)).

O Optigraph® permite obter outros dados que aqui ndo estdo explicitados, como por
exemplo, Ag, 0S quais serao mais uteis em coagulagdes que ocorram mais tardiamente. O

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

° Volt — (simbolo: V) é a Unidade S| de tensao eléctrica (diferenga de potencial eléctrico), a qual
denomina o potencial de transmissao de energia, em Joules, por carga eléctrica, em Coulombs, entre
dois pontos distintos no espaco.

23



2. Materiais e Métodos

aparelho, no entanto, funcionar sem que todas as células estejam ocupadas. O volume de
leite a utilizar € 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 padrao, que, para leite de ovelha, esta definido pelo
laboratoério em 7 Volt (Alves, 2003), apés colocagao a uma temperatura constante, que neste
caso foi estabelecido em 32 °C, temperatura a qual vai decorrer a coagulagédo do leite. A
duracéo dos ensaios foi fixada em 60 minutos para a utilizagao do coalho standard (Extracto
de cuajo en polvo Granday® 6000), de forma a obter, em boas condi¢bes, todos os
parametros de coagulagao requeridos. Quando se utilizou o extracto de flor de cardo como
coagulante, a duracao dos ensaios foi de 120 minutos, obtendo-se dados de coagulacdo em

situacao proxima das condicdes 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 equilibrio fisico-quimico.

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

coagulantes usados foram preparados da seguinte maneira:

e Coalho Standard: solucéo de 0,08 % (m/v) de coalho standard (0,04 g de coalho em
50 mL de agua destilada), contendo 96+2 % de quimosina, para obtencido de
resultados padrdo, comparaveis com a bibliografia e com outros obtidos no
laboratorio;

o Extracto de flor de cardo: preparado macerando em almofariz 4 g de flor de cardo
com solugdo de cloreto de sodio (5 %, m/v), em extracgdes sucessivas, até
preencher, apos filtragdo em filtro Whatman n°40, 100 mL de volume final. Esta
preparacdo em laboratério, pretendeu simular a coagulacdo real ocorrida na

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

Nos dias um, dois, trés e sete respectivamente, retiraram-se 150 mL de leite de cada uma
das temperaturas de refrigeragao para analises fisico-quimicas, as determinacbes de pH e
de acidez, e também para avaliar a aptiddo a coagulacdo, repetindo os métodos

anteriormente descritos.
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2. Materiais e Métodos

2.4. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbioldgicas descritas a seguir foram efectuadas em amostras de leite, antes
da refrigeracao, e apos um, dois e trés dias de refrigeragao, em cada das duas temperaturas

(4 e 8 °C, respectivamente).

Contagem de mesodfilos 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:

e dissolver 11,25 g de meio desidratado em 500 mL de agua destilada; autoclavar a
121 °C durante 15 minutos; guardar a temperatura ambiente até a sua utilizacao

final.

Contagem de psicrotroficos 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 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

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

analise (exemplo em anexo).

A anadlise de variancia (ANOVA) dos resultados das contagens de UFC e dos resultados
obtidos da aptiddao para a coagulagdo do leite foi realizada com recurso ao programa
Statistica™, versao 5, da Statsoft, EUA, utilizando o teste de Scheffé (Danzart, 1986), para
comparacao entre grupos. Os factores utilizados foram o tempo e a temperatura de
refrigeracdo. Em todas as andlises de variancia foram considerados como valores

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

3.1. COMPOSIGAO DO LEITE.

No inicio de cada ensaio, foi efectuada a caracterizagdo do leite utilizado. O Quadro IV
resume as meédias encontradas para os parédmetros avaliados, assim como alguns
parametros estatisticos relativos aos mesmos. Os valores obtidos estdo de acordo com a
bibliografia consultada no que se refere as principais caracteristicas do leite de ovelha,
embora seja comum encontrar uma grande variagdo (Martins, 1989). De referir, no entanto,
que os teores em proteina, importantes relativamente ao fabrico de queijo, designadamente
para o rendimento do fabrico, sao baixos para leite de ovelha. Um valor médio de 4,77%
(m/m) esta muito mais proximo dos valores que se obtém para ragas de producédo elevada,
como a Assaf (Marques de Almeida, 2007) do que de racas nacionais, como a Saloia,
proporcionando certamente rendimentos queijeiros inferiores (Martins, 1989; Martins et al.,
2007).

Quadro IV — Composi¢cao média do leite usado neste estudo.

Média Desv. Pad. Max. Min. 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
Residuo 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 psicrotréficos
(21 °C) (UFC/mL) 6,28 x 10° 1,31 x10° 5,80 x10° 540x10° 14
Contagem de mesodfilos totais
(30 °C) (UFC/mL) 1,04 x 10° 2,13x10° 8,60x10° 1,70 x 10* 14
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3. Resultados e Discusséao

A variabilidade associada as médias referidas, aqui representada pelo desvio-padrao, é
importante, pois pode ter, no caso de alguns pardmetros da coagulacdo, implicacées na

interpretagao dos resultados obtidos, as quais serao referidas mais a frente.

No que se refere a contagem de microrganismos mesdfilos totais, deve ser referido que a
media obtida no inicio dos ensaios excede o valor estabelecido para o leite utilizado no
fabrico de queijo, na produgdo (max. 500 000 UFC/mL), o que nao abona em favor da
qualidade do leite, facto nada surpreendente para o que € comum no sector do leite de
pequenos ruminantes (Martins e Vasconcelos, 2004). Deve notar-se ainda que o nivel médio
de microrganismos psicrotréficos no leite no inicio dos ensaios se situa a um log da
contagem total de mesodfilos, 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 parametros microbianos, a variabilidade foi
acentuada o que, sendo também comum, indica a necessidade de, no sector da producao
de leite, serem adoptadas, de forma sistematica, praticas que possibilitem a obtencédo de
leite de boa qualidade microbiana de forma continuada, aumentando a probabilidade de

éxito no fabrico de queijo de leite cru.

A variabilidade nas caracteristicas do leite, sobretudo microbiolégicas, é um factor
importante na heterogeneidade encontrada no queijo, a qual pode ser potenciada pela

variabilidade fisico-quimica (Martins e Vasconcelos, 2004; Martins et al., 2007).

3.1. EFEITO DA REFRIGERAGAO NA APTIDAO DO LEITE PARA A
COAGULAGAO.

O efeito da refrigeracdo foi avaliado mediante dois tipos de ensaio. O primeiro, € um
processo padréo, em rotina no laboratério do Nucleo de Leite e Lacticinios 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 parametros
que permitam avaliar a evolugdo da firmeza do coagulo apés o inicio da floculagdo ou
agregacao micelar. Nestas condi¢des, o inicio da agregacao micelar, R, deve ocorrer num
periodo ndo inferior a 5-6 minutos, que n&o permitiria a identificagdo da coagulagdo por
parte do equipamento, e ndo superior a 20 minutos, o que ndo permitiria obter, alguns

parametros, como, por exemplo, o A2R.
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A vantagem de usar este processo reside no facto de, sendo um processo padrao, permitir
uma avaliagdo comparativa entre ensaios ou entre algumas condicbes de ensaios. No
entanto, dado que as condi¢des padrao de ensaio significam uma aproximagao a um fabrico
de queijo que se distancia do fabrico tradicional de queijo de leite cru de ovelha, como o
queijo de Azeitdo, Serra da Estrela ou Serpa, optou-se por realizar também uma linha de
ensaios contemplando condicbes de fabrico préximas das tecnologias tradicionais destes
queijos, simulando a fase de coagulagdo do fabrico de queijo de Azeitdo (Vasconcelos,
1990), constituindo uma relagao enzima/substrato mais préxima da utilizagdo real do
coagulante e do fabrico, uma vez que esta relagdo é também um importante factor de

condicionamento da coagulacao (Alves, 2003).

Assim, foi também utilizado como coagulante o extracto de cardo, numa proporgao préxima
da habitualmente utilizada nessa tecnologia, equivalente a 0,4g flor de cardo/L de leite,
proporcionando reacgdes enzimaticas menos intensas que no método padrédo, 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 coagulagdo utilizados nos fabricos, entre os
40 e os 80 minutos (Vasconcelos, 1990; Peixeiro, 2005), e podendo estudar os eventuais

efeitos da refrigeracdo em condigdes mais proximas das reais.

3.1.1. Coagulacdo 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 refrigeracdo, bem como pela sua
interacgdo. De facto, estes sdo factores conhecidos como decisivos no crescimento e
metabolismo microbiano, os quais, no leite, ttm como consequéncia, na maior parte das
situagbes, a diminuicdo do pH, incluindo por efeito de microrganismos psicrotroficos,
nomeadamente de tipo lactico (Nufiez et al., 1981). Este pardmetro € um importante factor
da actividade enzimatica e, portanto, o efeito do tempo e da temperatura de conservagao foi
também sensivel (P <0,05) ao nivel do tempo de inicio da floculacdo (R), o que néo

aconteceu com a interacgao entre os dois factores.

Relativamente aos parametros de consisténcia do gel, mais dependentes das caracteristicas
fisico-quimicas do leite do que da actividade enzimatica, os factores em estudo revelaram
um efeito ndo significativo (Quadro V). A uUnica excepgao foi a consisténcia ao fim de 20
minutos de ensaio (Ax), que foi influenciada significativamente (P <0,05) sobretudo pelo

tempo de refrigeracao.
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Quadro V — Nivel de significancia dos diferentes factores em estudo nos parametros avaliados.

pH R AR A2R A; Ay, 0K20

Tempo (dias) o * ns  ns *ns ns

Temperatura (°C)  * ns ns ns ns ns

*%* *

Tempo * Temperatura ns ns ns ns ns

**— Muito significativo (p <0,01); * — significativo (p <0,05); ns — n&o significativo

Isto significa que, nas condicbes dos ensaios, a refrigeragdo nao revelou efeito significativo
nas caracteristicas do coagulo, afectando apenas a primeira fase de coagulacdo, a fase
enzimatica, muito por efeito da variagdo do pH, as quais estardo certamente na base no
efeito no Ay, dado que é o parametro de consisténcia mais proximo do inicio da agregacao

micelar (R).

Assim, as diferencas no parametro R podem nao resultar do efeito directo da refrigeracao,
pois estdao muito relacionadas com os niveis de pH, facto referido desde ha muito. White e
Davies (1958), por exemplo, notaram que o tempo necessario para o leite coagular com
coalho reduziu com a diminuicdo do pH de 6,7 para 5,5. No caso do Ay, as diferencas
verificadas também podem nao ser directamente devidas ao tempo de refrigeragao, pois é
um parametro muito dependente do R, sendo também dependente, como toda a fase de
agregacéo micelar, de factores inerentes ao leite e as condicbes de ensaio (teor e tipo de
proteina/caseina, propor¢gdo de Ca'’, pH, temperatura), constituindo um fendémeno

extremamente complexo (Dalgleish, 1999).

Pela observagao do Quadro VI, pode notar-se que, culminando a tendéncia decrescente do
pH ao longo do tempo de refrigeragdo, menos acentuada a 4 °C, as diferencas tornaram-se
significativas a partir dos sete dias, a 4 °C, e a partir dos trés dias, para os 8 °C (Figura 4),
denotando médias inferiores aos valores admitidos para alteracdo ainda aceitavel no leite,
préximo de 6,50-6,55. De la Fuente et al. (1997) e Raynal e Remeuf (2000) também néao
encontraram variagdes 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 trés dias. Estas diferengas representam bem a necessidade da

refrigeracao, a temperatura adequada, para conservar a qualidade do leite.
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Quadro VI — Efeito do tempo e da temperatura de refrigeragdo no pH e nos parametros da aptidao

do leite para a coagulacdo — R e 0k20.

Tempo pH R 0K20

(dias) 4°C 8°C 4°C 8°C 4°C 8°C

0 6,62 aA 6,62 aA 802 apn 802 aA 460 aA 460 aA
1 6,65 aA 664 an 805 an 805 aA 454  aA 463 aA
2 6,63 aA 6,58 abA 816 aa 789 aA 462 aA 459 aa
3 6,61 aA 6,49 bB 799 aA 722 aA 452 aa 438 aA
7 6,49 bA 575 B 730 a - - 444 g - -

Na mesma coluna, mintsculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)
Na mesma linha, para cada parametro, mailsculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)

Pelo contrario, o tempo de refrigeracdo nao teve efeito significativo em nenhum dos
parametros da coagulacédo ao longo dos dias de refrigeracdo (Quadros VI e VII); entre as
duas temperaturas também nao apresentou diferengas significativas. No entanto, deve
referir-se que ndo se apresentam resultados para os sete dias de conservacédo a 8 °C uma
vez que o leite se apresentou ja coagulado ou em condi¢gdes de coagulacdo extremamente
rapida, ndo reconhecida pelo Optigraph, com se pode deduzir dos valores de pH obtidos.
Cousin e Marth (1977) também nao puderam medir o pH ao fim de oito dias de refrigeragao,

em leite de vaca cru refrigerado a 4 °C, pois ja tinha coagulado.

pH R (seg)
6,800 850

6,600 _% oc
6,400 \ 800 \/\
6,200 \ \ \
6,000 750
\gc \ \
5,800 \
4

5,600 T T T " 700

0 1 2 3 7 0 1 2
Tempo em dias Tempo em dias

w A
~

Figura 4 — Evolucédo do pH e do R ao longo do tempo de refrigeragcédo para as duas temperaturas.

No entanto, apesar de nao se registarem diferencas estatisticamente evidentes, houve uma
variacao no R ao longo da refrigeragao. Os valores diminuem a partir do segundo dia e as
diferengas entre temperaturas de refrigeracdo vao aumentando, evolugdo que esta
intimamente relacionada com a evolugdo do pH, como se referiu anteriormente (Figura 4).
Estas diferengcas podem condicionar a interpretacdo de outros parametros da coagulagao
sobre os quais tém efeito directo, como, por exemplo, o Ay (Quadro VII, Figura 5), pois se a

coagulagédo comegar perto dos 20 minutos o valor de Ay, sera menor que numa coagulagao
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que comece mais cedo, efeito que se atenua com o tempo, como se podera observar a
partir do Asg.

QUADRO VIl - Efeito do tempo e da temperatura de refrigeracéo nos parametros da aptidao do leite

para a coagulagado — A20 e A40.

Tempo Ay Ay

(dias) 4°C 8°C 4°C 8°C

0 443 apn 443 apn 10,75 aA 10,75 aA
1 468 an 433 aa 10,84 aao 10,61  aA
2 435 ap 4,47 apn 10,87 aA 10,69 aA
3 454 ap 533 aA 1058 aaA 11,21 aa
7 523 a - - 11,37 a - -

Na mesma coluna, minusculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)
Na mesma linha, para cada parametro, maiusculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)

\") \'
5,40 11,50
8°C 4°C ’ 4°C
/ / 11,30 BC /
5,00
/ / o // /
10,90
4,60 — /X /
W 10.70 \/ \/
4,20 r r . . 10,50 T r
0 1 2 3 7 0 1 2 3 7
a Tempo em dias b Tempo em dias

Figura 5 — Evolugdo de A20 (a) e A40 (b) durante o tempo de refrigeragdo para as duas

temperaturas.

A evolugdo do AR e do A2R (Quadro VIl e Figura 6) ndo revela diferengas estatisticamente
significativas em funcao do tempo e da temperatura de refrigeragdo, embora a tendéncia
seja de diminuicao da consisténcia com o tempo de refrigeracédo, quando esta se efectuou a
8 °C, mantendo-se estabilizada para os 4 °C. Apesar da coagulacao do leite refrigerado a 8
°C comecgar mais cedo (R inferior), nao foram obtidas coalhadas mais consistentes em

relacado as coalhadas obtidas a partir do leite refrigerado a 4 °C.
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Quadro VIIlI - Efeito do tempo de refrigeracéo e da refrigeragdo nos parametros da aptidéo do leite

para a coagulacdo — AR e A2R.

Tempo AR A2R

(dias) 4°C 8°C 4°C 8°C
0 731 apn 7,31 aA 10,78 ap 10,78 aA
1 738 an 7,21 aA 10,81 aa 10,64 aA
2 746 aA 7,18 aA 11,08 aa 10,63 aA
3 744 apn 7,09 ap 10,98 aA 10,50 aA
7 716 a - - 1059 a - -

Na mesma coluna, minusculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)

Na mesma linha, para cada parametro, maiusculas diferentes apontam diferengas significativas entre médias (P <0,05)

7,50 11,50

\ 11,00 L ——
7,20
N\ 1050 .

7,00 T T T " 10,00

a Tempo em dias Tempo em dias

FIGURA 6 — Evolugédo do AR (a) e do A2R (b) durante o tempo de refrigeragdo para as duas

temperaturas.

Um dos efeitos identificados na bibliografia referentes ao uso da refrigeracdo, que é a
formagao de coalhadas menos consistentes, ndo é, aqui, imediatamente identificado, uma
vez que as consisténcias inferiores, padronizadas aos valores de R, se verificam para a
refrigeracdo a 8 °C. A consisténcia 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 paradmetros AR e A2R, isto &, sobe
ligeiramente ao fim dos trés dias. O mesmo n&o acontece para o leite refrigerado a 8 °C,

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

No entanto, ao fim de 40 minutos de ensaio, a consisténcia da coalhada (A4) diminuiu para
o leite refrigerado durante trés dias a 4 °C, o que significa que, na situacédo em que o pH
teve menor influéncia na coagulagéo (conservagao a 4 °C), a agregagao micelar foi mais
lenta para maior tempo de refrigeracdo, facto também indicado pelo pardmetro 0K20
(Quadro VI, Figura 7), o que pode indicar diminuigdo da aptidao do leite a coagulacao, a
qual ndo se revelou, no entanto, significativa. De la Fuente et al. (1997) ndo observaram

mudangas na firmeza da coalhada obtida medida pelo Formagraph, mas uma diminuicao na
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velocidade de agregacao micelar de 25 % para leite de ovelha refrigerado dois dias a 3 °C.
Na realidade a diferenca obtida foi pequena e podera ser eventualmente recuperada no
fabrico, por controlo das condicbes a utilizar. Infelizmente, diferencas destas ou até
superiores ndao sado, normalmente, corrigidas pelo fabrico pois ndo é efectuado qualquer

controlo a ndo ser do tempo estipulado para a coagulagao.

seg
480
460 -
440 ~ °
8°C 4°C
420 . T T )
0 1 2 3 7

Tempo em dias

FIGURA 7 - Evolugao de 0k20 durante o tempo de refrigeragcdo para as duas temperaturas.

Estas diferengas na consisténcia da coalhada parecem, assim, estar muito relacionadas
com o pH, o qual é reflexo da evolugdo da flora micro